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RESUMO

SILVA, Rodrigo Amorim Bezerra. Caracterizagbes e aplicacbes analiticas de eletrodos compdsitos
modificados com Azul da Prussia e determinagbes simultdneas em sistemas de andlise por inje¢do em
batelada empregando somente um eletrodo de trabalho. Uberldndia: Instituto de Quimica, UFU, junho

de 2012. Tese de doutorado.

Esta tese apresenta algumas potencialidades dos sistemas de andlise por
injecdo em fluxo (FIA) e andlise por injecdo em batelada (BIA) acopladas a detecgdo
amperométrica para o desenvolvimento de métodos de rotina Uteis em alguns setores
industriais, como o alimenticio, farmacéutico e de biocombustiveis. Nesta perspectiva,
foi empregado um eletrodo compdsito modificado com azul da Prussia na
determinacdo de perdxido de hidrogénio em leite e antisséptico bucal. Além disso, um
eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) foi usado em determinagdes
simultdneas de farmacos presentes na mesma formulacdo farmacéutica (paracetamol
e cafeina; dipirona e cafeina) e de trés antioxidantes adicionados em biodiesel: terc-
butilhidroquinona (TBHQ), butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno (BHT).

O eletrodo compdsito modificado com azul da Prussia foi construido a partir de
um composito fluido preparado em laboratério (grafite / adesivo epdxi / ciclohexanona
/ particulas de azul da Prussia). Os melhores resultados foram obtidos quando o grafite
modificado com azul da Prussia foi adicionado no compésito fluido em proporgdes de
até 30 % (m/m). Este compdsito modificado foi inserido em dois distintos materiais
suporte: (1) ponteira de micropipeta (< = 1,6 mm, sensor “3 em 1”); (2) tubo de
poliamida (& = 7,2 mm). Estes eletrodos foram utilizados em sistemas FIA e BIA e o
perdoxido de hidrogénio foi detectado seletivamente por deteccdo amperométrica.
Empregando os dois sistemas eletroquimicos e adequadas condi¢cdes experimentais
(eletrdlito: KCI 0,1 mol L™ e tamp3o fosfato 0,05 mol L™ (pH = 7,2); volume injetado:
100 pL; vazao (FIA): 16,7 pL s''; velocidade de injecdo (BIA): 100 puL s!) foi obtida uma
recuperacao de peroxido proxima a 100 % nas amostras de leite e antisséptico bucal.
Os métodos desenvolvidos por FIA e BIA apresentaram elevada frequéncia analitica
(100 h™t e 80 h™") e baixos limites de detecgdo (0,8 pmol L'e0,19 pmol LY.

Em outra proposta, os procedimentos de determinagdo simultanea (farmacos e
antioxidantes) foram baseados em analise por injecdo em batelada com deteccdo
amperométrica de multiplos pulsos (BIA-MPA). Na determinacdo simultanea de

paracetamol e cafeina, cada pulso de potencial otimizado foi aplicado em um eletrodo



de BDD com um objetivo especifico: a) + 1,20 V (40 ms): oxidacdo do paracetamol e
quantificacdo seletiva; b) + 1,55 V (40 ms): oxidacdo de ambos os analitos. A cafeina
pode ser quantificada subraindo-se as correntes obtidas em ambos os pulsos.

Na determinacdo simultdnea de dipirona e cafeina o mesmo esquema foi
utilizado. Porém, os pulsos de potencial aplicados foram + 1,10 V e + 1,55V. As
condi¢des experimentais otimizadas na determinagao dos farmacos foram: tampao
acetato 0,1 mol L* (eletrdlito suporte), volume injetado = 100 pL, velocidade de
injecdo = 156 pL ste tempo de pulso de potencial: 40 ms. Nestas condigdes, o sistema
BIA-MPA apresentou alta frequéncia analitica (160 injecGes por hora), elevada precisao
(DPRs < 2%, n = 10) e baixos limites de detecgao (paracetamol: 1,72 umol L™ cafeina:
0,84 umol L dipirona: 0,72 umol L'l).

Para a determinac¢do simultanea de TBHQ, BHA e BHT por BIA-MPA os seguintes
pulsos de potencial foram aplicados sequencialmente no eletrodo de diamante
dopado com boro: a) + 0,6 V (50 ms): oxidacdo do TBHQ e seletiva quantificacdo; b) +
0,8 V (50 ms): oxidagdao de TBHQ e BHA sem a interferéncia de BHT; c) + 1,3 V (50 ms):
oxidacdo de TBHQ, BHA e BHT. Simples expressdes matematicas e fatores de correcao
foram utilizados na obtencdo das correntes de oxidacdo de cada analito. Na
determinagdo simultanea destes compostos em biodiesel, uma solugdao mista de acido
cloridrico e cloreto de potassio 0,1 mol L™ em 50 % de etanol (v/v) foi utilizada como
eletrélito suporte. As condi¢des experimentais otimizadas foram as seguintes: volume
injetado = 200 pL, velocidade de injegao = 256 L s e velocidade de agitagdo = 2200
rom. Deste modo, o sistema BIA-MPA apresentou os seguintes resultados,
respectivamente a TBHQ / BHA / BHT: limites de deteccdo de 2,30 umol L™/ 0,18 pmol
L™/ 0,54 pmol L™, DPRs (n = 20) de 0,68 % / 0,99 % / 1,75 % e frequéncia analitica de
120 injecbes hora. Os resultados obtidos na determinacdo simultdnea destes
antioxidantes em biodiesel de soja demonstraram uma recuperacdao proxima a 100 %

para TBHQ e BHA e préximo a 50 % para BHT.

Palavras-chave: FIA, BIA, eletrodo compdésito de grafite/epdxi, diamante dopado com
boro, Azul da Prussia, peroxido de hidrogénio, leite, farmacos, antioxidantes sintéticos,

amperometria de multiplos pulsos, azul da Prussia, determinagdo simultanea.



ABSTRACT

SILVA, Rodrigo Amorim Bezerra. Characterizations and analytical applications of composite electrodes
modified with Prussian blue and simultaneous determinations by batch injections analysis using a single

working electrode. Uberlandia: Instituto de Quimica, UFU, junho de 2012. Doctorate thesis.

The present thesis demonstrates some potentialities of flow injection analysis
(FIA) and batch injection analysis (BIA) coupled with amperometric detection to the
development of routine methods applicable in industry (food, pharmaceutics and
biofuels). In this way, a composite electrode modified with Prussian blue was used to
determination of hydrogen peroxide in milk and antiseptic mouthwash. Moreover, a
boron-doped diamond electrode was employed in simultaneous determinations of
pharmaceutics presents in comercial tablets (paracetamol and caffeine; dipyrone and
caffeine) and three biodiesel preservatives: tert-butylhydroquinone (TBHQ), butylated
hydroxyanisole (BHA) and butylated hydroxytoluene (BHT).

The Prussian-blue bulk modified graphite-composite electrode was made from
a fluid graphite-composite prepared in laboratory (graphite / epoxy adhesive /
cyclohexanone / graphite modified with Prussian blue). The best results were obtained
when the graphite modified with Prussian blue were added in the fluid composite in
proportion of up to 30 % (m/m). This modified composite was inserted in distinct
supporting materials: (1) micropipette tip (J = 1.6 mm, three-electrode-integrated
sensor) and (2) polyamide tube (J = 7.2 mm). Respectively, these electrodes were
used in FIA and BIA systems and hydrogen peroxide was selectively detected by
amperometry. Employing both electrochemical systems and appropriate experimental
conditions (supporting electrolyte: 0.1 mol L™ KCl and 0.05 mol L phosphate buffer
solution (pH = 7.2); injected volume: 100 uL; flow rate (FIA): 16.7 uL st dispensing rate
(BIA): 100 uL s!), recovery values close to 100 % were obtained for milk and antiseptic
mouthwash samples. The FIA and BIA methods showed high analytical frequency (100
h™* and 80 h!) and low limits of detection (0,8 pmol L*and 0,19 pmol LY.

In another aim, the methods for simultaneous determinations (pharmaceutics
and antioxidants) were based on batch injection analysis with multiple pulse

amperometric detection (BIA-MPA). In the simultaneous determination of paracetamol



and caffeine, each optimized potential pulse was applied in sequence on boron-doped
diamond working electrode for a specific purpose: a) +1.20 V (40 ms): paracetamol
oxidation and selective quantification; b) +1,55 V (40 ms): oxidation of both
compounds. Caffeine can then be quantified by subtraction of the currents obtained
from both potential pulses and using a correction factor.

In the simultaneous determination of dipyrone and caffeine the same strategy
was employed. However, the potential pulses adopted were +1.1 V and +1.55V. The
experimental conditions optimized to the analysis of pharmaceutics were: 0.1 mol L™
acetate buffer (supporting electrolyte), injected volume = 100 uL and dispensing rate =
156 ulL s’ In these conditions, BIA-MPA presented high-throughput analysis (160
injections per hour), elevated precision (RSDs < 2%, n = 10) and low limits of detection
(paracetamol: 1.72 umol L™; caffeine: 0.84 umol L'™; dipyrone: 0.72 umol L™).

In the simultaneous determination of TBHQ, BHA and BHT by BIA-MPA, the
following potential pulses were applied in the BDD working electrode: a) + 0.6 V (50
ms): TBHQ oxidation and selective quantification; b) + 0.8 V (50 ms): TBHQ and BHA
oxidations without interference of BHT; c¢) + 1.3 V (50 ms): oxidation of TBHQ, BHA and
BHT. Simple mathematic equations (and correction factors) were used to obtain the
currents of each compound. In the simultaneous determination of these compounds in
biodiesel, hydroethanolic (50 % ethanol, v/v) containing 0.1 mol L™ KCI + HCI solution
was used as supporting electrolyte. The optimized experimental conditions were:
injected volume: 200 uL; dispensing rate: 256 pL s'%; stirring rate of BIA cell: 2200 rpm.
In these conditions, the BIA-MPA exhibited the following results, respectively to TBHQ
/ BHA / BHT: limits of detection of 2.30 umol L™/ 0.18 pmol L™/ 0.54 pmol L, RSD (n =
20) of 0.68 % / 0.99 % / 1.75 % and analytical frequency of 120 injections per hour.
After the simultaneous determination of these antioxidants in soybean biodiesel we

obtained recovery close to 100 % to TBHQ and BHA and close to 50 % to BHT.

Palavras-chave: FIA, BIA, graphite-epoxy composite working electrode, boron-doped
diamond working electrode, Prussian blue, hydrogen peroxide, pharmaceutics,

synthetic antioxidants, multiple pulse amperometry, simultaneous determinations.
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INTRODUCAO E OBJETIVOS
DO TRABALHO



1.1. Consideragdes Gerais

Analises quimicas sao de vital importancia em diversos setores industriais e
areas do conhecimento. Para isto, muitas vezes sdo usados os métodos instrumentais,
gue sdo basicamente baseados em trés grandes grupos de técnicas: a espectroscopia,
a cromatografia e a eletroquimica. No entanto, alguns equipamentos e reagentes
utilizados nestas técnicas (principalmente na cromatografia) podem ser dispendiosos,
tornando analises de rotina invidveis em muitos laboratdrios de pesquisa ou de
empresas de pequeno porte.

Algumas caracteristicas devem estar presentes em metodologias analiticas para
que sejam aplicdveis em qualquer laboratério, como: facil automacao, rapidez nas
analises, mantendo adequada sensibilidade, seletividade, robustez, precisdo e baixo
custo. Neste sentido, as analises por injecdo em fluxo (FIA — “Flow Injection Analysis”)
[1] ou por injecdo em batelada (BIA — “Batch Injection Analysis”) [2] satisfazem em
quase sua totalidade estas caracteristicas. Nos sistemas FIA, uma aliquota de amostra
ou solucdo padrdo é inserida em uma tubulacdo contendo uma solugdo transportadora
com o fluxo direcionado no sentido de um detector. Nos sistemas BIA, esta aliquota é
inserida diretamente sobre a superficie do detector, o que dispensa o uso de uma
solucdo transportadora.

Na literatura, os procedimentos por FIA e BIA s3o encontrados acoplados a
diversas técnicas instrumentais de deteccdo. No entanto, a deteccdo eletroquimica
oferece algumas vantagens frente a deteccdo espectroscdpica ou analises
cromatograficas, por exemplo: a) as medidas podem ser normalmente realizadas sem
etapas de purificacbes ou separacdes prévias [3]; b) o analito pode interagir
diretamente com a superficie do ET, tornando desnecessaria a adi¢cdo de reagentes [3];
c) a andlise de materiais coloridos ou amostras contendo particulas sélidas dispersas é
possivel [3]; d) baixo custo de aquisicdo e manutencdo dos equipamentos e materiais
utilizados; e) possibilidade do uso de materiais alternativos e dispositivos
miniaturizados em analises em campo.

Dentre as técnicas eletroquimicas, a amperometria (convencional, pulsada e de

multiplos pulsos) é frequentemente utilizada. Na amperometria convencional, um



potencial é aplicado no eletrodo do trabalho (ET) durante um intervalo de tempo e
entdo a corrente do processo redox (reducdo ou oxidacdo) de determinado analito é
proporcional a sua concentragdo, desde que alguns parametros sejam mantidos
constantes [3]. Na amperometria pulsada ou na amperometria de multiplos pulsos
(MPA, do inglés “multiple pulse amperometry”), dois ou mais pulsos de potencial
podem ser aplicados de forma sequencial (ciclos sucessivos) no mesmo eletrodo em
fungdo do tempo. Portanto, é possivel a criacdo de métodos mais versateis, seja
através da aplicacdo de potenciais de limpeza (reduzindo significativamente a
passivacao do ET, que é um problema frequentemente encontrado na detec¢do por
amperometria convencional) ou a possibilidade da analise simultanea de dois analitos
eletroativos contidos na mesma amostra [4]. A amperometria pulsada e a MPA sdo
duas técnicas similares, a diferenca basica esta na aquisicdo do sinal de corrente. Na
MPA, a leitura da corrente é possivel em até 10 pulsos de potenciais diferentes
(obtengdo de 10 amperogramas diferentes “simultaneamente”), enquanto que na
pulsada, somente um amperograma pode ser adquirido durante o experimento (o
programa permite a aquisicao de corrente em um pulso de potencial).

A extensa variedade de métodos analiticos com deteccdo amperométrica se
deve a vantagens como a elevada sensibilidade e enorme quantidade de compostos
eletroativos existentes. Além disso, as células eletroquimicas podem ser adaptadas
com maior facilidade em diferentes arranjos experimentais (sistemas convectivos,
estaciondrios) e construidas em dimensdes convencionais ou reduzidas (emprego de
microcélulas e/ou ultramicroeletrodos para medidas em até nanolitros).
Adicionalmente, uma variedade de eletrodos de trabalho pode ser utilizada em
detecgcdes amperométricas. Como exemplos cldssicos se enquadram os eletrodos de
mercurio, carbono vitreo, ouro, cobre, de platina, entre outros [3, 5]. No entanto, mais
recentemente, o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) [5] vem recebendo
destaque por apresentar vdrias caracteristicas desejaveis em um eletrodo de trabalho,
como ampla janela de potenciais de trabalho, baixa contaminacdo da superficie, boa
resisténcia a passivacao e baixa corrente capacitiva.

Outra classe de materiais largamente empregados sdo os eletrodos compadsitos,

gue sdo preparados pela mistura de um polimero isolante com determinado(s)



material(is) condutor(es) de eletricidade. Com estes eletrodos podem ser obtidas
caracteristicas interessantes, como a renovacdo da superficie com um simples
polimento [6], realizagdo de andlises em meios ndo-aquosos [7], e construgdo de
eletrodos em dimensdes reduzidas [8, 9]. Além disso, é possivel a insercao de
modificadores quimicos e/ou bioldgicos no corpo do eletrodo, de forma a promover o
aumento da seletividade e sensibilidade do mesmo, além da possibilidade da
renovacgao da superficie de um eletrodo modificado através de um simples polimento
[6, 10] (o0 que ndo é possivel num eletrodo modificado somente na superficie).

Dentre os modificadores que podem ser adicionados a determinado eletrodo
compdsito se destacam os complexos formados por anions de hexacianoferrato (HCF)
com metais de transicao. Estes materiais sdo interessantes para serem empregados
em eletroquimica devido as suas propriedades cataliticas, eletrocromicas e de troca
ibnica [11]. Véarios metais ou 6xidos metdlicos em distintos estados de oxidacao (Fe, Cr,
Cd, Ni, RuO, etc.) podem ser utilizados na sintese de diferentes HCFs [11]. Dentre
estes, o mais usado é o hexacianoferrato de Fe (ou “Azul da Prussia”), devido ao baixo
custo, rapida sintese e excelente atividade catalitica para a redugao de O, e H,0,.

Nos capitulos posteriores sdo apresentados alguns aspectos tedricos e praticos
sobre analises por Injecdo em Fluxo (FIA) e em batelada (BIA) com deteccdo
amperométrica, eletrodos compdsitos, sensores baseados em azul da Prussia,
eletrodos de diamante dopado com boro e analises simultaneas. Além disto, para cada

assunto sera abordada uma breve revisao bibliografica.

1.2. Analise por injecdao em fluxo (FIA, do inglés ”Flow injection analysis”)

A técnica FIA foi divulgada pela primeira vez em 1975 por Ruzicka e Hansen [1].
Estes autores propuseram um sistema no qual era possivel realizar analises quimicas
de maneira continua, de forma que as medidas fossem realizadas rapidamente e com
menor manipulacdo de amostras. Nesta técnica, realiza-se a injecdo de uma amostra
liguida em um fluxo transportador continuo, que é constituido por uma solugdo
adequada. A amostra injetada forma uma zona que posteriormente atravessa uma

célula em fluxo, onde um detector medird continuamente o parametro fisico



desejado [1]. Resultados reprodutiveis e confidveis podem ser obtidos em FIA, desde
que as condi¢des iniciais (vazdo, volume injetado e dimensdes do sistema)
permanecam inalteradas até o final do experimento.

Um arranjo experimental tipico de um sistema FIA de linha Unica é composto
basicamente por trés componentes: sistema de propulsdo dos liquidos, injetor de
amostras e detector [12]. Na Figura 1 é apresentado o esquema geral de um sistema

FIA de linha Unica e o perfil dos sinais analiticos obtidos.

1
A Sistema
propulsor I
Amostra ou
solugdo @

padrdo

C 1 2

Figura 1. (A) Disposicdo dos componentes de um sistema FIA tipico de linha Unica.
(B) Esquema do gradiente de concentracdo das amostras (ou padrdes) criado em

distintos momentos no fluxo transportador com os (C) sinais analiticos obtidos.

O sistema propulsor (Figura 1A) serve para impulsionar o liquido transportador
da amostra (ou solucdo padrdo), que é injetada durante o movimento deste fluxo.
Fluidos podem ser transportados através das tubulacdes do sistema FIA por distintos
mecanismos fisicos. Propulsores de bomba de pistdo, propulsdo a gds, fluxo
gravitacional, bombas peristdlticas e bombas de membrana sdo alguns sistemas
possiveis para movimentar a solucdo transportadora em uma tubulacdo. Porém, a
bomba peristaltica é o propulsor mais utilizado, devido a maior versatilidade relativa
(vazdo constante gerada, controle da vazdo por sistemas computadorizados, controle
da vazdo em vdrias tubulacdes simultaneamente, etc.). No entanto, as vazdes
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produzidas pelas bombas peristdlticas sdao pulsadas, o que pode gerar ruidos nos
detectores, principalmente nos eletroquimicos. Neste sentido, sistemas de propulsdo
alternativos que utilizam a pressdo gerada por outras bombas (de membrana, por
exemplo) sdo mais indicados [13]. Neste sistema, o acoplamento de uma coluna
d’dgua possibilita maior comodidade na variagdo e controle da vazdo [14]. E
importante lembrar que bombas peristalticas mediante o uso de amortecedores de
pulsos (“pulse damper”) em linha também permitem a obtencdo de vazdes com
reduzida pulsacdo [15].

O injetor (Figura 1A) introduz a amostra ou solu¢do padrao no sistema em fluxo.
O sistema de introducdo empregado deve ser capaz de inserir um determinado volume
de amostra na solugdo transportadora de maneira reprodutivel e sem alterar a vazao
do sistema FIA. Normalmente, nos sistemas FIA convencionais, volumes injetados sao
normalmente da ordem de 50 a 300 uL. Dentre os injetores mais utilizados [16], o
injetor manual do tipo proporcional construido em Piracicaba (Cena-USP) é usado em
nosso grupo de trabalho [17].

O detector é responsavel pela quantificacdo do analito conduzido pela solugao
transportadora. Este componente deve interagir de maneira fisica ou quimica com o
analito de interesse. Os dados obtidos sdo armazenados e tratados em sistemas de
registro apropriados (p. ex. softwares instalados em computadores) conectados ao
detector. Os primeiros trabalhos envolvendo FIA empregavam detecc¢do
espectrofotométrica, porém, hoje sdo encontrados na literatura trabalhos com
deteccdo por espectrometria de absorcdo atomica (AAS), espectrometria de emissao
atémica (ICP-AES), fluorimetria, quimioluminescéncia, potenciometria, voltametria e
amperometria [18, 19], entre outros. Os detectores eletroquimicos apresentam
algumas vantagens em rela¢do aos demais, como o baixo custo de implementacao, alta
sensibilidade e relativa simplicidade (podem ser construidos em laboratério comum).
Dentre estes, os detectores amperométricos sdo bastante utilizados [20].

Em amperometria, um potencial constante (amperometria convencional) ou dois
ou mais pulsos de potencial (MPA ou amperometria pulsada) é (sdo) aplicado (s) no ET
e uma reacdo de oxida¢do e/ou reducdo do analito de interesse deve ocorrer. As

correntes referentes a estas conversdes redox sdo monitoradas e podem ser



relacionadas com a concentracao dos respectivos analitos [3]. Além disso, na maioria
dos casos sdo utilizados sistemas de linha uUnica (Figura 1A), devido a direta e
instantanea conversao do analito na superficie do eletrodo de trabalho (ET). Portanto,
a introducdo de reatores e confluéncias (normalmente utilizados para a derivatizacdo
dos analitos) é geralmente desnecessdria quando este tipo de detecgao é empregada.
Nesta técnica, uma célula eletroquimica contendo os eletrodos de trabalho, de
referéncia (ER) e auxiliar (EA) normalmente é utilizada. No entanto, quando as
dimensdes do ET sdo micrométricas, a célula eletroquimica pode ter somente o ET e de
referéncia (ER), pois a corrente gerada no sistema é tdo pequena (na ordem de nA)
gue ndo gera uma variagao significativa no potencial do ER.

Desvantagens da detecgdo amperométrica (emprego de eletrodos sélidos) estao
relacionadas as modificagGes que ocorrem na superficie do ET durante as medidas. Em
alguns casos, produtos da reacdo redox do analito ou constituintes das amostras
podem adsorver na superficie do ET. Este fenébmeno, conhecido como envenenamento
ou passivacdo do eletrodo provoca a gradual diminuicdo da corrente monitorada,
devido a proporcional redugdo da drea disponivel no ET. No entanto, trabalhos
recentes vém propondo maneiras de contornar este problema. Uma das alternativas
emprega a técnica MPA, que torna possivel aplicar alternadamente pulsos de
potenciais de deteccdo e limpeza em funcdo do tempo (tempo de duracdo de cada
pulso na ordem de milissegundos). Esta estratégia pode possibilitar a remocao
eletroquimica destes contaminantes da superficie do eletrodo ou mesmo impedir que
a adsorcdo ocorra [4, 21]. Ainda explorando a MPA, é possivel adicionar um padrao
interno (P1) nas amostras e solu¢des padrao, de modo que o seu sinal seja detectado
em potencial diferente do analito. Se a area disponivel do ET diminui gradativamente,
as correntes das duas espécies (analito e PI) também diminuem. Porém, a razdo entre
o sinal do analito e do Pl permanece praticamente constante [22]. Outras estratégias
podem ser utilizadas, como através do emprego de um ET que apresente reduzida
contaminacdo (diamante dopado com boro, por exemplo) ou que tenha facil
renovacado da superficie por simples polimentos mecanicos (eletrodos compdsitos).

Em sistemas FIA, o perfil dos sinais obtidos sdo picos transientes (Figura 1C2) e

suas caracteristicas (largura e altura) sdo dependentes das condi¢cdes peculiares de



cada sistema. Para a compreensdo do perfil destes picos é necessario verificar os
fendbmenos que ocorrem quando a amostra entra em contato com a solugdo
transportadora. No momento da inje¢do da amostra liquida no percurso analitico, toda
a zona da amostra estd na mesma concentra¢do (Figura 1B1). Porém, durante o
percurso entre o injetor e o detector, a aliquota da amostra é submetida a chamada
dispersao (Figura 1B2), que é proveniente devido ao atrito da solu¢cdo com as paredes
das tubulagbes e da difusdo de concentracdo da zona que contém a amostra que
permanece em contato com a solucdo transportadora. Este fendmeno explica os perfis
transientes dos picos obtidos em qualquer sistema FIA (Figura 1C2). No entanto, as
condicbes de cada sistema FIA (distancia percorrida pela amostra, vazdo, volume
injetado, diametro interno do tubo) devem ser otimizadas de forma a minimizar tanto
quanto possivel a dispersdao. Na auséncia total de dispersdo, os sinais obtidos seriam
picos transientes simétricos e sem distorc¢des (Figura 1C1) [12].

Os sistemas FIA iniciaram um novo ramo de pesquisa em Quimica Analitica. A
partir do trabalho publicado por Ruzicka e Hansen (1975) até hoje foram encontrados
na literatura (Web of Science, topico "flow injection analysis") aproximadamente oito
8000 publicac¢bes cientificas, sendo em torno de 1240 com deteccdo amperométrica.
Estes sistemas se tornaram populares devido a varias caracteristicas interessantes,
como a baixa interveng¢ao do analista, baixo consumo de reagentes, pequeno tempo
de andlise, simplicidade operacional, versatilidade, alta precisdao e reprodutibilidade,
além de um baixo custo de implantagdo. Algumas variagdes em relagao ao sistema FIA
de linha dunica, tal como FIA com confluéncias, com zonas coalescentes,
monossegmentado, com reamostragem, parada de fluxo (“stopped flow”) e cinética
diferencial ndo sdo comuns quando é utilizada a deteccdo amperométrica. Por isso,
discussdes acerca das mesmas fogem ao objetivo desta tese. Uma vasta bibliografia

abordando o tema FIA pode ser localizada na literatura [12, 20, 23-27].

1.3. Analise por injecao em batelada (BIA: do inglés “Batch injection analysis”)

BIA é uma técnica analitica divulgada pela primeira vez em 1991, através de um

trabalho publicado por Wang e Taha [2]. Nesta técnica, diferentemente dos sistemas



FIA, a solugao de analise é injetada diretamente na superficie do eletrodo de trabalho
(configuracdo “wall jet”) localizado numa célula eletroquimica contendo um grande
volume de eletrdlito suporte e inerte (célula BIA). Na Figura 2 é apresentado o

diagrama esquematico de uma célula BIA convencional.
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Figura 2. Esquema de uma tipica célula de BIA. a) Recipiente da célula; b) ET; c) ER; d)
EA; e) Ponteira de micropipeta do injetor; f) Solucdo do eletrdlito suporte; g) Barra

magnética (opcional).

Numa célula BIA, o ET é posicionado na direcdo oposta a da injecao (Figura 1b),
ou seja, ele se encontra numa posicao invertida em relacdo a posicao normalmente
utilizada em células eletroquimicas. Para a injecdo das solucdes de analise pode ser
utilizada uma micropipeta convencional ou uma micropipeta eletronica [28].
Entretanto, a ultima fornece maior precisdo, pois as condi¢cdes (volume e
principalmente velocidade de injecdo) sdo programadas eletronicamente; deste modo,
operadores com pouca (ou nenhuma) experiéncia podem efetuar as injecbes no
sistema de forma reprodutivel. A ponteira da micropipeta é acomodada em um orificio
(localizado na tampa da célula) posicionado na direcdo exatamente oposta (frontal) ao
ET, de modo que todas as injecGes sejam feitas com a mesma distancia entre a
ponteira e a superficie do ET (Figura 2e). O ET pode ser movido para cima ou para
baixo, de modo a ajustar a melhor distancia entre a superficie do eletrodo e a ponteira
da micropipeta. Em outros dois orificios localizados na tampa da célula sdo fixados o
ER (Figura 2c) e EA (Figura 2d). Opcionalmente pode também ser inserida uma barra
magnética (Figura 2g) para acelerar o transporte de massa no interior da célula. Por
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ultimo, é adicionada a solucdo do eletrdlito suporte em volume suficiente para que os
trés eletrodos tenham contato elétrico entre si.

Os primeiros trabalhos publicados empregando BIA utilizavam como técnica de
deteccdo a amperometria convencional (potencial constante) [2, 28-30]. Nestes
trabalhos, os sinais obtidos sdo picos transientes, tal como os obtidos em FIA (sendo
que a altura ou drea dos picos é proporcional a concentracdo do analito). Este perfil de
sinal é explicado por alguns fendmenos observados nos diferentes momentos da
injecdo. Antes da injecdo (Figura 3a), observa-se uma corrente constante referente ao
eletrélito suporte (auséncia de transferéncia eletronica na interface eletrodo/solucao);
no inicio da injecdo (Figura 3b) existe o aumento abrupto da corrente, referente a
conversao redox do analito (oxidacdo ou reducdo) que estda sendo transportado
mecanicamente (micropipeta eletrénica) até a superficie do ET; no final da injecdo
(Figura 3c) é alcancado um valor maximo de corrente (patamar de corrente — Iax), que
permanece constante durante um pequeno intervalo de tempo; apds o fim da injecao
ocorre uma forte queda na corrente (Figura 3d), que é referente a mudanca do
transporte mecanico (micropipeta) para o transporte de massa por difusdo. Nesta
etapa, o analito comeca a ser diluido pelo eletrdlito suporte (difusdo de concentracao)
até que se restabelecam as condigdes iniciais do equilibrio existente antes da injecao
(Figura 3e). Esta remocdo do analito da superficie do ET (“lavagem”) pode ser
acelerada através de agitacdao magnética (Figura 2g).

Algumas condi¢des de trabalho tipicas de sistemas BIA com deteccao
amperomeétrica sdo:

v" Células com volume total entre 10,0 e 200,0 mL;

v Volume de inje¢do de 100 pL, pois geralmente a lnax € facilmente atingida com
este volume injetado (para ET com diametro de 2 ou 3 mm). Assim, a injecdo de
volumes maiores causa somente o alargamento do pico devido ao maior
periodo de injecdo do analito.

v Distancia entre a superficie do ET e a ponteira da micropipeta de 2 mm. O
emprego de distancias menores provoca efeitos de retorno (fluxo reverso) e

distancias maiores causam um aumento da dispersdo da zona de amostra [30].
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Figura 3. Picos obtidos no sistema BIA com deteccdo amperométrica convencional e as
etapas de injecdo: (a) antes da injecdo; (b) durante a injecdo; (c) final da injecao;
(d) diluicdo do analito (“lavagem do ET”); (e) re-estabelecimento do equilibrio inicial.
Analito: paracetamol 50 pmol L'"; Velocidades de injegdo: (A) 25 uLs™; (B) 42 pLs™; (C)
58 uL s*. Volume injetado: 100 pL. Potencial aplicado: +1,20 V.

Os sistemas BIA e FIA possuem varias caracteristicas em comum, como: elevada
frequéncia analitica, baixo consumo de amostras e reagentes, elevada sensibilidade e
repetibilidade adequada no procedimento de injecdo (em BIA, com o uso de pipeta
eletronica) [31]. Além disso, o fendmeno de passivacdo ou contaminacdo do ET é
menor em relacdo aos sistemas em batelada, devido ao tempo relativamente curto de
contato entre o analito e a superficie do eletrodo [32]. No entanto, a técnica BIA é
menos versatil quando a derivatizacdo do analito se faz necessaria. Esta limitacdo
ocorre devido a curta distancia entre o injetor e o detector, minimizando o tempo em
que o reagente e o analito permanecem em contato. Nestes casos, a cinética da reagdo
entre o reagente adicionado no eletrdlito e o analito deve ser suficientemente alta
para que a reagao ocorra. No entanto, num sistema BIA com detecgdo eletroquimica, a
seletividade a um dado analito pode ser alcancada na superficie do ET [31]. Neste
sentido, o emprego dos eletrodos quimicamente modificados (CME) tem sido objeto
de estudo [33-38].

Apesar destas limitacdes, os sistemas BIA apresentam algumas vantagens em

relacdo aos sistemas FIA:
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v' Geralmente apresentam melhor sensibilidade, pois a amostra é submetida a
minimos efeitos de dispersdo no momento da injecdo (auséncia de fluxo
transportador em diregdo ao ET) [31, 39];

v Possibilidade de injecdo das amostras sem prévia diluicdo no eletrélito suporte,
pois a forga idnica da solugdo permanece praticamente inalterada (um volume
pequeno de solucdo amostra é injetada em meio a uma solucdo de eletrdlito de
volume muito superior) [2];

v' Geragdo de um menor volume de residuos;

v Nos sistemas BIA ndo existem bombas (peristélticas ou de membrana), vélvulas
ou tubulagdes (tal como FIA). Portanto, problemas associados a vazamentos,
formacao de bolhas no sistema e variagdes na vazao sao minimizados [31];

v Os arranjos experimentais utilizados em BIA sdo mais simples e robustos;

v' As células de BIA podem ser miniaturizadas, pois o perfil hidrodindmico da
injecdo “wall jet” elimina a necessidade de uma enorme dilui¢do, logo células
com menores volumes de trabalho podem ser utilizadas [40];

v' Metodologias adequadas para o desenvolvimento de métodos de andlise em

campo (metodologias portateis).

1.3.1. Aplicagdes — BIA

Numa revisao bibliografica realizada no portal de periddicos “Web of Science”
em janeiro de 2012, nota-se que apds 21 anos de divulgacdo do sistema BIA, poucas
publicacdes foram encontradas. Digitando a palavra-chave “batch injection analysis”
no portal ISI web of science foram localizados apenas 85 trabalhos (pesquisa por
tépico). Esta pesquisa esta detalhada na Figura 4. Basicamente, os trabalhos que

empregam BIA com deteccdo eletroquimica podem ser divididos em dois grupos:

1. Determinagdes com deteccdo potenciométrica ou amperométrica:
Nestes trabalhos, os sinais obtidos sdo picos transientes (se¢do 1.3). Estdo
incluidos alguns trabalhos com eletrodos ion-seletivos para a deteccdo

potenciométrica de cloreto em agua [2, 31] e em produtos derivados de carne bovina
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[41], 4cido acetilsalicilico em formula¢bes farmacéuticas [42], ions mercurio em agua
[43] e uso de trés eletrodos ion-seletivos na analise multi-elementar de sédio, calcio e
potassio em agua mineral [44]. Além destes também estdo incluidos trabalhos para a
deteccdo amperométrica de acido ascérbico em sucos de fruta [45], ions mercurio em
aguas residuais (CME) [33], fosfato em agua do mar [46], glicose em solugdes
parenterais (CME) [35], perdxido de hidrogénio em cosméticos (CME) [36] e em agua
de chuva [47], hidrazina (CME) [38] e butil-hidroxi-anisol (BHA) em biodiesel [48].
Publicacdes sobre a analise de drogas como o acido acetilsalicilico [49], paracetamol
(CME) [34], salbutamol [50], bisulfito de sodio (CME) [37] e isoniazida [51] em

formulagbes farmacéuticas também foram encontradas.

N° de publicagdes

0
1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012

Ano

Figura 4. Nimero de artigos publicados desde 1991 até fevereiro de 2012 no banco de

dados do portal ISI Web of Science com a palavra-chave “batch injection analysis”.

2. Determinagdes simultaneas com detecc¢do voltamétrica:

Neste grupo, o perfil dos sinais obtidos por voltametria de onda quadrada
(SWV, do inglés “square wave voltammetry”) ou voltametria de pulso diferencial (DPV,
do inglés “differential pulse voltammetry”) é semelhante aos obtidos com estas
técnicas em sistemas estaciondrios. A maioria das publicacdes esta relacionada a
determinacdo simultanea de metais pesados (Cd** e Pb**) em matrizes ambientais [39,

52-55] e forenses [56]. Nestes trabalhos, as injecdes das amostras sdo realizadas
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durante a etapa de deposicdo (pré-concentracdo) dos metais na superficie do ET.
Desta forma, o tempo de deposicdo maximo empregado foi de 60 s, pois tempos
superiores nao geravam melhora na sensibilidade (procedimento de injegdo
relativamente curto). A etapa de redissolucdo é idéntica a utilizada em procedimentos

com células eletroquimicas tradicionais.

Publicagbes que também devem ser consideradas sdo as que descrevem a
andlise por injecdo em batelada capilar (CBIA, do inglés “Capillary Batch Injection
Analysis”) [57, 58]. Trata-se de uma versdo do BIA miniaturizada, na qual os volumes
da célula e os de injecdo foram reduzidos a 1,0 mL e 100,0 nL, respectivamente. Na
CBIA sdo utilizados ultramicroeletrodos e inje¢des sdo realizadas através de capilares e
micro-seringas. Em 2004, um artigo de revisdao sobre o tema (BIA) foi publicado por
Quintino e Angnes [32]. Neste trabalho, os autores descrevem os principais aspectos
relacionados ao sistema BIA, como os principios da técnica, detectores utilizados e os
trabalhos publicados até entdo. Um dos objetivos desta revisdo é a divulgacdo dos
sistemas BIA que até entdo haviam sido pouco explorados. No entanto, apenas vinte
trabalhos foram encontrados na literatura apds a publicacdo deste artigo. Detalhes
sobre os o sistema BIA s3ao muito bem discutidos na tese de doutorado de Maria do

Socorro Maia Quintino [59].

1.4. Eletrodos compadsitos

Um eletrodo compdsito é definido como um eletrodo formado por um material
misto que contém um ou mais materiais condutores de eletricidade e um material
aglutinante ndo condutor [6]. As propriedades elétricas do compdsito dependem da
natureza de cada componente, suas quantidades relativas e sua distribuicdo. A
resisténcia elétrica é determinada pela conectividade das particulas condutoras na
matriz polimérica [6]. As propriedades mecanicas dependem fundamentalmente da
natureza do polimero. Cada componente possui uma caracteristica, enquanto o
material compdsito distingue em suas caracteristicas quimicas, mecanicas e fisicas das

apresentadas pelos constituintes isolados.
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O eletrodo compdsito mais conhecido é o eletrodo de pasta de carbono. Neste
material, o carbono em diversas formas alotrdpicas (p. ex. grafite, fulereno, nanotubos
de carbono, carbono vitreo) é misturado com um polimero liquido e viscoso (p.ex. 6leo
mineral) [60], de forma a obter um eletrodo molddvel, compacto e pouco solivel em
agua. No entanto, este material resultante possui um pequeno tempo de vida dutil,
devido a uma relativa baixa resisténcia do 6leo. Na investigacdo de eletrodos
compdsitos mais robustos, outros polimeros aglutinantes podem ser utilizados. Neste
sentido, podem ser encontrados trabalhos propondo o uso de PVC [61, 62], teflon [63,
64], polietileno [65], poliestireno [66], nafion [67], acetato de celulose [68, 69],
borracha silicone [70, 71] e adesivo epdxi [72, 73]. Além disto, foi verificado que
algumas resinas epoxi e a borracha silicone podem também ser utilizadas em medidas
eletroquimicas em meios organicos [7].

Na literatura, dois procedimentos bdasicos de preparacdo de compdsitos
condutores na confecgao de eletrodos sdao apresentados. No primeiro, o condutor e o
aglutinante sdo misturados manualmente na auséncia de solvente organico [73, 74].
No segundo, as duas fases sdao misturadas na presenca de um solvente organico,
permanecendo entdo fluidos. Estes materiais, também conhecidos como tintas
condutoras sao largamente empregados na fabricacdo de eletrodos impressos [75].
Apdbs a preparagao do material compdsito, os eletrodos podem ser confeccionados
com diferentes configuracdes. Normalmente, os compdsitos sem solvente sdo
confeccionados pelo empacotamento mecanico (por pressdao) do material em
determinado molde. Apds atingir o tempo de cura (tempo para estabelecimento das
propriedades finais do material), tem-se o material compdsito em dimensdes
definidas. Este objeto, normalmente chamada de tarugo, é entdo aderido a
determinado suporte de eletrodo [74]. Eletrodos preparados com materiais
compositos fluidos apresentam uma confeccdo relativamente simples. Neste
procedimento, o material fluido é esparramado no molde do eletrodo e apds a cura e
polimento, tem-se o eletrodo pronto para ser utilizado. No entanto, estas tintas
condutoras sao geralmente adquiridas de empresas especializadas, assim informacgdes
sobre a composi¢do estdo normalmente protegidas por patentes. Poucos protocolos

da fabricacdo de tintas elaboradas em laboratdrio, chamadas de “homemade inks”,
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podem ser localizados na literatura [68, 69] e consistem na mistura de acetato de
celulose, ciclohexanona, acetona e p6 de grafite.

Recentemente, o nosso grupo de pesquisa publicou uma nota técnica
descrevendo um protocolo de preparacdo de um compédsito fluido constituido de
grafite, ciclohexanona e adesivo epdxi [76]. Este material apresentou fluidez,
resisténcia mecanica e condutividade adequada para a construcdo de eletrodos
posicionados em ponteiras de micropipeta [9] e em células microfluidicas [8]. Na
literatura pode ser encontrado o uso de eletrodos compdsitos de grafite e adesivo
epoxi com diversas finalidades analiticas, como na fabricacdo de eletrodos
convencionais [74], dispositivos com arranjo de microeletrodos de grafite [72],
detectores para eletroforese em microchips [77], material suporte para a formacdo de
filmes metalicos in situ [78] e suporte para a construcdo de biossensores [79],
imunossensores [80] e genossensores [81]. Mais recentemente este eletrodo
compdsito (modificado com nanoparticulas metdlicas) foi empregado em uma lingua
eletrénica utilizada na classificacdo de amostras de vinho [82].

Em resumo, o emprego de eletrodos compdsitos pode ser vantajoso, devido a
facil regeneracdo da superficie através de simples polimento, fabricacdo de eletrodos
com resisténcia mecanica e/ou a solventes ndo aquosos, custo de fabricagdo
relativamente baixo, boa durabilidade e possibilidade de imobilizacdo de
modificadores no corpo do eletrodo (ndo somente na superficie) [6]. Mais detalhes
sobre o assunto podem ser encontrados na literatura [83, 84].

Com a finalidade da construcdo de sensores eletroquimicos, ou seja, eletrodos
seletivos a determinadas espécies, a imobilizacdo de modificadores no ET (bioldgicos
e/ou sintéticos) que interajam especificamente com determinado analito alvo tem sido
objeto de estudo de inUmeros grupos de pesquisa. Dentre estes modificadores, o
grupo dos materiais hexacianoferratos (HCF’'s) tem sido bastante utilizado, devido
principalmente a excelente atividade eletrocatalitica para diversos analitos de
interesse biolégico e ambiental. Especificamente, o hexacianoferrato de ferro serd

discutido na se¢ao 1.5.
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1.5. Sensores modificados com azul da Prussia (FeHCF)

O hexacianoferrato de ferro (lll) ou Azul da Prussia (AP) é um complexo
inorganico formado entre anions hexacianoferrato (Fe(CN)s") e cations férricos (Fe").
Este material, que foi descoberto acidentalmente pelo artista alemao Diesbach em
1704, é o composto de coordenagdao mais antigo relatado na literatura [11]. Nesta
época, este material foi utilizado como pigmento de tintas. Porém, atualmente
conhece-se um amplo uso deste material em quimica analitica (p.ex. troca ibnica,
dispositivos eletrocrémicos e eletroquimicos). Desde a sua descoberta, complexos
formados por anions hexacianoferratos com outros metais (p. ex. cobre, niquel,
cobalto, molibdénio, vanadio, 6xido de ruténio) sdo objetos de estudo na area de
sensores eletroquimicos [85]. De maneira genérica, estes materiais sdo conhecidos
como hexacianoferratos (HCF's).

O AP possui a estrutura de uma zedlita, sendo constituido de uma rede
polimérica de grupos cianeto e ions Fe’" e Fe** alternados em uma estrutura cubica de
face centrada. Esta rede possui alguns defeitos, locais intersticiais e buracos nos quais
contra-cations e outras espécies moleculares podem ser intercarcalados [11].

O AP existe sob a forma “soluvel” (KFe"Fe'(CN)s) e a forma “insoltvel”

",[Fe"(CN)el5). Apesar destas formas serem pouco soltveis em dgua (Kps ~1x10™),

(Fe
este termo se refere a facilidade da formacdo de solugbes coloidais. No entanto, o
voltamograma ciclico destas duas formas de AP é idéntico. Conforme observado na
Figura 5 (adaptada de artigo publicado por Koncki R.) [11]), este composto apresenta
dois pares de picos, que sao referentes a duas reacdes redox reversiveis: reducdo para
branco da Prussia (BP, chamado sal de Everitt) e oxidacdo para amarelo da Prussia
(AmP) através de uma forma de valéncia intermediaria chamada de verde da Prussia
(VP) ou verde de Berlin. O par de picos observado em potenciais mais baixos (= +0,2 V)
resulta da reducdo/oxidacio do Fe*'/Fe’" n3o coordenado, enquanto que o outro em

potenciais maiores (= +1,0 V) é correspondente a reacio redox do par Fe*'/Fe®

coordenado com grupos cianeto [11].
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Figura 5. Voltamograma ciclico ilustrativo do FeHCF nos diferentes estados de
oxidacdo: BP (branco da Prussia), AP (azul da Prassia) e AmP (amarelo da Prussia).

llustracdo adaptada do artigo de revisao publicado por Koncki [11].

Apesar da paridade no voltamograma ciclico da Figura 5, existem distintos
mecanismos propostos para as duas formas do AP. Para o AP “soltuvel”, tém-se as

seguintes reacgdes reversiveis [86]:

Reduc3o: KFe"Fe"(CN)g (AP) + ™ + K* 5 K,Fe''Fe'(CN)¢ (BP) (1)
Oxidac3o: KFe"Fe"(CN)s (AP) S Fe"'Fe"(CN)s (AmP) + e + K* (2)

Para o AP “insoluvel”, as reagdes reversiveis abaixo sdo propostas [87]:

Reduc3o: Fe";[Fe"(CN)g]s (AP) + 4e™ + 4K* S KqFe's[Fe"(CN)¢]s (BP) (3)
Oxidac3o: Fe";[Fe"(CN)gls (AP) + 3X™ S Fe'",[Fe"(CN)elsXs (AmP) +3e”  (4)

Nos mecanismos de reducdo propostos, existe a incorporacao de cations no AP
"soluvel" (1) e "insoluvel" (3). A oxidacdo envolve a perda de cations na forma
n i n H ~ A H n; i n ~
soltvel" (2) ou a incorporacdo de anions na forma "insoltvel" (4). As conversées redox

2 rye . sas
entre Fe’'/Fe®* que ocorrem na estrutura zeolitica permitem que o fluxo de cétions
passe por entre os canais e buracos dos sélidos da estrutura do HCF. Estes ions
promovem a compensacdo de carga [11]. Durante estes processos, cations com

pequeno raio hidratado penetram livremente no HCF, enquanto outros cdtions com
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maiores raios hidratados podem bloquear estas conversdes [11]. Por exemplo, foi
demonstrado que a compensacdo de carga no AP é realizada facilmente por fons K,
Rb*, Cs* e NH,". No entanto, ions com maior raio hidratado (Na*, Li* e H e todos os
cations do grupo Il) bloqueiam a sua atividade eletroquimica [88]. Além disto, todas
estas mudancas nos estados de oxidagdo do ferro sdao acompanhadas da alteragdo de
cor (branco, azul, verde), por isto, o uso deste em dispositivos eletrocromicos.

Em 1984, Itaya e colaboradores [89] demonstraram a principal aplicagdo
analitica do AP. Neste trabalho foi demonstrado que o branco da Prussia (forma
reduzida do AP) tem um efeito catalitico para a reducdo do oxigénio molecular e
perdoxido de hidrogénio. Este efeito foi atribuido a morfologia do AP. Os pequenos
canais da estrutura zeolitica do AP (diametros de canal de aproximadamente 0,32 um)
permitem a difusdo de moléculas de baixo peso molecular, tal como O, e H,0,. No
entanto, atualmente sabe-se que além deste efeito de “exclusdo por tamanho”, existe
um efeito catalitico do ion Fe®" (ndo complexado) para a redugio do H,0,. Estes ions
existem na forma BP, que pode ser obtida pela aplicacdao de potenciais menores que

+ 0,2 V no ET (Figura 5). A Figura 6 ilustra esquematicamente este efeito catalitico.

Interface
ET modificade  do sensor

com FeHCF 1 Solucéo
A 1 A
r \| f \
ET AP | H,0 ou OH'
1
1
1
1
1
1
1
BP 1 H,0
& . 22
E=0,0V

(vs. Ag/AgCl/KClsat.)

Figura 6. Esquema do mecanismo de reducdo catalitica do H,O, nos sensores de AP.

Como pode ser observado, o H,0, é reduzido enquanto o BP (Fe"Fe") é oxidado
a AP (Fe"'Fe"). O produto de reducdo do H,0, depende do pH do meio: Em meio &cido,
a reducdo gera moléculas de agua, e em meio neutro, o produto é o ion hidroxila
(OH) [90]. Como indicado na Figura 5, a reducdo eletrocatalitica do H,O, ocorre
mediante a aplicacdo de um baixo potencial (= 0,0 V), o que permite a obtencdo de

boa seletividade, pois neste potencial poucas espécies apresentam eletroatividade.
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Além disto, nestes sensores, a constante de reducdo do H,0, tem a mesma ordem de
magnitude da enzima peroxidase. Devido a isto (seletividade e atividade catalitica), o

IlI

AP pode ser considerado uma “peroxidase artificial” [91]. Além disto, é importante
salientar que os mediadores inorganicos podem ser mais vantajosos do que os
enzimaticos, devido ao custo reduzido e superior estabilidade operacional.

Segundo a literatura, os sensores modificados com AP (e seus andlogos) sdo
normalmente preparados de dois modos: deposicao eletroquimica em solu¢do com a
formacdo de filmes na superficie de eletrodos solidos [92, 93] ou a incorporacdo de
particulas de AP em eletrodos de pastas de carbono [94] ou em tintas usadas para a
confeccdo de eletrodos impressos [95]. Comparando-se alguns trabalhos sobre o tema
[96] foi verificado que os sensores preparados com a eletrodeposicdo dos filmes de AP
sdo mais sensiveis a perdéxido do que os sensores contendo particulas de AP
incorporadas ao corpo do eletrodo, devido, provavelmente, a um maior excesso
superficial (I') de AP nestes eletrodos. No entanto, os eletrodos contendo particulas de
AP no corpo do eletrodo apresentam maior estabilidade em diferentes pHs. Além
disto, em caso de uma possivel contaminacdo da superficie, estes sensores podem
recuperar a atividade catalitica inicial com um simples polimento, pois o compdsito
atua como um reservatério de AP.

A tendéncia atual em relacdo aos sensores baseados em AP esta na sua sintese
em escala nanométrica, merecendo destaque a técnica “layer by layer”. Na literatura
podem ser encontradas publicacdes que empregam substratos de dxidos mesoporosos
(de diametro nanométrico) [97] e nanotubos de carbono [98]. Nestes trabalhos foi
observada uma melhoria na sensibilidade, estabilidade e reprodutibilidade dos
transdutores. Além disto, o comportamento destes sensores depende basicamente da
guantidade das camadas depositadas e da grande area superficial das particulas de AP
construidas em escala nanométricas.

Os sensores baseados em AP sdo altamente indicados na determinacdo de
peroxido de hidrogénio. Entretanto, outras moléculas (p.ex. glicose, lactato, sacarose,
etc) também podem ser detectadas empregando os eletrodos de AP. Neste caso, estes

biosensores devem conter as enzimas oxidases especificas a molécula de interesse,
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que liberam H,0, como produto da reacdo da molécula com a enzima. Logo, a

deteccdo de H,0, pelo mediador de AP quantifica indiretamente esta molécula [96].

1.6. Eletrodos de filme de diamante dopado com boro (BDD)

O diamante é uma forma alotrépica do carbono formado por ligagdes simples
(hibridizag3o sp®) entre carbonos numa geometria tetraédrica, possuindo propriedades
Unicas como alta condutividade térmica, dureza, resistividade, for¢a de flexao e inércia
quimica. Devido a estas e outras propriedades, o diamante (natural ou sintético) é
usado em diversos setores tais como o mecanico, eletrénico, dptico, espacial, médico e
eletroquimico (desde que dopado) [99].

O primeiro filme de BDD foi obtido por Poferl et al. [100] em 1973, sendo este
preparado pela técnica de deposicdo quimica a partir da fase vapor (CVD, do inglés
“chemical vapor deposition”). Este método esta baseado na deposicdao de um filme de
diamante sobre diferentes substratos (inclusive o diamante), a partir da ativagdo de
uma fase gasosa introduzida em um reator. Na composicdo da fase gasosa devem estar
presentes moléculas fontes de carbono (tais como metano, metanol, acetona, etanol,
etc.) para a formacdo do diamante, além do boro ou seus derivados (tal como B,Hg),
responsaveis pelo aumento da condutividade do material. Usualmente o diamante é
dopado com boro em niveis que vao do intervalo de 500 a 10.000 ppm.

Alguns parametros devem ser analisados na constru¢gdo de um eletrodo de
filme de BDD. Na preparacao dos filmes é importante considerar a mistura gasosa e o
substrato utilizados, o nivel de dopagem e o método de deposicao utilizado. Na etapa
de construcdo do eletrodo deve-se verificar o contato elétrico entre o substrato e o
suporte de eletrodo, que deve ter menor resisténcia 6hmica possivel. Além disto, o
mesmo deve estar bem vedado nas bordas de forma que somente o BDD fique em
contato com a solucdo de medida, evitando possiveis infiltracdes da solugcdo no
suporte, o que prejudica o contato elétrico entre o BDD e o suporte. Informaces
detalhadas em relagdo ao histdérico da producao de filmes de BDD, técnicas de sintese,

empresas fabricantes, métodos de caracterizacdo do filme de BDD (elétrica, estrutural
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e morfoldgica) podem ser encontradas num artigo de divulgagdo publicado por Barros
et al. [99] e outro por Luong et al. [101].

Os eletrodos de filme de BDD apresentam propriedades para aplicagdo em
eletroquimica e eletroanalitica superiores a outras formas de carbono (grafite, carbono
vitreo, carbono pirolitico, etc.), tais como: (1) baixa corrente capacitiva (corrente de
fundo), (2) ampla janela de potencial em meio aquoso, (3) rapida cinética de
transferéncia de elétrons em varios sistemas redox, (4) fraca adsor¢ao molecular (baixa
passivacdo) e (5) resisténcia a corrosao [102].

No entanto, o desempenho eletroquimico dos filmes de BDD ¢é altamente
dependente das condi¢des de pré-tratamento (limpeza e/ou ativacdo) do eletrodo. Na
literatura [5] podem ser encontrados procedimentos por polimento mecanico (sem
eficiéncia), lavagem dacida seguida de hidrogenacao por CVD, limpeza com isopropanol,
tratamento térmico e polarizacdo eletroquimica. Dentre estas, a mais utilizada é a
polarizacao eletroquimica devido a sua simplicidade e eficiéncia. Nesta, o eletrodo em
meio acido é polarizado anodicamente ou catodicamente em potenciais (ou correntes)
extremos para promover a geracdo de oxigénio ou hidrogénio molecular,
respectivamente. Concomitantemente a geracdo de cada respectivo gds, a superficie
do BDD permanece funcionalizada com hidrogénio ou oxigénio terminais, que podem
aumentar o desempenho analitico a determinado grupo de moléculas. Até o inicio da
ultima década, a ativacdo considerada padrao para o eletrodo de BDD era anddica em
meio acido (tampdo Britton—Robinson) [103, 104]. No entanto, em 2004, Suffredini et
al. [105] demonstraram um melhor desempenho eletroquimico na resposta a
clorofendis (aumento da reversibilidade, sensibilidade e estabilidade) em fun¢do do
tratamento catddico (- 3,0 V por 30 min em meio de Na,SO4 + H,SO4 0,5 mol L'l) em
substituicdo ao tratamento anddico. Posteriormente, esta melhora promovida pela
ativacdo catddica foi também observada por Medeiros et al. [106] na resposta

eletroquimica dos antioxidantes fendlicos BHA e BHT.

1.6.1. Eletrodos de filme de BDD - AplicagOes eletroanaliticas e perspectivas:
O primeiro trabalho utilizando filmes de BDD em aplicagcdes em eletroquimica

foi publicado em 1993 [107]. Neste trabalho, Swain e Ramesham divulgaram as ja
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citadas propriedades do eletrodo de BDD (baixas correntes de fundo, reduzida
contaminacdo, ampla faixa de trabalho). Obviamente, devido as suas propriedades
Unicas, os eletrodos de filme de BDD despertaram a atencdo de varios grupos de
pesquisa no mundo. Apds aproximadamente vinte anos da publicacdo deste trabalho,
na internet (Web of Science) podem ser encontrados varios trabalhos sobre estudos e
aplicagbes do eletrodo de BDD nas areas de eletroanalitica e eletrocatalise (= 1000
publicagdes), conforme apresentado na Figura 7. Além disso, o niumero de artigos
publicados é crescente a cada ano. Em um recente artigo de revisdo, Luong et al. [101]
apresentam algumas perspectivas em relacao aos eletrodos de filme de BDD, como: a)
modificagdo da superficie do BDD com nanoparticulas metdlicas e/ou filmes
eletropolimerizados para conferir novas caracteristicas e aumentar o desempenho dos
eletrodos (p.ex. aumento do transporte de massa, acréscimo de efeito catalitico para
oxidacdo/reducdo de alguma molécula, etc.); b) funcionalizacdo da superficie de BDD
com biomoléculas para o estimulo em futuras aplica¢cdes bioanaliticas; c) Uso de BDD
na elaboracdo de nano-dispositivos. Além disto, neste trabalho estad presente uma
ampla revisdo bibliografica voltada para a aplicacdo de eletrodos de filmes de BDD na
deteccdo de varios compostos organicos e inorganicos, bem como o uso de BDD como

detector amperométrico em sistemas FIA, HPLC e CE (capilar e em microchips).
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Figura 7. Numero de artigos publicados desde 1993 até fevereiro de 2012 no banco de
dados do portal ISI Web of Science com a palavra-chave “boron-doped diamond”

(pesquisa por tépico). Filtros da pesquisa: “chemistry” and “electrochemistry”.
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1.7. Determinagdes simultaneas com detecgao eletroquimica

Uma perspectiva presente no desenvolvimento de novos métodos de analise se
refere a possibilidade de determinag¢des simultaneas, ou seja, a andlise de mais de um
componente na amostra numa mesma operagao experimental. Neste sentido, as
metodologias nas quais os constituintes sdao previamente separados sao amplamente
utilizadas, tal como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés “high
performance liquid chromatography”) ou a cromatografia gasosa (GC, do inglés “gas
cromatography”). No entanto, estas técnicas sdo dispendiosas, tanto na aquisi¢cao dos
equipamentos como na realizacdo das analises devido ao uso de solventes de grau
espectroscépico (HPLC) ou gases ultrapuros (GC). Neste sentido, separagdes por
eletroforese capilar (CE, do inglés “capillary electrophoresis”) apresentam vantagens
em relacdo as separagOes cromatograficas. Além disso, determinagbes simultaneas
sem etapa prévia de separacdo em coluna também podem ser localizados na
literatura. Nesta perspectiva, podem ser encontrados trabalhos baseados em detec¢ao
espectrofotométrica com tratamento dos dados por técnicas quimiométricas (PCR, PLS
ou calibracdo multivariada) [108-111] ou técnicas eletroquimicas, que geralmente
apresentam maior simplicidade, possibilidade de automacdo, baixo custo e facil
tratamento dos resultados.

Na literatura podem ser encontrados trabalhos de determinacdo simultanea
empregando diferentes técnicas eletroquimicas. Dentre estes podemos citar a
potenciometria para analise dos ions calcio, potdssio e sédio [44], acido peracético e
peréxido de hidrogénio [112] e Cr(Ill)/Cr(VI) [113], as voltametrias de pulso (SWV e
DPV) para a determinacdo de acido ascérbico e cafeina [114], paracetamol e cafeina
[115, 116], paracetamol e acido urico [117], cafeina e aspirina [118], BHA e BHT [119],
catecol e hidroquinona [120, 121], acido ascdrbico e sulfito [122], dopamina e acido
ascorbico [123], biamperometria para determinacdo de nitrito e nitrato [124] e a
amperometria de multiplos pulsos acoplada a sistemas de analises por injecio em
fluxo (FIA-MPA), para a analise de glicose e frutose [125], paracetamol e acido
ascorbico [126], dipirona e paracetamol [127], BHA e BHT [128], paracetamol e cafeina

[129], acido ascorbico e aspirina [130] e o par nitrito/nitrato [131].
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A detecgdao por MPA é disponibilizada pelo software GPES, que controla os
potenciostatos comercializados pela empresa Metrohm - Eco Chemie. Este software
permite aplicar de 2 até 10 pulsos de potencial de forma seqiiencial no mesmo
eletrodo de trabalho, sendo possivel a aquisicdo da corrente em cada pulso de
potencial (o que corresponde a aquisicdo de até 10 amperogramas distintos
“simultaneamente”). O programa permite o controle da quantidade, sequéncia e do
tempo (minimo de 30 ms) dos pulsos de potencial aplicados ao ET. Diferentes
estratégias (esquemas) podem ser adotadas dependendo da natureza das espécies
oxidadas e/ou reduzidas no ET. Por exemplo, Santos et al. [127] determinaram
simultaneamente dipirona e paracetamol empregando um eletrodo de carbono vitreo
e a seguinte sequéncia de pulsos de potenciais:

e +0,40 V/100 ms: detecgdo de dipirona sem interferéncia do paracetamol;

e +0,65V/100 ms: oxidagdo de ambos os compostos (paracetamol e dipirona);

e 0,00 V/200 ms: determinagdo indireta de paracetamol através da redugdo da
N-acetil-p-benzoquinoimina gerada no pulso de potencial anterior;

e -0,05V /400 ms: limpeza do eletrodo de trabalho.

Silva et. al. [129] determinaram simultaneamente paracetamol e cafeina com
eletrodo de BDD utilizando os pulsos abaixo:

e +1,20V/50 ms (E;): paracetamol é oxidado sem a interferéncia da cafeina;
e +1,55V/50 ms (E;): ambos os compostos sdo oxidados, sendo que a corrente

de oxidacdo da cafeina é obtida por subtracdo da corrente detectada em E, e E;

(normalizada por um fator de correcao);

e +0,40V/200 ms: limpeza do eletrodo de trabalho.

Estas varidaveis devem ser escolhidas basicamente em funcdo do mecanismo
eletroquimico de cada espécie na superficie do ET. E importante salientar que em FIA-
MPA, os parametros (vazao, volume injetado, etc) podem ser alterados para melhorar
as caracteristicas do sistema (aumento da sensibilidade, eliminacdo da interferéncia do
produto da reacdo redox de um analito no potencial de detec¢do de outro analito, etc).

As analises com deteccdao por FIA-MPA apresentam vantagens como elevada
frequéncia analitica, boa precisdo e possibilidade de constante limpeza eletroquimica

do ET durante as medidas, através da aplicagdao de um ou mais pulsos de potencial
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onde ndo ocorre reacdo redox (potencial de limpeza). Esta estratégia minimiza a
passivacao do ET gerada pela adsor¢do de eventuais produtos de reacdo redox, que é
uma das principais limita¢des do uso da amperometria de potencial constante.
Informacdes a respeito dos aspectos tedricos da deteccdo por FIA-MPA sdo
pouco divulgadas na literatura, o que obviamente contribui para a baixa quantidade de
trabalhos publicados empregando esta técnica. Buscando aumentar a popularidade da
deteccao por FIA-MPA, recentemente Santos et al. [4] publicaram um artigo de
revisdo, no qual s3o abordados alguns aspectos tedricos, potencialidades
(determinacdo simultanea, analises indiretas, insercdo de padrdao interno para
correcdo de variaveis do sistema em fluxo, etc.) e revisdo bibliografica sobre o tema
FIA-MPA. Em outras revisdes [18, 132, 133] estdo reunidas informagdes sobre os
modos de determinacdo simultdnea em vdrios sistemas em fluxo com deteccao

eletroquimica (com ou sem separacao prévia em coluna).

1.8. Informagdes sobre os compostos e amostras avaliados na tese

1.8.1. Determinag¢ao de perdxido de hidrogénio em amostras de antiséptico bucal e

leite empregando eletrodo compésito modificado com azul da Prussia:

Devido a excelente atividade eletrocatalitica do AP para H,0,, bem como
estabilidade, tempo de vida e custo bastante vantajoso frente aos sensores
enzimaticos, varios trabalhos empregando este modificador na determinacdo seletiva
de H,0, foram desenvolvidos [92-94, 134-137]. A determinacdo de perdxido é
importante, pois é utilizado com diversas finalidades e em diferentes setores da
economia. Devido ao seu alto poder oxidante (E%eq = 1,77 V na forma molecular e E°%.q
= 2,8 V na forma do radical ‘OH), este é utilizado em processos oxidativos avancados
(POA), agente branqueador nas industrias de papel e celulose e téxteis, anti-séptico
em produtos de higiene e conservante em produtos lacteos, dentre outros [138].

Especificamente na industria de laticinios, a determinacdao de perdxido é de
grande importancia, pois este atua como preservativo no leite e derivados. Um

preservativo é qualquer composto quimico ou qualquer processo industrial que,
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guando adicionado no leite retarda alteracdes causadas pelo crescimento de
microorganismos, que podem alterar o sabor ou aparéncia fisica do mesmo [139]. Em
muitos paises, a pratica de adicionar perdxido no leite ainda é permitida. No entanto,
de acordo com a legislacdo brasileira (ANVISA), a adicdo de H,0,; ao leite é proibida em
qualquer concentragdo, portanto, o H,0, é classificado como adulterante em leite. Em
2007, o leite ainda cru estava sendo adulterado com altas quantidades de peréxido de
hidrogénio, o que foi considerado imprdéprio para consumo humano, conforme laudo
realizado por um laboratério do Ministério da Agricultura. Além disto, suspeita-se que
até hoje adulteragdes desta natureza ainda ocorram em hordrios onde os 6rgaos
fiscalizadores ndo atuam. A ingestdo de altas concentracdes de perdxido pode causar
irritacdo gastrointestinal e até O6bito [140]. No entanto, a ingestdo de baixas
quantidades ndo é nociva, pois rapidamente o peréxido é degradado pela catalase
presente no intestino delgado [140].

Na literatura foram encontrados dois trabalhos recentes sobre a detec¢dao de
H,O0, em leite empregando sensores de AP. Em um destes, sensores voltamétricos
descartaveis de filmes de AP associados a métodos quimiométricos tornaram possivel
a criacdo de uma lingua eletronica capaz de identificar a presenca de peréxido de
hidrogénio no leite [93]. Em outro, um eletrodo de filme de AP coberto com Nafion®

foi utilizado na deteccdo amperométrica de perdxido em leite [137].

1.8.2. Determinacdo simultinea de paracetamol/cafeina e dipirona/cafeina em

formulagdes farmacéuticas com eletrodo de diamante dopado com boro

O paracetamol (PA), acetaminofeno ou N-(4-hidroxifenil)etanamida (IUPAC) é
um farmaco com propriedades analgésicas e antipiréticas (antitérmicas), bastante
utilizado em formulagGes farmacéuticas com capacidade de combater a dor e a febre,
sem a geracdo de problemas gastricos [141]. Além disso, por ter a¢do similar ao acido
acetil salicilico (aspirina), € um farmaco alternativo para pacientes intolerantes a
aspirina [141]. A atuacdo no organismo é realizada pela inibicdo da sintese das
prostaglandinas, as quais sdo mediadores celulares responsaveis pelo aparecimento da

dor e da febre [141]. Atualmente, é um dos analgésicos mais utilizados no mundo,
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porém possui um alto potencial hepatotdxico, ndao devendo ser utilizado mais que
4000 mg diarias (8 comprimidos de 500 mg). O PA pode ser encontrado nas formas de
capsulas, comprimidos, gotas, xaropes e injetaveis [142].

Dipirona sddica (DI), metamizol sédico ou 1-fenil-2,3-dimetil-5-pirazolona-4-
metilaminometano sulfonato de sédio (IUPAC) é um farmaco utilizado principalmente
como analgésico e antipirético. E conhecida popularmente como dipirona®,
novalgina®, neosaldina® (dentre outros) e é comercializada na forma de solucdo oral,
injetavel e de comprimidos. A DI tem o uso restrito em alguns paises (como os Estados
Unidos e a Suécia), sendo extremamente popular no Brasil, devido ao seu forte efeito
analgésico e baixo custo [143]. A restricdo imposta a DI nestes paises (p.ex. Estados
Unidos) estd relacionada com a descoberta de uma doenga chamada de
agranulocitose [144]. No entanto, até o momento ndo foi comprovada a relacdo direta
da incidéncia desta enfermidade com exposicdo a DI, que pode estar também
associada a outros farmacos ou agentes quimicos. Assim como o PA, a DI é
metabolizada no figado e é inibidora das prostaglandinas.

A cafeina (CA) ou 1,3,7-trimetil-1H-purino-2,6(3H,7H)-diona (IUPAC) é uma
substancia classificada como alcaléide do grupo das xantinas. A cafeina esta presente
em algumas plantas, bebidas (café, chd e refrigerantes do tipo cola) e em
medicamentos. A ingestdo de cafeina em doses terapéuticas provoca dilatacdo dos
vasos periféricos e estimula o coracdo, aumentando a sua capacidade de trabalho.
Além disto, apresenta efeito diurético e estimula o sistema nervoso central [145].
Devido a estas propriedades, a cafeina é adicionada em formulagdes farmacéuticas
para atuar em conjunto com outras drogas, de maneira a aumentar a absorg¢do do
principio ativo pelo organismo [146]. Atualmente, no mercado podem ser encontradas
formulagbes contendo cafeina juntamente com um ou mais de um dos seguintes
compostos: acido ascdrbico, paracetamol, dipirona, aspirina, diclofenaco, carisoprodol,
orfenadrina, isomepteno, taurina, propifenazona e fenindamina [147]. Quando estes
medicamentos sao utilizados, geralmente se recomenda uma dose diaria de 200 mg de
cafeina [148]. As estruturas quimicas e as férmulas moleculares dos farmacos

paracetamol, dipirona e cafeina sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Alguns dados estruturais e propriedades fisicas do PA, DI e CA [149]

Paracetamol Dipirona sddica Cafeina
(0] CHg
HBC\
Formula estrutural U/O/ Y @/ ?\ /“*sh )N\ | />
© |
CHs
Férmula molecular CgHgNOz C13H15N304SN3 C8H10N402
Massa molar* 151,16 311,36 194,19
Solubilidade em agua** 12,75 soluvel 20,00

* Massa molar em g mol™; ** Solubilidade em 4gua (em g L) a 20 °C.

De acordo com Santos et al. [150], o desenvolvimento de métodos analiticos
para a determinacdo de farmacos é extremamente importante para obter a
autenticidade dos produtos farmacéuticos introduzidos no mercado. Segundo a
farmacopéia americana, na analise de formulacdes que contenham dois ou mais
farmacos, HPLC com detecg¢do no ultravioleta (UV) é considerado método padrdo. No
entanto, devido ao elevado custo destes equipamentos e dos solventes de alta pureza
(grau espectroscépico), estas analises ficam impossibilitadas em laboratérios com

pouco recurso financeiro (tal como as farmdcias de manipulacdo).

1.8.3. Determinagdo simultidnea de TBHQ/BHA/BHT em biodiesel com eletrodo de

diamante dopado com boro

O terc-butilhidroquinona (TBHQ), butilhidroxianisol (BHA) e butilhidroxitolueno
(BHT) estdo entre os antioxidantes sintéticos mais utilizados em amostras que
contenham alto teor de lipidios. Assim, eles podem ser adicionados em alimentos
gordurosos como a maionese, a margarina, a manteiga, o creme vegetal, 6leos e em
combustiveis oleosos, tal como o biodiesel. A escolha de qual(is) antioxidante(s) que
sera(do) adicionado(s) em uma amostra deve considerar a estabilidade deste(s) nas
condicGes que a mesma sera armazenada ou submetida (material do reservatorio,
exposicdo ao ar, temperatura, luz, etc.). As estruturas e alguns dados destes

compostos fendlicos sdo fornecidos na Tabela 2.
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Tabela 2. Estruturas e algumas propriedades fisicas do TBHQ, BHA e BHT [149]

TBHQ BHA BHT
~o OH
HO OH
Férmula estrutural
OH
Férmula molecular C1oH140, C11H1603 Ci5H240
Massa molar* 166,22 180,24 220,35
Solubilidade em agua Levemente soluvel Insoluvel Insoluvel
Solubilidade em etanol Solavel Soluvel Pouco soluvel
Solubilidade em gordura Soluvel Soluvel Soluvel

* Massa molar em g mol™;

Segundo a ANVISA, antioxidante é a substancia que retarda o aparecimento de
alteracdo oxidativa de lipidios, ou seja, exerce efeito conservante em matrizes
gordurosas. Do ponto de vista quimico, estes antioxidantes (naturais ou sintéticos)
exercem um papel significativo no retardamento da oxidagao dos lipidios, através da
interrupc¢ao das reagdes em cadeia dos radicais livres envolvidos na autoxidacdo, que
sdo a forma mais comum de deterioracdo de gorduras [151]. Esta interrupcdo se da
através da formacdao de radicais mais estaveis com os antioxidantes, que sao
estabilizados pela ressonancia dos anéis aromdticos presentes na estrutura dos
antioxidantes fendlicos [152]. A degradacao destes lipidios (principalmente de ésteres
poliinsaturados) é induzida pela acdo da luz, temperatura e/ou oxigénio molecular
[151]. Uma forma comum de reconhecer estes produtos de degradagao
(hidroperoxidos, acidos organicos, etc.) se da pelo aparecimento do gosto e cheiro de
ranco, além do aumento da viscosidade da amostra. No biodiesel, a formacdo destes
produtos insoluveis pode ocasionar problemas de acumulo de depdsitos e
entupimento do sistema de injecdo de combustivel no motor [153].

Independente da amostra oleosa, estes antioxidantes sintéticos (TBHQ, BHA e
BHT) podem ser adicionados individualmente ou em conjunto, devido a combinacao
do potencial antioxidante de cada componente [154]. Na literatura, podem ser

encontrados trabalhos nos quais é avaliada a estabilidade oxidativa de biodiesel de
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soja em fungdo da adicdao de TBHQ, BHA e BHT individualmente ou misturados, através
da medida do periodo de inducdo [155-157]. Nestes trabalhos, estes periodos de
inducdo sdo avaliados em fun¢do da concentracao de cada antioxidante (adicionados
individualmentes ou em conjunto) em biodiesel de soja (200 a 8000 mg kg™) e da
temperatura (100 a 130 °C). O periodo de induc¢do é o tempo decorrente até a
deteccdo dos acidos organicos volateis, gerados através do método Rancimat. Neste
método, a amostra oleosa é submetida a um fluxo de ar em elevadas temperaturas
(100 a 130 °C) para acelerar a oxidacdo, formando inicialmente os hidroperdxidos e
por ultimo os acidos volateis. Estes acidos sdao detectados através da mudanca da
condutividade da 4gua destilada contida em outro recipiente. Segundo a norma EN
14214, o valor minimo de periodo de indugdo é de 6 h [153].

No Brasil, a quantidade de antioxidantes adicionados em alimentos é limitada
pela ANVISA, que restringe a quantidade de TBHQ e BHA ao nivel de 200 mg kg™ e de
100 mg kg'1 para o BHT [158]. Estas limitagcdes foram impostas devido a suspeita do
potencial carcinogénico destes compostos (observado em experimentos com animais
de laboratdrio). Devido a producdo de biodiesel ser relativamente recente, ainda nao
existe uma lei regulamentando as quantidades limites de antioxidantes adicionados no
biodiesel.

Segundo Takemoto et al. [159], na literatura sdo encontrados diversos
trabalhos para a analise quantitativa destes antioxidantes sintéticos em déleos e
gorduras, sendo que a maioria emprega HPLC e GC, com uma separag¢ao prévia e
posterior quantificacdo. Devido a eletroatividade dos grupos fendlicos presentes
nestes antioxidantes em superficies de eletrodos de carbono, foram propostos na
literatura alguns métodos eletroquimicos para a determinacdo simultanea de até dois
antioxidantes em alimentos [106, 128]. Ainda ndo existem trabalhos na literatura
sobre a determinacdo simultanea de TBHQ, BHA e BHT em biodiesel com deteccdo
eletroquimica. No entanto, foram encontrados trabalhos com a determinacdo

individual de TBHQ [160, 161] e BHA [48].
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1.9. Justificativas

O desenvolvimento de métodos analiticos baseados em andlise por injecdo em
batelada (BIA) mostra-se interessante, devido a possibilidade de se combinar as
vantagens inerentes de um sistema FIA (rapidez, sensibilidade, reprodutibilidade, etc.)
num sistema mais robusto e portatil (passivel de ser utilizado fora do laboratério). No
entanto, conforme apresentado na secdo 1.3.1, o sistema BIA foi pouco explorado até
o momento. Logo, esta realidade abre inumeras possibilidades para o
desenvolvimento de novos métodos de analise quimica que sejam reconhecidos pela
alta frequéncia analitica, robustez e simplicidade operacional. Estas caracteristicas sdao
muitas vezes desejadas numa andlise de rotina ou em laboratérios com caréncia
financeira para aquisicao de equipamentos dispendiosos (tal como HPLC, por exemplo)
e custeio de analistas com alto grau de treinamento. Nesta perspectiva, a combinagao
de sistemas BIA com detecc¢do eletroquimica (amperométrica) que utilize eletrodos
robustos e reprodutiveis (de compdsitos condutores rigidos, filme de diamante dopado
com boro, por exemplo) pode oferecer uma alternativa bastante viavel as analises
guimicas convencionalmente realizadas em diversos setores da economia, tal como o

de combustiveis, alimenticio, farmacéutico, dentre outros.
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1.10. Objetivos

O presente doutoramento apresentou duas propostas gerais:

1. Determinagdo amperométrica de perdxido de hidrogénio empregando eletrodo

compodsito contendo particulas de azul da Prussia no corpo do eletrodo

(modificagdo “bulk”);

2. Determinacdo simultanea de trés distintos grupos de analitos encontrados em

formulagdes farmacéuticas (PA e CA; DI e CA) e em amostras de biodiesel e

alimentos (TBHQ, BHA e BHT).

Nestas duas propostas, buscou-se o desenvolvimento de procedimentos de

analise por injecdo em fluxo (FIA) e analise por injecdo em batelada (BIA), devido a

simplicidade, rapidez e baixo custo por andlise. Os objetivos especificos relacionados a

estas duas propostas sao listados na tabela abaixo.

Proposta 1

Proposta 2

- Imobilizagdo de azul da Prussia (AP) no
compdsito fluido de grafite;

-> Caracterizacdo dos eletrodos construi-
dos com o compésito modificado com AP;
—> Aplicacdo das microcélulas de ponteira
(modificadas com AP) como dispositivos
seletivos para H,0, em sistemas FIA;

- Aplicacdo do ET compésito modificado
com AP sistema

no BIA para a

determinacdo de H,0;, em leite.

- Estudo do comportamento eletro-
quimico de cada analito (PA, DI, CA,
TBHQ, BHA e BHT) no eletrodo de BDD;
- OtimizacBes das varidveis do sistema
BIA (volume injetado, velocidade de
injecdo e velocidade de agitagdo do
eletrélito) e da deteccdo por MPA
(sequéncia e tempo de aplicacdo dos
pulsos de potencial);

- Determinacdo simultdnea de PA/CA e
DI/CA em formulagbes farmacéuticas e de

TBHQ/BHA/BHT em biodiesel.
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PARTE EXPERIMENTAL



2.1. Materiais, reagentes, solugées e pré-tratamento das amostras

A maioria dos materiais empregados na constru¢ao dos microdispositivos pode
ser facilmente adquirida. Dentre estes sdo relacionados: adesivo epdxi Araldite® 24 h
profissional Brascola, PVC de tubulacbes Tigre®, adesivo plastico para PVC Tigre®,
polimero termomolddvel, tubo de poliamida, compésito de prata (PC 9045) da Joint
Metal Comércio Ltda (Diadema/SP), fita Teflon®, fios rigidos de cobre em diferentes
diametros e ponteiras de polipropileno de 100 pL (utilizada em micropipetas). Os
materiais utilizados na preparacdo do material compdsito fluido foram: grafite com
granulometria até 2 pm (Sigma-Aldrich), adesivo epoxi Araldite® 24 h profissional
(Brascola) e ciclohexanona (VETEC). Os reagentes utilizados na sintese do azul da
Prussia foram os seguintes: ferrocianeto de potdssio dodecahidratado (Sigma Aldrich)
ou ferricianeto de potdssio (Proquimios), cloreto férrico tetrahidratado (Synth) e
cloreto de potdssio (Proquimios). As solu¢des destes reagentes foram realizadas pela
dissolucdo dos respectivos sais em dgua deionizada.

As placas de BDD foram adquiridas da empresa Adamant Technologies AS (La
Chaux-de-Fonds, Suica). Segundo especificacdoes do fabricante, estas placas possuem
uma base de silicio cristalino de 1 mm de espessura (0,7 x 0,7 cm) coberta com uma
camada de BDD de 1,2 um (8000 ppm de dopagem com boro).

Todas as solucdes foram preparadas com agua deionizada (resistividade > 18
MQ cm - 25°C) obtida de sistema de purificacdo Milli-Q.plus (Millipore). Os reagentes
utilizados eram de grau analitico. O perdxido de hidrogénio (30 % v/v) usado na
preparacao das solucbes estoque foi adquirido da empresa Merck. Os padrdes de PA,
DI e CA foram obtidos da empresa Synth e os padrées de TBHQ, BHA e TBHQ foram
adquiridos da Acros Organics. As amostras de formulacGes farmacéuticas, anti-séptico
bucal e leite UHT (desnatado e integral) foram adquiridos em comércios locais. A
amostra de biodiesel de soja foi adquirida da empresa Caramuru (Caramuru Alimentos
LTDA, Sdo Simao-GO).

As solucGes padrdo de perdxido (H,0,) foram preparadas a partir de diluicdes
apropriadas da solugdo estoque (30 % v/v). As amostras de leite (UHT desnatado e

integral) foram dopadas nas concentragdes de 300 e 800 mg L™ de H,0,, adicionando-
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se volumes adequados da solugdo estoque 30 % (v/v). Posteriormente, estas amostras
foram diluidas com o propédsito de apresentarem uma composicdo semelhante a do
eletrdlito suporte empregado nos sistemas FIA e BIA.

As solucdes estoque dos farmacos (PA, DI e CA) foram obtidas a partir da
dissolucdo do padrdo sdélido em dagua deionizada e posteriormente diluidas no
eletrdlito suporte (TAC 0,1 mol L) para ent3o serem injetadas no sistema BIA-MPA.
No preparo das amostras de formulagdes farmacéuticas, os comprimidos presentes em
uma cartela (8 ou 12 comprimidos) eram triturados em um almofariz. Em seguida,
empregando uma balanca analitica (com quatro casas decimais), uma massa deste
material foi dissolvida em agua num baldo volumétrico. Na etapa seguinte, uma
aliquota desta solucdo foi diluida apropriadamente em TAC 0,1 mol L (eletrdlito
suporte) usado no procedimento.

As solugbes dos antioxidantes (TBHQ, BHA e BHT) foram preparadas pela
dissolucdo dos padrdes em etanol absoluto (VETEC). Posteriormente estas solugdes
foram diluidas adequadamente no mesmo eletrélito suporte da célula BIA (KCl + HCI
0,1 mol L' em meio de etanol 30 % ou 50 % (v/v)). A amostra de biodiesel foi dopada
misturando-se 100 pL de solugdes etandlicas de TBHQ, BHA e/ou BHT 300 mmol L'a
900 pL de biodiesel. Estas misturas correspondem a concentragdao de 30 mmol L de
cada antioxidante na amostra de biodiesel (ou 5000, 5400 e 6600 mg Lt de TBHQ, BHA
e BHT, respectivamente). Apds agitacdo manual destas misturas por 5 minutos, uma
aliguota de cada amostra dopada (total de sete dopagens) foi diluida de forma a ter a
mesma composicao do eletrdlito suporte da célula BIA (KCl + HCI 0,1 mol L™ em meio

de etanol 30 % ou 50 % (v/v)).

2.2. Preparagao do compésito fluido condutor

A preparacdo do composito fluido foi realizada pela mistura de adesivo epoxi,
grafite e ciclohexanona na proporg¢do de 4%, 56 % e 40 % (m/m), respectivamente. O
procedimento detalhado segue o seguinte protocolo: (1) Adicionou-se 0,05 g de resina
epoxi (Araldite® 24 h) a 1,5 mL de ciclohexanona sob agitacdo magnética até a

dissolucdo (= 5 min.); (2) Posteriormente, acrescentou-se 0,05 g de poliaminoamida
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(endurecedor - Araldite® 24 h), mantendo a agitagdo por mais 10 minutos; (3) Em
seguida, adicionou-se lentamente 1,0 g de grafite (granulometria até 2 um),
mantendo-se o sistema em agitacdo por mais 24 h. Apds este periodo, pequenas
guantidades deste compdsito podem ser transferidas para a superficie de interesse. A
quantidade deste compdsito fluido preparado por este procedimento rende varios
eletrodos compdsitos nas dimensdes das células eletroquimicas utilizadas nesta tese.
Na cura do material, este compdsito deve permanecer exposto ao ar por 24 h

(temperatura ambiente).

2.3. Imobilizagao de azul da Prussia (AP) no eletrodo compdsito

A modificacdo do eletrodo compdsito com AP foi avaliada por trés protocolos
(P) encontrados na literatura. Nos dois primeiros (P1 e P2) sdo sintetizadas particulas
de AP que posteriormente sdo inseridas na etapa de preparacdo do compdsito fluido
condutor. No terceiro procedimento (P3), as particulas (ou filme de AP) sdo
eletrodepositadas num eletrodo compdsito ndo modificado. Os procedimentos de

modificacdo sao detalhados a seguir.

Procedimento 1 (P,): Sintese quimica de particulas de AP (pAP,)

Particulas de AP foram preparadas pela mistura de 10,0 mL de solucdes
equimolares 0,1 mol L™ de ferrocianeto de potassio (Ks[Fe(CN)¢]) e cloreto férrico
(FeCls). Desde o primeiro contato entre as solucdes, a formacdo do AP é observada
devido ao aparecimento de uma coloracdao azul intensa. Em seguida, adicionou-se
acetona (= 10 mL) para induzir a cristalizacdo do AP. Apds a estabilizacdo da mistura,
os cristais de AP foram separados por filtracdo. O material sélido foi levado a uma
estufa para aquecimento a 150 °C por 10 horas para a ativacdo do modificador. Nesta
etapa, os sitios ativos das particulas de AP ficam mais disponiveis devido a saida das
moléculas de agua por evaporacao. Posteriormente, as particulas de AP foram
submetidas a friccdo mecanica com almofariz e pistilo, para a reducdo das dimensoes.

Finalmente, este pd foi separado em trés intervalos de granulometria, através da
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exclusao gerada por diferentes peneiras empilhadas e fixadas a um agitador mecanico.
Os seguintes intervalos de particulas (P) foram avaliados neste estudo: & < 37 um; 37
um < J <90 um e &> 90 um.

Este procedimento de sintese de AP foi adaptado de um trabalho publicado em
2001 por O’Halloran e co-autores [95], que empregaram estas particulas para a
fabricacdo de eletrodos impressos. Nesta tese, as particulas de AP sdo inseridas na

etapa anterior a adicdo do grafite (etapa 3, item 2.2).

Procedimento 2 (P,): Sintese quimica de particulas de AP adsorvidas em grafite (pAP,)

Neste procedimento, sob agitacdo magnética, é realizada a mistura de 10,0 mL
de uma solucio de ferricianeto de potéssio 0,1 mol L™ a 1,0 g de grafite (granulometria
até 2 um) e 10,0 mL de uma solugdo de cloreto férrico 0,1 mol L. Estas duas solucdes
sao preparadas na presenc¢a de HCI 10 mmol L™t Apds dez minutos, o grafite contendo
particulas de AP adsorvidas na superficie (Gr-AP) é submetido a filtracdo. Nesta etapa,
o sélido é lavado com solucdo de HClI 10 mmol L™ até a obtencdo de uma solucdo
transparente. Entdo, o material sélido filtrado (Gr-AP) é ativado em estufa a 100 °C por
1,5 h. No armazenamento deste material, o mesmo deve permanecer em um frasco
escuro e hermeticamente fechado.

Este procedimento é similar ao de um trabalho publicado em 2001 por
Moscone e colaboradores [94]. Nesta ocasido, o Gr-AP foi empregado na preparagao
de eletrodos de pasta de carbono. Nesta tese, este material € também adicionado na

preparacao do compdsito fluido (item 2.2).

Procedimento 3 (P3): Eletrodeposicdo de filme de AP em eletrodo compdsito de grafite

Nesta forma de modificacdo, o AP é eletrodepositado na superficie de um
eletrodo compdésito de grafite ndo modificado. O procedimento de eletrodeposicao é
realizado pela aplicacdo de + 0,4 V por 30 ou 100 s em um eletrodo de trabalho
mergulhado em solucgdo equimolar (1,0 mmol L") de Ks[Fe(CN)¢] e FeCls, na presenca

de KCl 1,0 mol L' e HCI 3,0 mmol L. Posteriormente, os filmes de AP foram ativados
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pelo emprego de voltametria ciclica (varreduras entre -0,05 V e 0,35 V numa
velocidade de 50 mV s™*) em solucdo de KCl 0,1 mol L™. Para fins de comparag3o, um
eletrodo de carbono vitreo previamente polido com alumina também foi submetido ao
mesmo procedimento de formacdo do filme de AP.

Este procedimento de formagdo do filme foi adaptado de um trabalho
publicado em 1996 por Karyakin et. al. [136], onde ET modificados (biosensores) foram

utilizados em analises empregando sistemas FIA.

2.4. Instrumentacao

As medidas eletroquimicas foram realizadas empregando-se um potenciostato
HAUTOLAB tipo Il (Eco Chemie - Metrohm; software GPES 4.9.007) ou um mini
potenciostato Palmsens (Palmsens Instruments; software PSLite 1.8 ou PSTrace 1.4).
Um eletrodo de Ag/AgCl/KCls,:. construido em laboratério [162] e um fio de platina
foram usados como ER e EA, respectivamente. Como ET foram utilizados eletrodos
compositos (modificados ou ndo com particulas de AP) e eletrodos de filme de
diamante dopado com boro (BDD). Detalhes da construcdo dos mesmos serdo

abordados nas se¢des 2.4.1.1 e 2.4.1.2, respectivamente.

2.4.1. Eletrodos de trabalho

2.4.1.1. Eletrodos compdsitos:

Todos os eletrodos compdsitos foram construidos a partir do compdsito fluido
condutor preparado em laboratdrio (secdo 2.2) ndo modificado ou modificado com AP.
Porém, dependendo da finalidade, o ET foi construido em distintos suportes e
arranjos. Nos estudos de caracterizacdo, o ET compdsito foi construido na extremidade
de ponteiras de micropipeta (J; = 1,6 mm; Figura 8a). No entanto, quando este
eletrodo foi aplicado em sistemas FIA, dois outros eletrodos compdsitos (EPR:
compdsito de prata e EA: compdsito de grafite) foram imobilizados na extremidade

externa da ponteira (Figura 8b) em posicoes diametralmente opostas. Deste modo,
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tem-se uma microcélula (sensor “3 em 1”) facilmente adaptdvel na tubulagdo de um
sistema FIA. Detalhes da construcao deste sensor “3 em 1” sdo descritos em uma
dissertacdo de mestrado [163] e em artigo publicado recentemente [9].

Na adaptacdo do ET de compdsito no sistema BIA, o material foi imobilizado em
suporte de tubo de poliamida (J; = 7,2 mm), obtendo-se entdo um eletrodo compdsito
de maior diametro (Figura 8c). A construcdo deste eletrodo foi realizada em duas
etapas: 1) espalhamento do compésito fluido (modificado ou ndo com AP) sobre um
tarugo de aco inox previamente fixado no interior de um tubo de poliamida (Figura
9A); 2) apds a cura do material (24 h), a superficie do eletrodo foi polida com lixas
d’dgua de granulacdo 400 (nivelamento da superficie do compdsito e do tubo de
poliamida) e 1200 (suavizagdo da superficie) (Figura 9B). Esta etapa foi realizada com
todos os eletrodos compdsitos (Figuras 8a, 8b e 8c). Antes do inicio das medidas
eletroquimicas, os eletrodos compdsitos modificados com AP foram submetidos a
alguns ciclos de potencial (voltamogramas ciclicos) entre - 0,10 V e + 0,35 V em solucao
de KCl 0,1 mol LY, para a ativacdo do modificador AP (estabilizacdo do sinal).
Usualmente, 30 voltamogramas ciclicos sdo suficientes. Jd& os eletrodos nao

modificados sdo estabilizados mais rapidamente (= 5 voltamogramas).

5cm 5cm 10 cm

/ N
/ N\

Figura 8. Diferentes configuragdes dos eletrodos compdsitos empregados nesta tese
(modificados ou ndo com AP). (a) Estudos de caracterizacdo dos compdsitos; (b)

Aplicacdo em sistemas FIA (sensor “3 em 1”); (c) Aplicacdo em sistemas BIA.
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Figura 9. Construcdo do ET compdsito empregado no sistema BIA. (A) Fixacdo de um

tarugo de ago inox em um cilindro de poliamida e inser¢do do compdsito fluido na

cavidade acima do tarugo e (B) e polimento do compdsito pds cura (24 h).

2.4.1.2. Eletrodos de diamante dopados com boro (BDD):

Conforme apresentado na Figura 10, os eletrodos de BDD foram construidos a
partir da fixacdo de uma placa de BDD sobre um cilindro de aco com compdsito de
prata. Apds o tempo de cura deste adesivo condutor (= 6 h), a drea lateral da placa de
BDD e o cilindro de aco foram pincelados (espalhamento com auxilio de um pincel)
com uma solugdo mista de PVC e adesivo epOxi preparada em laboratdrio (dissolucao
sob agitacdo de 1,0 g de raspas de PVC e 0,2 g de adesivo epdxi em 5,0 mL de
tetrahidrofurano). Apds o tempo de secagem do solvente e a cura do adesivo epdxi (=

24 h), tem-se o entdo o eletrodo de BDD.

Cola de —
-
prata
Solugaode
Placa PVC/epoxi
L
de BDD ‘ — —
6h 24 h
Cilindro
-
de aco

Figura 10. Esquema da construcdo do eletrodo de BDD fixado em suporte de aco.
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A estratégia de isolar os eletrodos com PVC / adesivo epdxi permite que os
eletrodos sejam utilizados por longo periodo nas medidas eletroquimicas em meio
aquoso. Porém, em meios organicos esta longevidade fica bastante reduzida, devido,
provavelmente, a gradual dissolucdo do adesivo epdxi neste meio. Para contornar esta
limitacdo, as placas de BDD foram diretamente fixadas numa célula BIA em outra
configuracdo (célula BIA 2, secdo 2.4.3).

Antes do inicio das medidas eletroquimicas empregando o eletrodo de BDD,
um procedimento de limpeza/ativacdo do eletrodo era necessario. Neste trabalho,
duas ativacOes eletroquimicas foram utilizadas, a anddica e a catddica. Inicialmente, a
ativacdo anddica era realizada com a aplicacdo de um potencial de + 2,0 V no eletrodo
de BDD durante 1000 s em meio de H,SO,4 0,5 mol LY. Posteriormente aplicou-se uma
corrente de - 0,01 A por 1000 s (ativacdo catddica) ao eletrodo de BDD no mesmo
eletrélito para a funcionalizacdo da superficie de BDD com atomos de hidrogénio
terminais, tal como descrito por Suffredini et. al. [105]. O procedimento catédico foi
realizado diariamente antes do inicio dos trabalhos. O anddico somente quando
limpezas mais extremas eram necessdrias. Porém, é importante salientar que apds
uma limpeza anddica, a catddica se faz necessaria (funcionalizacdo da superficie com

hidrogénio).

2.4.2. Sistema FIA

Na deteccdo amperométrica em fluxo foi empregado um sistema FIA de linha
Unica montado em laboratdrio. O esquema e os componentes basicos deste sistema
sdo detalhados na Figura 1 (Introducdo, item 1.2). As solu¢des foram transportadas por
tubos de polietileno de 1 mm de didametro e 20 cm de comprimento (percurso
analitico). O sistema de propulsdo é baseado na pressdo gerada por um mini
compressor de ar (bomba de aqudrio) acoplado a uma coluna d’agua [14], a qual
permite um controle preciso de vazao sem pulsagGes. As injecdes das solucdes foram
feitas por um injetor comutador manual (Cena- USP) [17]. A deteccdo foi realizada pela
microcélula “3 em 1” construida em ponteira de micropipeta de 100 pL [9], que é

facilmente adaptada no final da tubulacdo de um sistema FIA (célula do tipo “wall
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Jet”). Logo, ndo é necessaria a construcdo de células para o posicionamento dos
eletrodos, pois a ponteira ja contém os trés eletrodos (ET, EA e ER) posicionados em
sua extremidade. No presente trabalho, o ET compdsito da microcélula contém o
modificador AP imobilizado no corpo do eletrodo, de forma a conferir seletividade ao

perdxido de hidrogénio.

2.4.3. Sistema BIA

Sistema BIA n° 1 - Célula para acomodacio de ET compésito de corpo cilindrico:

O esquema do sistema BIA 1 é semelhante ao sistema descrito na Figura 2
(Introducdo da tese, Item 1.3). No entanto, neste sistema BIA ndo foi utilizado um
agitador magnético. O corpo da célula BIA era de vidro (H=7,1 cm; &J; = 7,3 cm), com
um volume total de eletrdlito de aproximadamente 200 mL. Cilindros rigidos de PVC
(Di = 7,2 cm, altura = 15,0 cm) foram empregados como tampa e base da célula. A
tampa da célula continha trés orificios: um deles central (6,0 mm), para a insercdo da
ponteira da micropipeta eletronica, e os outros dois (laterais) para o posicionamento
do ER (Ag/AgCl/KCls,:) e do EA (fio de platina). Na base da célula foi feito um orificio de
11,5 mm de didametro exatamente no centro para o encaixe do ET, que é inserido em
posicao invertida a usual. Esta célula BIA foi empregada quando foi utilizado o ET
compodsito modificado com AP em suporte de poliamida (Figura 9) e o ET de BDD
suportado em cilindro de aco (Figura 10). As injecdes foram realizadas com uma pipeta
eletrbnica (Eppendorf® Multipette stream). A extremidade da ponteira da pipeta foi
mantida em distancia fixa de 2,0 mm da superficie do ET, conforme recomentado em
trabalho publicado anteriormente [32]. Todos os componentes da célula BIA sdo
detalhados na Figura 11.

Com a finalidade do uso prolongado desta célula BIA, algumas estratégias
foram adotadas para aumentar a robustez do sistema (p.ex. prevenir rachaduras e
vazamento de solucdes na célula): a) Vedacdo dos cilindros de PVC (tampa e base) ao
corpo de vidro com silicone e b) Refor¢co da aderéncia do ET na base da célula através

do espessamento do corpo do ET com fita Teflon®.
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Tampa da célula
(Polietileno)

Corpo da célula
(vidro)  ~ Eletrélito

suporte

(Compésito
ou DDB)

Base da célula
(Polietileno)

Pipeta eletronica

Suporte (Injetor)

Ponteira (pipeta)

ER (Ag/AgCI/KCIsat.)
Tampa da célula (PVC)

EA (fio de platina)

Suporte (célula)

Corpo da célula (Vidro) ET
(Compésito
Base da célula (PVC) ou DDB)

(B)

Figura 11. (A) Esquema do sistema BIA (célula 1); (B) Respectiva imagem da célula

durante as medidas eletroquimicas.
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Sistema BIA n° 2 - Célula para insercio da placa de BDD:

Polietileno

Polietileno

\hdro\

.
.
.

Eletrélito ———
Polietileno
~
Pipeta :
eletrdnica rﬁi‘:;:;:
ER (Ag/AgCl/ycisat)

] ) Tampa da célula

EA (fio de platina) BIA (Polietileno)
Suporte
Corpo da célula da célula BIA

BIA (vidro)

Base da célula
(Polietileno)

Placa de cobre
(Contato elétrico
da placa de DDB)

(B)

Figura 12. (A) Esquema do sistema BIA (célula 2); (B) Imagem em perspectiva da célula

durante as medidas eletroquimicas.
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As imagens da célula BIA 2 e dos seus componentes individualmente sao
mostradas na Figura 12 e 13, respectivamente. Nesta célula, a placa de BDD é
prensada firmemente contra um anel de borracha (“o-ring”) de um lado e um contato
elétrico de cobre (placa de circuito impresso) do outro lado. Esta fixacdo é possivel
girando-se duas borboletas metdlicas a dois parafusos imobilizados na base da célula.
O anel de borracha (“o ring”) tem a funcdo de delimitar a drea do ET e minimizar a
forca de repulsdao gerada pela prensagem da célula BIA contra a fragil pelicula de BDD.
Além disto, ele é resistente a solventes organicos normalmente utilizados em medidas

eletroquimicas, tal como etanol.

Spike’

UNIVERSAL

Figura 13. Vista dos componentes individuais da célula BIA 2: (1) Borboletas (porcas)
para fixacdo nos parafusos imobilizados na base da célula; (2) placa metalica de
reforco; (3) placa de circuito impresso de cobre; (4) placa de BDD (0,7 x 0,7 cm); (5)
anel de borracha “o-ring” (Jinterno = 8 mm); (6) tubo de vidro inserido em polietileno;
(7) tampa da célula, (8) ponteira da micropipeta eletronica (1,0mL); (9) agitador

mecanico (micromotor DC); (10) fonte de alimentacdo universal.

A tampa da célula contém quatro orificios, sendo um concéntrico ao ET para a
posicionamento da ponteira da micropipeta eletronica (distdncia entre o ET e a
ponteira = 2 mm), dois para a fixacdo do ER (Ag/AgCl/KClsat.) e do EA (fio de Pt) e o
ultimo orificio para a insercdo do agitador mecanico. Este agitador (Item 9, Figura 13)
foi construido pela adaptagdo de uma “hélice” de teflon num micromotor DC de 24 V
retirado de uma impressora. Este motor foi conectado eletricamente a uma fonte de
alimentacdo universal (Spyke, PST-1600 M), mostrada no item 10 da Figura 13. Esta
fonte permite a escolha de oito tensdes de saida (3,0; 4,5; 5,0; 6,0; 7,5; 8,4; 9,0 ou 12

V), tornando entdo possivel controlar a velocidade de agitacdo de acordo com a
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intensidade da tensdo de saida. Experimentalmente, foi verificado que essas tensdes
correspondem a velocidades de aproximadamente 700, 1200, 1400, 1800, 2200, 2600,
2700 e 4000 rotagdes por minuto (RPM).

2.5. Estudos de caracteriza¢ao do eletrodo compdsito modificado com AP

O desempenho destes sensores foi avaliado utilizando-se voltametria ciclica e
amperometria. Nestes experimentos foi empregada uma célula de acrilico (= 5,0 mL)
contendo trés eletrodos (ET: compdsito, EA: Platina, ER: Ag/AgCl/KCls,:) imersos no

eletrdlito suporte KCI 0,1 mol L. As condicdes especificas sdo detalhadas abaixo:

a) Voltametria ciclica: Cada ET foi avaliado mediante voltamogramas ciclicos

sucessivos no intervalo entre -0,1 V a +0,35 V a 20 mV s, Estes experimentos
foram realizados sem agitacdo mecanica da solugdo (sistema estaciondrio) e
foram Uteis nos estudos de excesso superficial de azul da Prussia, resisténcia
O6hmica, reprodutibilidade e estabilidade.

b) Amperometria: Nestes ensaios, foi avaliada a resposta dos ET modificados com

AP frente a adicOGes de peréxido. Um potencial de 0,0 V foi aplicado ao ET,
enquanto solu¢cdes de H,0, eram sucessivamente injetadas na célula

eletroquimica submetida a agitacdo magnética (convec¢do mecanica).

Além disto, foi realizada uma microscopia eletronica da superficie do eletrodo de
trabalho modificado com particulas de azul da Prussia sintetizadas na presenca de
grafite (pAP,). Para isto foi empregado um microscopio eletronico de varredura de

emissao de campo Supra 40 Zeiss.
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2.6. Aplicagdes dos eletrodos compadsitos modificados com AP

2.6.1. Sensor “3 em 1” adaptado ao sistema FIA

Este sistema foi empregado na determinacdo de perdxido de hidrogénio em
amostras de anti-séptico bucal e leite UHT (desnatado e integral). Como técnica de
deteccdo foi empregada a amperometria, através do monitoramento da corrente de
reducao do H,0, na superficie do ET de compdsito. Para ocorrer tal conversao, um
potencial de -0,1 V foi aplicado entre o EPR (compdsito de prata) e o ET. Uma solugao
mista de KCl 0,1 mol L™ e tamp3o fosfato 0,05 mol L™ (pH 7,2) foi empregada como
eletrdlito suporte.

Os resultados obtidos com a metodologia proposta na determinacdo de H-,0,
em anti-séptico bucal foram comparados aos obtidos pelo método padrao de titulagao
iodométrica. Nesta metodologia, uma solucdo de iodeto (I') é adicionada na amostra
que contém perdxido. Entdo, o iodo (l;) gerado (produto da reagdo entre I e H,0;) é
titulado com solucdo de tiossulfato de sddio [164]. Além disto, estudos de adicdo e
recuperacao foram realizados através das medidas eletroquimicas das solugdes de
amostras antes e apds adicdo de H,0,, tanto nas amostras de antisséptico bucal

guanto nas amostras de leite UHT.

2.6.2. Eletrodo compdsito em sistema BIA

Este sistema foi utilizado na determinacdo de H,0, em leite UHT desnatado e
integral, ambas do tipo UHT. As condi¢cOes experimentais neste sistema foram
similares as empregadas no sensor “3 em 1” (FIA), porém com aplicacdo de 0,0 V (vs
Ag/AgCl/KCls,:). Para otimizar o sistema, foram avaliadas as correntes de redugdo
referentes as injecGes de diferentes volumes de solucdo padrdo contendo H,O; na
célula BIA. Além disto, solu¢des padrdes contendo concentragdes crescentes de H,0,
foram injetados no sistema, de forma a calcular os parametros analiticos do sistema
(sensibilidade, faixa linear, limite de deteccdo e limite de quantificacdo). A exatiddo

desta metodologia foi avaliada através de estudos de adi¢do e recuperacdo. Neste
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estudo, as amostras de leite foram analisadas antes e apds serem dopadas com

solucdo padrdo de perdxido.

2.7. Aplicagdes do eletrodo de diamante dopado com boro em sistema BIA

Este sistema foi utilizado nas determinagdes simultaneas de PA e CA, de Dl e CA
em formulacdes farmacéuticas e de TBHQ, BHA e BHT em amostras simuladas e de
biodiesel. Na detecgdo simultanea destes analitos no sistema BIA, foi utilizada a
deteccdo por Amperometria de Multiplos Pulsos.

Anteriormente as analises simultdneas de cada conjunto de analitos, foram
otimizadas a sequéncia e tempo dos pulsos de potencial aplicados ao ET (varidveis da
deteccdo por MPA), bem como o volume injetado, velocidade de injecdo e agitacdo do
agitador mecanico (varidveis do sistema BIA).

Nos dois primeiros conjuntos avaliados (PA/CA e DI/CA) utilizou-se solugdo
aquosa de tampao acetato 0,1 mol Lt (pH = 4,7) como eletrélito suporte e o sistema
BIA 1 (secdo 2.4.3). Na determinacdo dos trés antioxidantes (TBHQ/BHA/BHT) foi
utilizado um eletrélito suporte composto por solu¢ao contendo 0,1 mol L™ de HCl e KCI
(pH =1,0) em meio de 30/70 ou 50/50 % (v/v) de etanol/agua, respectivamente. Neste
caso, devido a presenca de etanol no eletrélito, as medidas eletroquimicas foram
realizadas empregando a célula BIA 2 (secdo 2.4.3), devido a sua maior resisténcia na

presenca do meio organico (etanol).
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RESULTADOS E DISCUSSOES



3.1. Estudos de caracteriza¢ao do eletrodo compdsito modificado com AP

Em alguns trabalhos encontrados na literatura [94-96, 134, 135, 165] foi
observado que o desempenho final dos sensores (e biosensores) baseados em AP
depende drasticamente de alguns fatores, como: procedimento de modificacdo da
superficie do material condutor com AP, dimensdes das particulas de AP, quantidade
relativa do modificador, tipo de substrato utilizado e pré-tratamento do eletrodo.

Em posse destas informacdes, trés procedimentos de modificagdo encontrados
na literatura (P1, P2 e P3) foram avaliados, de modo a verificar o comportamento dos
eletrodos modificados e entdo adotar o protocolo mais adequado na construcdo dos
eletrodos compdsitos seletivos a H,0,. Nos experimentos de voltametria ciclica,
informagdes puderam ser obtidas a respeito da resisténcia 6hmica, excesso
superficial (I'), reprodutibilidade inter-eletrodo, dentre outras. Além disto, o
comportamento de cada material também foi investigado na presenga do analito
perdxido de hidrogénio, através dos experimentos por amperometria. Os resultados e

discussOes destas caracterizagdes serdao detalhados nos préximos itens (3.1.1 a 3.1.4).

3.1.1. Sintese de particulas de AP para modificagdo no corpo do compdsito

(pAP1/pAP,)

Nesta se¢do foram comparados os dois eletrodos compésitos modificados com
particulas de AP no corpo do eletrodo. Um destes eletrodos contém particulas de AP
sintetizadas pelo procedimento P; (pAPy; & < 37 um; AP sintetizado separadamente) e
o outro que contém particulas obtidas por P, (pAP,; AP sintetizado na presenca de
grafite). Para maiores detalhes, olhar secdo 2.3. Na Figura 14 s3do apresentados os
voltamogramas ciclicos obtidos em meio de KCI 0,1 mol L* para os eletrodos
compositos sem (A) e com (B = pAP4; C = pAP;) a inser¢do de particulas de AP.

Conforme ilustrado na Figura 14, nos eletrodos compdsitos modificados com
particulas de AP (14B e 14C) é possivel notar a presenca do modificador FeHCF, devido
aos picos de oxidagdo do Fe(ll) em aproximadamente +0,25 V e de redugao do Fe(lll)

em +0,20 V, caracteristicos da conversdo em azul da Prussia (AP) e branco da Prussia
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(BP), respectivamente. Estes picos ndo estdo presentes no eletrodo compdsito ndo
modificado (14A). No entanto, os voltamogramas referentes ao eletrodo compdsito
modificado com pAP; (14B) apresentaram Iy, e I, quatro vezes menos intensas do que
o eletrodo contendo pAP, (14C). Além disto, este voltamograma (14B) também
apresenta maior resisténcia 6hmica. Voltamogramas ciclicos (ndo apresentados) de um
eletrodo preparado com pAP; (> 37 um) apresentaram perfis mais resistivos (lpa € Ioc
ndo sdo observados). De acordo com a literatura [94], esta menor resisténcia é
observada no eletrodo contendo pAP, devido a maior conectividade das particulas de

AP com as do grafite, devido a adsorgao fisica promovida durante a sintese.

A B C

0,1 kA

.0 O:I e [312 0:3 O{D 0:1 £ 3’2 013 D‘ﬂ ﬂf1 . ',:'IZ ﬂfﬂ
Figura 14. Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢ées de KCI 0,1 mol L™ com eletrodo
compoésito ndo modificado (A) e compdsito contendo 2,15 % (m/m) de pAP; (B) e de
pAP, (C). Velocidade de varredura: 20 mV s. A proporcdo (m/m) foi calculada em

relacdo a quantidade de grafite na mistura.

O comportamento dos eletrodos pAP; e pAP, na presenca do analito perdxido
de hidrogénio também foi verificado. Os experimentos por amperometria com a
adicdo de aliquotas de solucdo padrao de H,0, numa célula sob agitacdo constante
(agitador magnético) sdo apresentados na Figura 15.

Conforme pode ser observado (Figura 15), o eletrodo compdsito contendo pAP;
possui uma sensibilidade 16 vezes inferior a sensibilidade do compésito pAP,. Esta
diferenca pode ser atribuida a uma menor quantidade de AP disponivel na superficie
do eletrodo compdsito em pAP;. De fato, o excesso superficial (I') calculado nos
eletrodos compdsitos contendo pAP; e pAP, foi de 2,0 e 7,7 (nmol cm?),
respectivamente. O excesso superficial (I') é uma grandeza que fornece uma
estimativa da quantidade de algum modificador existente na superficie do ET por

unidade de area a partir dos resultados de um voltamograma ciclico.
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Figura 15. (A) Amperogramas obtidos com dois eletrodos compdsitos contendo
particulas de AP no corpo do eletrodo (pAP; e pAP,) com a adicdo sucessiva de
aliquotas de solucdo padrao de H,0, em célula eletroquimica sob agitacdo constante

(agitacdo magnética); (B) Respectivas curvas de calibrag3o. Eletrdlito: KCl 0,1 mol L™

De acordo com a literatura [166], a eq. 5 pode ser utilizada para o calculode I":
Q
F=—r (5)
Nesta equacgdo, “Q” é a carga elétrica, “n” é o numero de elétrons envolvidos
no par redox, “F” é a constante de Faraday e “A” é a 4rea do eletrodo. No caso destes
eletrodos, a carga (Q) é obtida pela integral do pico catédico dos voltamogramas
ciclicos dos eletrodos contendo AP (Figura 14B ou 14C) multiplicada pelo inverso da
velocidade de varredura. As constantes desta equacdo so n =4, F = 96485 C mol™t e A
= 0,0201 cm? (area de um ET de didmetro iguala 1,6 mm).
Outra caracterizacdo foi realizada para verificar a distribuicdo das particulas de
AP na superficie do ET. Neste estudo, voltamogramas ciclicos foram realizados em
meio de KCl 0,1 mol L't com os eletrodos contendo pAP; e pAP, submetidos a suaves

polimentos com a lixa d’dgua de fina granulacdo (rugosidade = 2000). Apds cada suave

polimento dos eletrodos, um novo voltamograma ciclico foi adquirido (Figura 16).
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Figura 16. Voltamogramas obtidos em KCl 0,1 mol L™ entre cinco suaves polimentos

(P1-Ps) para os compdsitos contendo pAP; (A) e pAP, (B). Vel. varredura: 20 mV st

Conforme visualizado, o eletrodo contendo pAP, (B) apresentou uma menor
variacdo na quantidade de AP presente (em contato com a soluc¢do) na superficie do
eletrodo (I') entre os diversos polimentos (DPR = 1,6 %; n = 5) do que o eletrodo
contendo pAP; (A; DPR = 11,9 %; n=5). Este resultado indica que as pAP, estdo mais
homogeneamente distribuidas no corpo do eletrodo do que as pAP;.

A Figura 17 apresenta uma micrografia eletronica de varredura da superficie de
um eletrodo compdsito modificado com 2,15 % de pAP,. Conforme apresentado, as
particulas de pAP, possuem dimensdes que variam de 0,2 um até 2 um. Ja as

particulas de pAP; possuem maiores dimensdes (dimensdes de até 37 um).

Figura 17. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de baixa resolugdo obtida da

superficie de um eletrodo compdsito de grafite contendo 2,15 % de pAP,.
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Resumidamente, os eletrodos compdsitos de grafite contendo as particulas de
AP obtidas pelo procedimento 2 (pAP,) apresentaram um melhor desempenho, devido
a um menor efeito de resisténcia 6hmica, maior sensibilidade a deteccao de H,0; e

uma distribuicdo mais uniforme das particulas de AP no eletrodo.

3.1.2. Particulas de AP presentes no ET (pAP,) versus filme de AP eletrodepositado

Os primeiros trabalhos envolvendo AP na determinacdo eletrocatalitica de H,0,
empregavam filmes de AP eletrodepositados em eletrodo de carbono vitreo [167].
Porém, o filme de AP apresentava sérias limitacGes, principalmente devido a baixa
estabilidade operacional em solu¢bes levemente acidas, neutras e basicas [168]. Esta
limitacdo foi contornada através do recobrimento do filme de AP com filmes de
polimeros protetores (p.ex., Nafion®, polianilina, acetato de celulose) [136, 169, 170].
Posteriormente foi descoberto que em meio neutro, a reducdo de H,0, pelo AP gera
anions hidroxila (OH’). Experimentalmente verificou-se uma melhora na estabilidade
do filme em meios tamponados [171], devido a neutralizacdo dos anions OH™ gerados.
Segundo de Mattos et. al. [92], em condicdes de fluxo (sistemas FIA), a estabilidade
operacional pode ser aumentada controlando-se as condi¢des de eletrodeposi¢ao
(concentracdo dos reagentes e tempo de deposicdo) e de ativagcdo do filme de AP
(tempo, temperatura e eletrélito suporte).

Neste trabalho, o desempenho do eletrodo compésito contendo particulas de
AP obtidas pela sintese quimica (pAP;) no corpo do eletrodo foi avaliado frente ao
eletrodo contendo filme de AP eletrodepositado na superficie de carbono vitreo
(CV/AP) e de eletrodo compdsito de grafite ndo modificado (C/AP). Cada ET foi testado
por amperometria mediante a elaboracdo de cinco curvas de calibracdo sucessivas
para H,0,. Aliquotas de solu¢do padrao de H,0, (10 umol L’l) foram sucessivamente
adicionadas em célula eletroquimica sob agitacdo (agitador magnético). Anteriormente
a cada curva de calibracao, foi registrado um voltamograma ciclico de cada eletrodo
em eletrélito composto por KCl 0,1 mol L. Estes voltamogramas ciclicos e as
sensibilidades obtidas em cada curva de calibracdo sdo apresentados nas Figura 18 e

19A, respectivamente.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdao de KCI 0,1 mol Lt para os
eletrodos CV/AP (A), C/AP (B) e pAP, (C) antes da obtengdo da curva de calibracdo 1
(=), 2(=),3 (), 4 (=) e5 (). Velocidade de varredura: 50 mV s™.

1 L I L L " M L L L

ap ™ A - ~ 1007 & . B i
- \ = el ~. i
U 0 L 8 A b
-] b= A ]
g 'E 80 A L
< 20 L -4
: e
- W a0 \ L
g c .
@ 104 g . = ] \ @
? . - 20 \ r
A e —p 1 ] | | - -
1 ; ; — ]
1 3 4 5 1 2 3 4 1
Curva de calibragio Curva de calibragao

Figura 19. (A) Sensibilidades e (B) sensibilidades residuais* calculadas de cinco curvas
de calibragdo de H,0, obtidas com os eletrodos CV/AP(m), C/AP(e) e pAP,(a). Curvas

de calibragdao: amperogramas obtidos para inje¢des sucessivas de 10 umol L™ de H,0,
numa célula contendo KCl 0,1 mol L™ sob agitacdo mecanica. *Sens. residual = 100 x

(Sens. curva, / Sens. curva,).

Como pode ser observado na Figura 18, as dareas dos voltamogramas (e
consequentemente I') diminuem em funcdo das sucessivas curvas de calibracdo para
perdxido, o que indica um consumo (saida) do AP da superficie dos eletrodos. Esta
dissolucdo provoca a gradativa diminui¢do da sensibilidade dos eletrodos submetidos a
repetidas injecOes de perdxido (Figura 19A). Porém, este consumo é bem menos
pronunciado nos eletrodos contendo particulas de AP no corpo do eletrodo (a) do que
os eletrodos com filmes de AP depositados em sua superficie (m e ®). Conforme
mostrado na Figura 19B, o eletrodo pAP, mantém 52 % do sinal analitico inicial apds

ser submetido a cinco curvas de calibracdo com solug¢bes padrao de perdxido. Ja os
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eletrodos CV/AP e C/AP mantém, respectivamente, apenas 8 e 25 % do sinal inicial. Na
literatura, o aumento da estabilidade operacional de eletrodos contendo particulas de
AP no corpo do eletrodo em meios neutros e basicos ja havia sido descrita para outros

materiais compdsitos (p.ex. pasta de carbono [94, 165] e eletrodos impressos [95]).

3.1.3. Otimizag¢des do compésito fluido modificado com pAP,

Conforme verificado, o compdsito contendo particulas de AP sintetizadas na
presenca de grafite (pAP,) no corpo do eletrodo apresentou o melhor desempenho
dentre os trés procedimentos avaliados. Visando a obtencdo de um sensor mais
eficiente na deteccdo perdxido de hidrogénio, a otimizacdo da quantidade relativa
destas particulas no eletrodo compésito foi investigada. Para isso, na etapa de
preparacdao do compdsito fluido, diferentes por¢des do grafite puro (Gr) foram
substituidas por grafite contendo AP (Gr-pAP,). A Figura 20 apresenta os
voltamogramas ciclicos obtidos em KCI 0,1 mol L't com eletrodos contendo diferentes
fracGes de Gr-pAP,. A Tabela 3 apresenta os parametros voltamétricos obtidos a partir
dos experimentos da Figura 20.

Conforme apresentado (Figura 20), em todas as proporg¢des contendo o
modificador é possivel notar a presenca de AP no eletrodo (picos de formacdo de AP e
BP em 0,20 V e 0,15 V, respectivamente). No material ndo modificado (proporgdo 00 :
100), estes picos ndo estdo presentes. Conforme mostrado na Figura 20 e Tabela 3, um
aumento nos valores de Alp ocorre em eletrodos com proporgdes maiores de Gr-pAP,,
0 que é consequéncia de uma maior quantidade de AP no corpo do eletrodo.

De acordo com a Tabela 3, quanto maior a quantidade de GAP presente no
eletrodo, maiores sdo as separac¢des dos potenciais de pico anddico e catddico (AEp).
Este aumento na AEp é causado por um efeito resistivo devido a presenca de AP. Estas
limitagOes identificadas em sensores contendo altas fracdes de AP sdo semelhantes
aos reportados na literatura em outros compdsitos [94, 95, 165]. De acordo com estes
trabalhos, as particulas de grafite modificadas com AP sdo menos condutoras do que
as de grafite puro, logo a resisténcia aumenta com o aumento da porcentagem de Gr-

pAP,. Estes eletrodos contendo AP foram também testados em funcdo da resposta a
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H,0, por amperometria com a aplicacdo de um potencial constante de 0,0 V. As curvas

de calibracdo obtidas nestes experimentos sdo apresentadas na Figura 21.

20 -
Proporgéo (m/m)
10- Gr-pAP, : Gr
* 50:50
1 40 : 60
i 30:70
- 0 20: 80
—— 10 : 90
1 05:95
00:100
-10
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-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 04
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Figura 20. Voltamogramas ciclicos obtidos em KCI 0,1 mol L™ com os eletrodos

compositos contendo diferentes propor¢des de Gr-pAP, : Gr. Vel. varredura: 20 mV s™.

Tabela 3. Parametros voltamétricos dos eletrodos compdsitos contendo diferentes

proporc¢des de grafite modificado com AP (Gr-pAP,) e grafite puro (Gr)

Proporg¢oes Gr-pAP,: Gr

5:95 10:90  20:80 30:70  40:60  50:50
Epc (mV) 154 170 168 166 170 136
Epa (mV) 186 206 218 220 230 260
AEp (mV) 32 36 50 54 60 124
Ipc (nA) -0,88 221 -5,30 -8,98  -10,07 -17,70
Ipa (nA) 1,03 2,18 5,73 9,15 10,80 19,64
Alp (HA) 1,92 4,39 11,03 18,13 20,87 37,34
| Ipa / Ipc | 1,17 0,99 1,08 1,02 1,07 1,11
Q (uc)! 0,18 0,30 0,88 1,34 1,82 3,63
T (nmol cm™)? 1,16 1,93 5,67 8,64 11,73 23,40

! Cargas obtidas pelas integrais de pico catédico dos voltamogramas da figura 20.
I'=Q/nFA; Q; carga (C); n: nimero de elétrons envolvidos no par redox (4); F: constante de Faraday
(96.485 C mol'l); A: drea geométrica do eletrodo com & = 1,6 mm (0,0201 cmz).

58



30:70

-0,6 - e
] 50:50 | A

-0,5- x A 40:60

0,4
< » 10:90
= -0,3- K
- ] X

-0,2- 05:95

-0,1

0,0 i T T T T
20 40 60 80 100

[H,0,] / umol L™
Figura 21. Curvas de calibracdo obtidas para eletrodos construidos em diferentes

proporg¢des de Gr-pAP,:Gr para inje¢bes de H,0,; E5p: 0,0 V; Eletrélito: KCI 0,1 mol Lt

Conforme apresentado na Figura 21, foi verificado que a intensidade de
resposta dos eletrodos de composicao 05:95, 10:90, 20:80 e 30:70 (proporcdo de Gr-
pAP,:Gr) é proporcional ao aumento da quantidade de AP na superficie do eletrodo.
Em proporcdes de Gr-pAP, maiores (40:60 e 50:50), o efeito de queda 6hmica
prevalece sobre o excesso de AP na superficie do eletrodo, deixando o eletrodo mais
resistivo (Figura 20 e Tabela 1), mais instdvel e com menor razdo sinal/ruido
(resultados nao apresentados). Assim, o eletrodo de composicao intermedidria (30:70
em Gr-pAP;: Gr) apresentou o melhor desempenho considerando simultaneamente
caracteristicas como resisténcia a transferéncia eletronica, sensibilidade e estabilidade.
Nesta proporgao, o teor calculado de AP no eletrodo compésito é de 2,15% (m/m).

A homogeneidade do compdsito fluido preparado e a reprodutibilidade na
construcdo dos eletrodos modificados também foram verificadas. Neste estudo, cinco
eletrodos na composicdo otimizada (30:70) foram construidos a partir do mesmo
compdsito fluido e posteriormente submetidos ao mesmo procedimento experimental
(obtencdo de curvas de calibracio por amperometria e solugcdes contendo
concentracdes crescentes de perdxido). Conforme apresentado (Figura 22), o baixo
DPR calculado (= 5 %) entre as 5 curvas de calibracdo obtidas demonstram uma 6tima
reprodutibilidade inter-eletrodos, o que pode ser atribuido a alta homogeneidade do

compdsito fluido empregado e ao procedimento de construcdo dos eletrodos. A
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distribuicao uniforme das particulas de AP se deve, provavelmente, a agitagao

magnética utilizada na preparacao do compdsito fluido.
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Figura 22. Curva de calibracdo média (£DP) de cinco eletrodos distintos de composicao

30:70 (Gr-pAP;: Gr). Amperogramas obtidos nas mesmas condigdes da Figura 15.

3.1.4. Durabilidade do compdsito fluido

Uma das vantagens de se empregar compdsitos fluidos na construcao de
eletrodos compdsitos rigidos é a possibilidade do armazenamento (estocagem) do
material por um longo periodo, desde que o frasco esteja hermeticamente fechado,
para impedir a volatilizacdo do solvente. Entdo, um estudo foi realizado para verificar a
durabilidade dos compdsitos fluidos preparados em laboratério. Nesta investigacao,
preparou-se um compdsito fluido e apds 24 h de agitacdo da mistura foi construido um
eletrodo compdsito em suporte de ponteira (Figura 8a). Posteriormente, este mesmo
composito fluido foi armazenado em frasco fechado e a cada semana seguinte um
novo eletrodo foi construido a partir deste material fluido. Este procedimento foi
realizado tanto para o compdsito fluido ndo modificado quanto para o modificado com
AP). Os voltamogramas obtidos para cada eletrodo estdo apresentados na Figura 23.

A partir dos voltamogramas obtidos na Figura 23 conclui-se que o compdsito
fluido ndo modificado pode ser estocado por até trés semanas, pois os eletrodos
construidos neste intervalo de estocagem apresentaram praticamente o mesmo sinal
analitico. A partir da terceira semana, os eletrodos passam a ter sinais mais resistivos,
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provavelmente devido a uma polimerizacdo entre a resina epdxi e o endurecedor
dentro do frasco (“in situ”). No entanto, para o compésito fluido modificado com AP, a
estocagem nao é indicada, pois o voltamograma obtido com o eletrodo construido
com o compdsito modificado armazenado por uma semana apresentou picos

andmalos ou resistivos, devido a provavel decomposi¢cdao do modificador.
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Figura 23. Voltamogramas ciclicos obtidos para (A) eletrodo compdsito ndo modificado
construido logo apds a preparacdo do compésito fluido (0 s.) e construidos no decorrer
de cinco semanas de estocagem (primeira semana: 1s, quinta semana: 5s) na presenca
de KsFe(CN)s 5 mmol L' (B) Eletrodo contendo pAP; no corpo do eletrodo em meio de

eletrdlito suporte. Eletrdlito: KCI 0,5 mol L™ (A) e KCI 0,1 mol L™ (B).

Em outra abordagem, foi realizado um estudo para verificar o tempo de vida
util do eletrodo compésito (compdsito fluido apds insercdo na ponteira, cura e
polimento do eletrodo). Neste, foi observado que tanto os eletrodos ndo modificados
e modificados com AP permanecem funcionais por um periodo superior a seis meses
(tempo avaliado), desde que o eletrodo compdsito seja utilizado no intervalo da sua
faixa de trabalho e ndo submetidos a condi¢cbes de fluxo. Especificamente nos
compodsitos modificados, foi verificado que a atividade catalitica permanece
praticamente constante neste periodo, desde que a renovacdo da superficie seja
efetuada com suave polimento (lixa d’agua de granulacdo 1200 ou 2000) antes das

medidas eletroquimicas, pois o0 compdsito atua como um reservatorio de AP.
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3.2. Aplicagdes dos eletrodos compdsitos modificados com azul da Prussia
3.2.1. Sensor “3 em 1” adaptado ao sistema FIA
3.2.1.1. Otimizagdes no sistema FIA

Previamente as determinacdes de perdxido de hidrogénio em amostras reais,
foi necessdrio otimizar as condi¢Ges do sistema FIA, para obter as melhores condi¢des
de sensibilidade e freqliéncia analitica. A Figura 24 apresenta os picos obtidos quando
solucdes padrdo de peroxido de hidrogénio foram injetadas no sistema FIA em
diferentes vazdes e volumes. Nestes estudos, o percurso analitico foi de 20 cm (@
interno = 1,0 mm). Em percursos analiticos maiores (= 40 cm), os picos transientes
referentes as correntes de reducdo do perdxido foram pouco intensos e largos, devido

aos efeitos de dispersdao mais intensos nesta condicdo (resultados ndo apresentados).
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Figura 24. Amperogramas obtidos com o sistema FIA para: (A) inje¢des de 50 umol Lt
de H,0, em fung¢do de: (a) volume injetado (a; = 65; a; = 100; a3 = 165; a5 = 230 uL); (b)
vazdo (b1 =0,4; b, = 1,0; b3 =2,0 e by = 3,0 mL min™); (B) injecOes de padrdo de H,0, 30
pumol L? (volume injetado: 100 pL; vazdo: 1,0 mL min™). Eletrélito: KCl 0,1 mol L™

Potencial aplicado: -0,1 V (vs. EPR de compdsito de prata).

Como pode ser visto na Figura 24A, a injecao de volumes superiores a 100 pL
(a) ndo gera aumento no sinal amperométrico, somente alargamento do pico e,

consequentemente, uma menor frequéncia analitica. Em relagao a vazao, observa-se
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uma corrente de pico maxima em 1,0 mL min™. Vazdes inferiores fornecem picos
pouco intensos e largos, devido a uma maior dispersdo da zona da amostra na
tubulagdo do sistema FIA. No entanto, vazdes superiores resultam em picos estreitos e
menores, que se deve, respectivamente, a uma reduzida dispersdo da amostra e a
limitacdo cinética do mediador AP (redugdo eletrocatalitica do H,0, em menor
extensdo). Logo, o volume injetado de 100 plL a uma vazao de 1,0 mL min™ fornece a
melhor resposta em relagdo a frequéncia analitica (= 100 inje¢des por hora) e
sensibilidade. Estas condi¢cdes foram adotadas nos experimentos subsequentes.

Nestas condi¢bdes, um estudo de repetibilidade do sistema FIA foi realizado
mediante inje¢des sucessivas de solugdo padrao contendo 30 umol L™ de perdxido. O
amperograma obtido é apresentado na Figura 24B. O DPR calculado neste estudo foi
de 0,83 % (n = 14), indicando que o sistema FIA apresenta dtima precisdo quando o

sensor “3 em 1” é usado na deteccdo.

3.2.1.2. Determinagao de perdxido de hidrogénio em antisséptico bucal

O desempenho do método FIA empregando o eletrodo de compdsito
modificado (“3 em 1”) na deteccdo foi avaliado na quantificacdo de H,0, em amostras
de antisséptico bucal. A Figura 25 apresenta o amperograma e as respectivas curvas de
calibragdo obtidas com a injecdo de solugdes padrdes contendo H,O, no sentido
crescente e decrescente de concentracdo e duas amostras de antisséptico bucal. Todas
as solucdes (amostras e padrdes) foram previamente diluidas no eletrdlito suporte
utilizado como solugdo carregadora do sistema FIA (TPH 0,05 mol L e KCI 0,1 mol L?).

Conforme apresentado (Figura 25B), as curvas analiticas obtidas no sentido
crescente e decrescente foram lineares no intervalo de concentracdo avaliado (entre
10 e 200 pmol L™). Além disto, as duas curvas de calibracdo apresentaram 6timos
coeficientes de correlacdo (R) e valores de sensibilidade (inclinagGes das curvas)
semelhantes (Tabela 4), indicando que o ET de compdsito modificado com AP nao
apresenta efeitos de memoria.

Os resultados obtidos na determinacdo de H,0, nas duas amostras de

antisséptico bucal usando o método proposto (FIA com deteccdo amperométrica) e o
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método padrdo (titulacdo iodométrica) sdo apresentados na Tabela 5. Segundo o teste
t pareado (texp = 3,28 vs twp = 4,30), os resultados obtidos em relagdo ao teor de
peréxido nas amostras entre o método proposto e o método iodométrico

apresentaram boa concordancia a um nivel de confian¢a de 95% (n = 3).
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0,9

i 0,6
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empo /min A [H202] / pmol L1 B

Figura 25. (A) Amperograma obtido para inje¢ées (n=3) de solug¢des padrdo de H,0, no
sentido crescente de concentragdes (20, 35, 50, 75, 100, 150 e 200 pumol L'l), duas
amostras de antisséptico bucal (a e b) e destes padrdes no sentido decrescente. (B)
respectivas curvas de calibracdo para o sentido crescente (o) e decrescente (m).
Eletrdlito: TPH 0,05 mol L™ e KCl 0,1 mol L™ (pH 7,2); Potencial: - 0,1 V (vs. EPR de

compdsito de prata); Volume injetado: 100 pL; Vazdo: 1,0 mL min’t.

Tabela 4. Curvas de calibracdo e figuras de mérito obtidas na detecc¢do de H,0,.

Curva Equagdo da reta de calibragao LD* LQ* R

Crescente | (uA)=-0,00546 [H,0,] (umol L')-0,01345 0,8 umol L™ 2,6 umol L™ 0,999

Decrescente | (uA) = - 0,00540 [H,0,] (umol L") -0,02017 0,8 pmol L™ 2,6 pmol L™ 0,999

Tabela 5. Comparacdo dos resultados obtidos pelo método proposto e por titulacdo

iodomeétrica na determinacao de H,0, em amostras de antisséptico bucal.

Concentracao de H,0, (%)

Amostras FIA / Amperometria* lodometria* Erro relativo (%)**
a 1,19+ 0,04 1,12+ 0,03 6,1
b 1,94 + 0,05 1,86 + 0,04 4,1

* Média de 3 medidas. ** Erro relativo = 100 x (valor amperométrico — valor iodométrico) / valor iodométrico.
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De forma a avaliar a interferéncia de matriz na determinacdo de H,0,, um
estudo de adicdo e recuperacdo foi realizado. Neste estudo, as duas amostras de
antisséptico bucal foram analisadas antes e apds serem fortificadas com trés
diferentes concentracbes de perdéxido. Como pode ser observado na Tabela 6, as
recuperagdes ficaram préximas a 100%, evidenciando que ndo existe uma

interferéncia significativa da matriz da amostra.

Tabela 6. Resultados obtidos nos estudos de adicdo e recuperacdo de H,0, em

amostra de antisséptico bucal empregando o sensor “3 em 1” acoplado ao sistema FIA

H,0,] adicionad H,O trad 3
Amostras [H,0,] adicionado [H20,] encontrado  Recuperagdo

(umol L) (umol L) (%)

a 0 52,7 --
50 100,4 97,7
100 150,1 98,2
150 194,0 95,7

b 0 83,7 -
50 138,3 104,0
100 181,2 98,6
150 232,8 99,6

3.2.1.3. Determinagao de perdxido de hidrogénio em leite por FIA

Previamente a determinacdo de perdxido em leite, foi necessario investigar a
diluicdo de leite no eletrélito suporte (TPH 0,05 mol L™ e KCI 0,1 mol L™). Este estudo é
importante, pois o leite contém altas concentracdes de ions potdssio e cloreto, que sdo
espécies participantes na compensacao de cargas durante a reduc¢ao do H,O, na
superficie de AP [11]. Além disso, esta matriz pode conter alto teor de gorduras e
proteinas, acarretando na passivacdao do ET. Assim, realizou-se um experimento para
verificar os sinais das solu¢des de leite fortificadas com 100 pmol L' de H,0, em
distintas diluicdes no eletrdlito (200, 20, 10, 4 e 2 vezes). Vale ressaltar que em todas
as diluicGes a concentracao final do eletrélito suporte foi mantida. Comparando-se as
correntes de H,0, no eletrdlito puro e na presenca de leite em distintas diluicdes,
calculou-se as respectivas recuperacoes. Para ilustrar os resultados deste estudo, um

grafico das recuperacgdes calculadas nas distintas diluicdes é apresentado na Figura 26.
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Figura 26. Recuperacgdes calculadas para as amostras de leite desnatado (m) e integral
(o) fortificadas com H,0, em distintas diluicdes no eletrdlito suporte (TPH 0,05 mol L™

e KCl 0,1 mol L™}).

Conforme pode ser observado na Figura 26, o peréxido pode ser determinado
com boa exatiddo em diluicGes superiores a dez vezes (recuperacdo entre 90 e 110 %).
Em diluigdes menores do que esta, as recuperagdes sao menores do que 90 %, pois 0s
sinais no amperograma (ndo apresentado) sdo menores do que os esperados. Isto se
deve provavelmente a problemas da matriz, como a presenca de espécies que
contaminem o eletrodo (p. ex. gorduras, proteinas) ou devido a maior quantidade
relativa de fons no pacote de amostra (principalmente K* e CI') do que na solucdo
transportadora (TPH 0,05 mol Lt e KCl 0,1 mol L'l). No entanto, deve ser evitado o uso
de diluicdes muito altas (fatores da ordem de 200 vezes), pois a precisdo e a
intensidade de corrente diminuem proporcionalmente. Logo, nas medidas posteriores
foi adotada a diluicdo da amostra de dez vezes no eletrélito suporte.

Na Figura 27 sdao apresentados os amperogramas com injecdes de algumas
solucdes de perdxido e de leite UHT integral e desnatado (puro e fortificado com
H,0,), de forma a quantificar e avaliar a recuperacdo do H,0, com o sistema proposto.
Como pode ser observado, o perdéxido ndo foi detectado em nenhuma das amostras
avaliadas. No entanto, a recuperacao do sistema foi bem préxima a 100 %, o que torna

o método confidvel para quantificar H,0, numa amostra que estivesse adulterada.
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Figura 27. (A) Amperogramas para inje¢cées em triplicata de solug¢bes contendo,
respectivamente: padrdes de H,0, (p1 a ps: 10 a 200 pumol L), amostras diluidas de
leite desnatado (d: sem H,0,; d;, d, e d3 com adi¢do de H,0; nas concentrag¢des de 50,

100 e 150 pumol L'*) e integral (i); (B) curva de calibracdo. Condiges iguais a Figura 25.

No item 3.1.4 foi concluido que o eletrodo compdsito de adesivo epdxi e grafite
(modificado ou ndo com AP) apresenta funcionalidade superior a seis meses sob
condicGes estaciondrias. No entanto, em condicGes de fluxo (sistemas FIA), esta
longevidade é drasticamente reduzida para apenas um dia de trabalho. Esta limitagao
se deve, provavelmente, ao acelerado inchamento do adesivo epodxi (interacdo entre o
polimero e as solu¢bes aquosas). Devido a isto, seria desejavel o emprego de um
sistema menos agressivo ao eletrodo compdsito (tal como um sistema estacionario) e
gue ao mesmo tempo ndo perdesse algumas das vantagens dos sistemas FIA (alta
frequéncia analitica, sensibilidade e baixa contaminacdo do eletrodo). Para alcancgar

este objetivo, o eletrodo compdsito modificado com AP foi adaptado num sistema BIA.

3.2.2. Eletrodo compdésito modificado em sistema BIA

A proposta de utilizar o ET de compdsito em um sistema BIA convencional
gerou a necessidade da construcdo do eletrodo compdsito modificado com AP em
dimensdes maiores, para facilitar sua adaptacao na célula BIA. Logo, o material fluido
foi imobilizado em um suporte maior (tubo de poliamida, Figura 9). Na Figura 28A sao

apresentados os voltamogramas ciclicos deste eletrodo e de um eletrodo em suporte
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de ponteira de micro-pipeta (usado no sistema FIA), ambos construidos a partir de um
compdsito fluido contendo 10 % de grafite modificado com AP pelo procedimento 2
(10 % de Gr-pAP,). Ja na Figura 28B s3o apresentados os voltamogramas do eletrodo
modificado com AP (10 % Gr-pAP;) e de um ndo modificado (100 % de Gr).

Conforme apresentado na Figura 28A, as densidades de corrente dos
voltamogramas obtidos com o eletrodo contendo AP usado em BIA (J = 7,2 mm) e em
FIA (O = 1,6 mm) sdao semelhantes, visto que os dois eletrodos foram construidos a
partir do mesmo compdsito fluido (contendo 10 % de Gr-pAP;). Nos voltamogramas da
Figura 28B sdo observadas as mesmas evidéncias que identificam o AP no compdsito,
como a presencga dos picos redox e aumento da corrente de fundo, conforme discutido
na se¢do 3.1.1. No entanto, nestes voltamogramas ciclicos, registrados numa faixa de
potencial maior (-0,1 V a +1,0 V), ndo foi possivel observar o segundo par redox do
FeHCF (AP/AmP = +0,9 V, Figura 5). Provavelmente, isto se deve a degradacgdo

(oxidacao) do adesivo epdxi em potenciais mais positivos que +0,7 V (Figura 28B).
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Figura 28. Voltamogramas ciclicos comparativos entre: (A) ET modificado com AP
utilizado no sistema FIA (J; = 1,6 mm; A = 0,0201 cmz) e ET modificado com AP usado
no sistema BIA (J; = 7,2 mm; A = 0,4072 cm?); (B) ET compdsito (usado em BIA) puro e

modificado com AP. Velocidade de varredura: 20 mV s™. Eletrélito: KCl 0,1 mol L.

Posteriormente, este eletrodo compdsito modificado com pAP, foi usado nos
experimentos empregando o sistema BIA com deteccdo amperométrica através de
injecbes de solucdes contendo H,0,. O primeiro passo consistiu na avaliacdo das
caracteristicas do sistema em funcdao do volume injetado de solucdo. Neste estudo,
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distintos volumes de uma solugdao padrao de perdxido foram injetados na célula BIA
em velocidade constante. Os picos obtidos neste estudo e um grafico apresentando as
relagcdes obtidas entre as correntes de pico, frequéncia analitica e volume injetado sao
apresentados na Figura 29A e 29B, respectivamente. Conforme apresentado, as
correntes obtidas sdo dependentes do volume injetado, devido a quantidade de
moléculas do analito que entram em contato com a superficie do ET. No entanto, a
frequéncia analitica € menor quando o volume injetado é maior, devido ao maior
tempo de contato da solucdo injetada com o eletrodo. De acordo com a Figura 29,
nota-se que um volume injetado de 100 pL é possivel combinar razoavel sensibilidade
com frequéncia analitica adequada (em torno de 80 inje¢Ges por hora). Portanto, este

volume foi adotado nos experimentos posteriores.
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Figura 29. (A) Perfil dos picos obtidos para injeces de solugdes de H,0, 50 umol L' no
sistema BIA em fungdo de distintos volumes injetados (25, 50, 100, 150 e 200 uL); (B)
Dependéncia da corrente de pico e da freqliéncia analitica em funcdo do volume
injetado. Velocidade de dispensa: 156 uL s, Distancia eletrodo-ponteira: 2 mm.

Potencial aplicado: 0,0 V (vs Ag/AgCl/xcisat); Eletrélito: KCI 0,1 mol L

A micropipeta eletrénica empregada no sistema BIA (Eppendorf® Multipippete
Stream) na injecdo das amostras oferece dez velocidades de injecdo diferentes (niveis
1 até 10). Experimentalmente, foi calculado que estes niveis correspondem,
respectivamente, as seguintes velocidades de inje¢do: vy = 28; v, = 43; v3 = 56; v4 = 75;
vs = 100, vg = 113; v; = 156; vg = 193; vg = 256 e vip = 344 uL st Entdo, para investigar

as caracteristicas do sistema em fungao da velocidade de injec¢do, aliquotas de 100 pL
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de uma solugdo de perdxido 50 umol L™ foram inseridas na célula BIA nas dez
velocidades de injegdo disponiveis. O amperograma obtido para estas inje¢es e a
dependéncia da velocidade de injecdo com a freqiiéncia analitica sdo mostrados nas
Figuras 30A e 30B, respectivamente. Conforme observado, as correntes de pico
correspondentes as velocidades de inje¢do de 75 e 100 uL st sdo um pouco mais
intensas do que em outras velocidades. No entanto, as maiores frequéncias analiticas
sao obtidas acima de 100,0 uL st pois os picos correspondentes sao mais estreitos
(Figura 30A). Logo, esta velocidade (100,0 pL s™) foi adotada nos experimentos
posteriores, pois nesta condicdo é possivel associar simultaneamente maiores

correntes de reducgao e frequéncia analitica.
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Figura 30. (A) Perfil dos picos amperométricos obtidos com injecdes de solucdo de
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H,0, 50 umol L™ em diferentes velocidades de injeco (1 até 10: 28 a 344 pL s); (B)
Dependéncia da corrente de pico e frequéncia analitica em fun¢do das velocidades de

injecdo. Volume injetado: 100 uL. Demais condigdes idem a Figura 29.

Posteriormente, foram realizadas injecGes de solu¢des contendo concentracdes
crescentes de H,0, com o objetivo de avaliar a faixa linear de resposta (corrente versus
concentracdo) empregando o sistema BIA (Figura 31A). A partir deste experimento foi
obtida uma curva de calibracdo linear em um amplo intervalo de concentracdo (0,1 até
3,0 mmol L) e com a seguinte equac3o de reta: i(LA) = - 35,20 [H,0,] (mmol L) +0,38
(R = 0,994). Além disso, este ET ndo apresentou efeitos de memdria, visto que as
inclinagcdes das duas curvas de calibracdo sdo semelhantes (injecdo de solugdes

contendo H,0, em ordem crescente e decrescente de concentragdo), conforme pode
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ser observado na Figura 31B e nas equagdes: i(nA) =-34,12 [H,0,] (mmol L") + 0,49 (R
= 0,999) (Curva de ida); i(uA) = -34,72 [H,0,] (mmol L") + 0,52 (R = 0,999) (Volta).

7 T, 5
[H,0,]  mmol L

L k - -5 - k; k —
0 300 600 900 1200 1500 0 500 1000 1500

Tempo /s A Tempo /s

Figura 31. Amperogramas obtidos para: (A) injecoes de solu¢des padrao de H,0, (0,1 —
3,0 mmol L) e (B) injecOes de solugbes padrdo de H,0; (0,1 - 0,6 mmol L) no sentido
crescente e decrescente de concentragdes. Velocidade de injegao: 100 uL s’ Volume

injetado: 100 L. TPH 0,05 mol L™ e KCI 0,1 mol L™ (pH 7,2).

Finalmente, os estudos de determinacdo de H,0, no leite foram realizados. Na
Figura 32 é apresentado o amperograma obtido para injecdes de solucdes padrdo de
H,0,, de solucbdes de uma amostra de leite pura e de leite fortificado com H,0,, para
guantificar o peréxido no leite e avaliar a recuperacdao do sistema. Neste caso, as
amostras de leite foram previamente diluidas no eletrdlito suporte de tampao fosfato
0,05 mol L™ e KCI 0,1 mol L™ antes das injeces (mesma condicdo do sensor “3 em 1” /
FIA). Cada amostra de leite foi fortificada na concentracado de 300 e 800 mg LY gue sao
as quantidades normalmente utilizadas em adulteracdes desta finalidade (funcao
antibacteriana), segundo informacdes da ANVISA [140]. As recuperacoOes calculadas
para H,O, em trés amostras de leite UHT desnatado e trés de leite UHT integral sdo
apresentadas na Tabela 7. O H,0, ndo foi detectado em nenhuma das amostras
analisadas. No entanto, se houvesse adulteracdo do leite com H,0,, o sistema
proposto poderia ser empregado com sucesso, visto que as recuperacoes calculadas na
maioria das amostras foram proximas a 100 %.

Quando sdo consideradas injecbes de varias amostras, o sistema também

apresentou uma boa estabilidade. As correntes de pico obtidas para dez inje¢des de
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solugdes de leite integral (diluido 10 vezes) fortificado com 3,0 mg L' de H,0,
apresentou DPRs de 0,85 % (Figura 32B). Além disto, os sinais ndo diminuiram durante

as injegdes, indicando ndo haver contaminacao significativa da superficie do ET.

(A) (B
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Figura 32. Amperogramas obtidos para (A) injecdes em duplicata dos padrdes de H,0,
(p1— ps: 10 - 100 mg L  ou 0,294 a 2,94 mmol L), amostra de leite n3o dopada (ap) e
dopada com H,0, (a;: 300 mg L™ e a,: 800 mg L) e (B) dez injecBes de solucio de leite

dopado com 3,0 mg L™. Fator de diluicdo = 10. Condigdes iguais a Figura 31.

Tabela 7. Resultados obtidos nos estudos de adicdo e recuperacdao de H,0, em leite

empregando o método BIA / amperométrico.

[Hy0,] ad.  [H,0,] det. Rec. [H,0,] ad. [H,0,] det. Rec.
AmMOStra gl (mglh) () | ™M mglh)  (mglh) (%)
12 0 0 - 4° 0 0 0
1° 300,0 286,7 95,9 4° 300,0 322,3 107,4
1° 800,0 702,4 87,8 4° 800,0 821,3 102,7
22 0 0 0 5P 0 0 0
2° 300,0 274,4 91,5 5P 300,0 273,0 91,0
2° 800,0 714,3 89,3 5° 800,0 688,8 86,1
3° 0 0 0 6° 0 0 0
3° 300,0 302,3 100,8 6° 300,0 249,1 83,0
3° 800,0 785 98,1 6° 800,0 696,0 87,0

®amostras de leite UHT desnatado; ® amostras de leite UHT integral;
[H,0,] ad.: concentragdo adicionada; [H,0,] det.: concentracdo determinada. Rec. (%): Recuperagdo.

Por ultimo, é importante considerar algumas vantagens do uso do eletrodo
composito de maior diametro (BIA) em relacdo ao sensor “3 em 1” (FIA):

> Elevada estabilidade (robustez): apds vdrias medidas amperométricas de

peroxido (acima de 500 injecdes), o ET permaneceu praticamente com a mesma
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atividade catalitica, devido a manutencdo das correntes de pico obtidas no decorrer
das injecGes de perdxido (queda de corrente menor que 30 %). Além disto, os
voltamogramas ciclicos obtidos antes e apds as medidas foram semelhantes, indicando
a manutencdo da integridade do ET (sem o inchamento do polimero). Devido a isto, o
mesmo ET compdsito modificado com AP foi usado em todos os estudos e anadlises
realizados com o sistema BIA proposto.

> Sensibilidade: Devido ao maior diametro do eletrodo compésito usado (J = 7,2
mm), a sensibilidade foi oito vezes maior do que a do sensor “3 em 1”. As equaces
obtidas foram: i(pA) = -0,81 [H,0,](mg L") + 2,68 e i(nA) = -0,10 [H,0,](mg L) - 0,03.

> Sistema portatil: A célula BIA e os seus componentes podem ser facilmente

transportados e utilizados fora do laboratério. Deste modo, este sistema pode ser

empregado para analises em campo de maneira mais vidvel do que um sistema FIA.

3.3. Aplicagdes do eletrodo de BDD adaptado ao sistema BIA

3.3.1. Determinagdes simultaneas com detec¢ao por MPA

O histérico de determinagGes simultaneas com deteccdo por MPA empregando
somente um eletrodo de trabalho em sistemas FIA é recente, com o primeiro trabalho
publicado em 2001 [125], no qual foi descrito a determinacdo simultanea de glicose e
frutose. Posteriormente, determinagdes simultaneas de outros analitos em variadas
formulagcbes farmacéuticas empregando o sistema FIA-MPA foram propostas pelo
nosso grupo de pesquisa [126, 127, 172]. No entanto, estas determinagcdes no sistema
BIA com deteccdo por MPA (BIA-MPA) ndo haviam sido propostas até o momento. Os
primeiros estudos com este enfoque foram realizados com principios ativos presentes
em uma mesma formulacdo farmacéutica disponivel no mercado (compostos modelo):
paracetamol (PA) e cafeina (CA).

Para tal estudo, um eletrodo compdsito ndo modificado foi inicialmente
avaliado como ET. A Figura 33B apresenta os amperogramas obtidos para inje¢des de
solugdes contendo PA ou CA (ambas 250 umol L") no sistema BIA-MPA (aplicacio de

10 pulsos de potencial em fun¢do do tempo) com este eletrodo em meio de tampao
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acetato 0,1 mol L™ (pH =4,7) [129]. Conforme observado, o PA é oxidado na superficie
do eletrodo compdsito em potenciais acima de + 1,0 V e o respectivo produto de
oxidacdo é reduzido em pulsos de potencial menores que +1,0 V. J4 a CA ndo é
eletroativa nestas condicdes, devido, provavelmente, as elevadas correntes de fundo
(E; = -180 pA e Ejp = 70 pA), consequéncia de uma menor janela de potencial do ET de
compdsito (Figura 33A). Entdo, este experimento foi repetido empregando BDD como
ET. Conforme apresentado na Figura 33C, tanto o PA (a partir de +1,0 V) quanto a CA (a
partir de +1,4 V) apresentaram elevadas correntes de oxidacdo na superficie do BDD,
além de apresentarem reduzidas correntes de fundo (E; = -2 pA e E;jo = 18 pA) quando
comparadas aos do ET compdsito. De fato, as correntes de fundo do BDD sdao menores
devido a ampla janela de potencial e as baixas correntes capacitivas (menor resisténcia
O0hmica) apresentadas por este eletrodo (Figura 33A). Devido a estas caracteristicas, o
BDD foi utilizado como ET nos estudos de determinacdo simultdanea no sistema BIA-
MPA. Nas proximas secdes serdao apresentados os resultados e discussdes acerca dos

conjuntos de analitos avaliados nesta tese: PA/CA, DI/CA e TBHQ/BHA/BHT.
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Figura 33. Voltamogramas obtidos em meio de TAC 0,1 mol L' com o eletrodo
compodsito e BDD (A); Amperogramas para injecées de solugdo de PA ou CA (ambos
0,25 mmoL?) no sistema BIA com o eletrodo compésito (B) ou BDD (C). Condices (B e
C): E; =+0,7V e Eyp=+1,6 V (pulsos aplicados em intervalos de 0,1 V de forma

continua e ciclica); t.puso: 70 ms cada. Vol.injetado: 300 UL; Vel.injeczo: 75 L s,

3.3.1.1. Paracetamol (PA) e Cafeina (PA)

O primeiro estudo realizado para determinacdo simultdnea de PA e CA foi

direcionado para a investigacdo do comportamento eletroquimico destes analitos no
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eletrodo de BDD (Fig. 10) em meio de TAC 0,1 mol L (pH = 4,7) usando o sistema BIA
semelhante ao apresentado na Fig. 11. Entdo, dez pulsos de potencial foram aplicados
sequencial e ciclicamente em fun¢dao do tempo (Fig. 34A) no eletrodo de trabalho
(BDD), enquanto solugdes de PA ou CA 25 mg L™ foram injetadas no sistema BIA (célula
do tipo “wall Jet”). Dessa forma, em uma Unica injecdao foi possivel obter dez
amperogramas “simultaneamente”, um para cada pulso de potencial aplicado (Figura
34B). A partir dos picos transientes registrados em cada amperograma, foram plotados
os voltamogramas hidrodinamicos de cada analito (Figura 34C). Como observado neste
grafico, os dois analitos sdao oxidados na superficie do ET. No entanto, o PA é oxidado
na superficie do BDD a partir de +0,8 V, atingindo a corrente limite préximo a +1,1 V. J&
a CA somente é oxidada em potenciais maiores que + 1,3 V, atingindo um maximo de
corrente em +1,5 V. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos em outros dois

trabalhos de determinacdo simultdnea destes analitos [116, 129].
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Figura 34. (A) Esquema da sequéncia de pulsos de potencial aplicados no ET de BDD
(forma ciclica) no estudo do comportamento eletroquimico de PA e CA empregando
um sistema BIA; (B) Amperogramas obtidos em funcdo da injecdo de solugdo contendo
PA ou CA 25 mg L'%; (C) respectivos voltamogramas hidrodinamicos. Eletrdlito: TAC 0,1

mol L (pH 4,7); Volume injetado: 150 pL; Velocidade de injegdo: 56 pL st tpulso: 70 ms.

Na literatura foram encontrados os esquemas da eletro-oxidacao de PA e CA na
superficie de eletrodos de carbono. Segundo Miner et al. [173], a oxidacdo do
paracetamol (Fig. 35a) envolve a perda de dois protons (H*) e dois elétrons, formando
como produto o N-acetil-p-benzoquinonaimina (Figura 35b). Hansen et al. [174]

propuseram que o mecanismo de eletro-oxidacdo da cafeina envolve a perda de
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quatro elétrons e quatro prétons. Na primeira etapa, a molécula de cafeina (Fig. 35c)
perde dois elétrons e dois prétons H' lentamente, formando um &cido Urico
substituido com 3 grupos metil (Figura 35d). Em seguida, este composto perde mais
dois prétons e dois elétrons originando um andlogo 4,5 diol do acido urico (Figura

35e), que rapidamente se fragmenta.
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Figura 35. Esquemas das reac¢Oes de oxidacao do PA [173] (1) e de CA [174] (2). (a) PA

nkz

ch Hy

ou acetaminofeno; (b) N-acetill-p-benzoquinonaimina; (c) Cafeina; (d) Acido Urico

substituido com trés grupos metil; (e) analogo 4,5-diol do acido urico substituido.

Baseado nos voltamogramas hidrodinamicos (Figura 34C), a aplicacdo de pulsos
de potencial entre + 0,9V e + 1,2 V promovem a detec¢do de PA sem a interferéncia da
CA e aplicando-se pulsos maiores do que + 1,3 V ao ET, ambos os analitos serdo
oxidados (PA e CA). No entanto, nesta tese propusemos a determinacgao simultanea de
PA e CA utilizando o sistema BIA-MPA. Na deteccdo por MPA é possivel aplicar de 2
(dois) a 10 (dez) pulsos de potencial (em funcdo do tempo) com o monitoramento da
corrente em cada um destes pulsos separadamente, o que permite a obtencdo de até
10 amperogramas (programa GPES da Autolab — Metrohm, versdo 4.9). Logo, o PA
pode ser detectado seletivamente em potenciais no intervalo entre + 0,9 Ve + 1,2V,
enguanto que PA e CA podem ser detectados simultaneamente em potenciais mais
positivos do que + 1,5 V. A corrente relativa a oxidacdo da CA pode ser encontrada a
partir da subtracdo das correntes detectadas nos dois pulsos de potencial.

A Figura 36B apresenta os amperogramas obtidos nos pulsos de + 1,2 V e +
1,55 V para injecdes em duplicata de trés distintas solucdes teste, contendo: (1)
somente PA 25,0 mg L™, (2) somente CA 25,0 mg L' e (3) PA e CA 25,0 mg L™ cada.
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Figura 36. (A) Sequéncia de pulsos de potencial aplicados no ET (“wave form”); (B)
Amperogramas de multiplos pulsos obtidos apds injecdes (em duplicata) de solugdes
contendo PA 25 mg L™ ou CA 25 mg L™ e mistura de PA e CA na mesma concentracgao.

Eletrélito: TAC 0,1 mol L; velocidade de injegdo: 156 pL s™; volume injetado: 100 pL.

Como pode ser observado, somente PA é oxidado em + 1,2 V, pois a corrente
média observada nas inje¢cdes de PA ou PA + CA no pulso de + 1,2 V é praticamente a
mesma (4,51 e 4,52 pA, respectivamente), além de ndo existir uma corrente detectavel
em + 1,2 V na injecdao de solugao contendo somente CA. No entanto, a corrente total
observada no potencial de + 1,55 V para as inje¢oes da solucdo mista de PA e CA (14,26
HA) corresponde a soma das correntes adquiridas na injecdo de cada composto
individualmente (6,08 pA para PA e 8,20 pA para CA). E importante ressaltar que a
corrente de oxidacdo da solu¢dao contendo somente PA (Figura 36B) ndo é exatamente
igual nos dois pulsos de potencial aplicados. A corrente de oxida¢do no pulso + 1,55 V
(6,08 pA) é maior do que a corrente detectada em + 1,2 V (4,51 pA). Entdo, uma
simples subtragao das correntes detectadas nos dois pulsos de potencial (i.1,55 v — i+1,2v)
ndo fornece a corrente relativa a oxidacdao da CA. No entanto, este problema pode ser
contornado através do uso de um fator de correcdo (FC), que é obtido pelo calculo da
razao da corrente de PA obtida em + 1,55 V pela corrente de PA em + 1,2 V mediante a
injecdo de solucdo contendo somente PA. Assim, o sinal relativo a CA pode ser obtido
pela subtracdo das correntes em +1,55 V pela corrente de PA em + 1,20 V (corrente de
PA em + 1,20 V ajustado pelo FC). As equacbes 6 e 7 sdo usadas no calculo das

correntes de CA e no cdlculo do fator de corregao, respectivamente.
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i(:A = i+1,55\/ _( i+1,20v xFC ) (6)

FC = iPA+1,55\/ / iPA+1,20\/ (7)

Logo, adquirindo-se dois amperogramas em pulsos de potencial adequados e
recorrendo a simples ferramentas matematicas (equacdes de primeiro grau) é possivel
discriminar as correntes de dois analitos presentes numa mesma solugdo, o que é

indispensavel em determinacdes simultaneas realizadas por BIA-MPA.

3.3.1.1.1. Otimizagdes no sistema BIA-MPA

De forma a obter adequado desempenho (maior sensibilidade, frequéncia
analitica e reprodutibilidade), é importante otimizar as condi¢des do sistema BIA-MPA.
Primeiramente, injecdes de solucdes de PA 50 pmol L™ foram realizadas no sistema
BIA com ponteira da micropipeta a diferentes distancias da superficie do ET (2, 3,4 e 5
mm). Foi observado que o aumento da distancia causou uma diminuicao gradual da
corrente e da reprodutibilidade do sistema, devido, provavelmente, ao aumento da
dispersao da zona de amostra [2, 32]. Além disto, em distancias menores que 2 mm
existe um decaimento do sinal, devido a efeitos de retorno da amostra injetada [30,
32]. Logo, todas as medidas seguintes foram realizadas com uma distancia entre a
ponteira da pipeta eletrénica e o ET de aproximadamente 2 mm.

Posteriormente, foram estudadas as variagdes na corrente de oxidacdao de PA e
o fator de correcdo (FC) em funcdo do tempo de aplicacdo dos pulsos de potenciais,
volume e velocidade de injecdo no sistema BIA-MPA. A Figura 37A apresenta os
resultados obtidos em funcdo da variacdo no tempo de aplicacdo dos pulsos de
potencial aplicados ao ET.

A corrente detectada em uma medida amperométrica é a soma da corrente
capacitiva, Ic (originada na dupla camada elétrica quando um pulso de potencial é
aplicado) e da corrente faradaica, If (devido ao processo de transferéncia de carga no
eletrodo). Entretanto, em medidas de analise por injecdo em fluxo (FIA) ou em
batelada (BIA) com deteccdo amperométrica pulsada, a Ic é monitorada
constantemente durante a aplicacdo dos pulsos de potencial, e a I é observada
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somente no momento da passagem da aliquota de solucdo que contém a espécie
eletroativa na superficie do eletrodo. Uma condicdo que deve ser observada é a
concentragdo do eletrdlito suporte, a qual deve ser relativamente constante em todas
as solucdes (padrdes e amostras) e pelo menos 50 vezes superior a concentra¢do do
analito. Conforme apresentado (Figura 37A), com o aumento nos tempos de aplicagao
dos pulsos de potenciais, as i de oxidacdo em +1,2 V e +1,55 V se mantiveram
relativamente constantes. Segundo a literatura [27] este fen6meno ocorre quando a
reposicao da espécie eletroativa na superficie do eletrodo é suficientemente rapida
(156 pL st ou 9,4 mL min'l) para evitar a polarizagdo por concentra¢dao. Apesar da
pequena variacdo na corrente detectada em ambos os pulsos de potenciais, o FC
apresentou uma variacdo um pouco maior (de 1,5 a 1,25), pois a corrente em + 1,20 V
apresentou pequeno aumento e a corrente em + 1,55 V, pequeno decréscimo em
funcdo do aumento no tempo de aplicacdo dos pulsos de potencial. As variacOes
observadas neste estudo (corrente e fator) sdo evitadas mantendo-se os tempos de
aplicagdao dos pulsos de potenciais constantes durante uma analise. Além disto, as
variagOes (FC) do fator foram maiores nos tempos de pulso mais elevados.

Na Figura 37B e 37C sdo apresentados os resultados obtidos no sistema BIA
(corrente de oxidacdo e FC) em funcdo do volume e velocidade de injecdo,
respectivamente. Conforme a Figura 37B, a corrente de oxidacdo do PA aumenta em
ambos os pulsos de potencial (+1,2V e +1,55V) até um volume injetado de 75 pL. No
entanto, em volumes injetados maiores que 75 L, as correntes nos dois pulsos de
potencial se tornam relativamente constantes (logo o fator também atinge um valor
constante). Entdo, empregando volumes de injecdo acima de 75 ulL, o sistema atinge o
patamar de corrente (iwax) que corresponde a corrente limite (i) observada em
sistemas hidrodindmicos. Ainda na Figura 37B é possivel notar melhora na
reprodutibilidade (diminuicdo dos DPs) quando aumenta-se o volume injetado, devido
ao aumento do numero pontos de corrente adquiridos em iyax. No entanto, num
volume injetado alto a frequéncia analitica do sistema torna-se menor, devido ao
aumento do periodo de injecdo e consequente alargamento do pico. Logo, num
volume injetado de 100 uL é possivel combinar sensibilidade, reprodutibilidade e

frequéncia analitica.
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Figura 37. Sinais de corrente médios (n=3) para injecdes de solugdo de PA 50 umol L'e
dos respectivos fatores (igp/ie1) com DPs em fungdo de: (A) tempo de aplicagdo dos
pulsos de potencial; (B) volume injetado e (C) velocidade de injecdo. Condicdes:
Volume injetado: 100 pL (A e C); Velocidade de inje¢do: 156 uL s (A e B); Pulsos: E; =
+1,2Ve E; =+1,55V (A, B e C); Touiso: 40 ms (B e C). Eletrdlito: TAC 0,1 mol L

Na Figura 37C é possivel observar um aumento nas correntes de oxidagao do
PA monitoradas nos dois pulsos de potencial (+1,2V e +1,55V) com o incremento na
velocidade de injecdo. Este resultado pode ser explicado pelo aumento da taxa de
transporte de massa por unidade de tempo da solugdo para a superficie do eletrodo de
trabalho. Como consequéncia, diminui-se a espessura da camada de difusdao
(estagnada) de Nernst e um maior sinal amperométrico é detectado [175]. Este sinal
deveria alcangar um valor maximo constante (i.1 v € i+1,55v). No entanto tal fato ndo foi
observado, provavelmente, devido a elevada 4rea do eletrodo de trabalho (22,9 mm?).
No entanto, a reprodutibilidade do sistema é levemente reduzida quando foram
empregadas as duas maiores velocidades de injecdo (256 e 344 puL s™'). Por exemplo, o

DPR das correntes de oxidagao de PA (n = 3 injegOes) foi de 0,3 % a 56 uL s'ede0,8%
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a 344 uL s, Como as correntes nos dois pulsos de potencial (i+120v € i+1,55v)
aumentaram proporcionalmente (de 56 a 344 uL s!), o fator de corre¢do manteve um
valor praticamente constante de 1,485 (+ 0,004) neste intervalo de velocidade (1,485 +
0,004). A velocidade de injecdao de 156 uL s foi selecionada para as determinagdes
simultaneas de PA/CA e DI/CA. Nesta velocidade, a analise é rapida e o DPR em estudo
de repetibilidade é baixo.

Outro ponto que deve ser considerado é o numero de vezes que a corrente é
adquirida (leitura de corrente) pelo programa que controla o potenciostato durante o
tempo que um pico transiente é gerado numa injecdo de amostra ou solugdo padrao
no sistema BIA. Empregando o programa GPES 4.9 que controla o potenciostato
microAutolab Ill, somente uma aquisicdo de corrente é realizada durante a aplicacdo
de um pulso de potencial (préoximo do final do pulso). Assim, em tempos de pulso
maiores (volume injetado: 100 pL; velocidade de injegdo: 156 uL sY) pode haver perda
de reprodutibilidade na resposta do sistema BIA com deteccdao amperométrica pulsada
devido a baixa quantidade de pontos adquiridos na regido do pico onde a corrente é
maxima. A Figura 38A apresenta os DPR para trés injecdes de solugdo contendo PA em
funcdo da variacdo no tempo de aplicacdo do pulso de potencial em cada
amperograma (em + 1,20 e + 1,55 V). Neste caso é possivel notar que em tempos de
pulso maiores que 125 ms, os DPRs das correntes sdao elevados. Consequentemente os

DPs dos fatores neste intervalo também sdao maiores em maiores (Figura 38A e e 37A).
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Figura 38. (A) DPR (n = 3) das correntes monitoradas no sistema BIA-MPA (em +1,20 V
e +1,55 V) e do fator (FC = i, ssv/i+120v) para trés inje¢des de solugdo de PA 50 pumol L?
e o0s respectivos amperogramas adquiridos empregando tempos de pulso de (B) 40 ms

e (C) 400 ms. Volume injetado: 100 pL; Velocidade de injegdo: 156 uL st

Conforme pode ser observado na Figura 38C, quando se usa um tempo de
pulso de potencial de 400 ms (em +1,2V e +1,55V), o nimero de vezes que a corrente é
adquirida durante um procedimento de injecdo é pequeno (somente uma leitura no
apice do pico). Neste caso, existe uma probabilidade consideravel de que nao haja
leitura de corrente no momento exato em que a corrente detectada é maxima. Assim,
a repetibilidade do método pode ficar comprometida devido a lentidao na leitura da
corrente, pois um ponto é adquirido em cada amperograma a cada 800 ms. Quando
tempos de pulso menores sdo usados, tal como 40 ms (Figura 38B), um nimero maior
de leituras de correntes sdao possiveis durante a passagem da aliquota da solucao
padrdo ou amostra sobre a superficie do ET (uma leitura em cada amperograma a cada
80 ms), o que é favoravel para a obtencdo de uma melhor repetibilidade. Concluindo,
guando o tempo total de aplicacdo dos pulsos de potencial empregando MPA for

muito elevado, as respostas obtidas podem ndo corresponder ao transporte de massa
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predominante no momento da injegdo, pois a leitura da corrente tende a ser mais
lenta do que a passagem da aliquota injetada pelo ET. O tempo de contato da solucdo
amostra ou padrdao com o eletrodo de trabalho pode ser controlado pelo volume e
velocidade de injecao.

Como consequéncia do comportamento de cada varidvel discutida acima, as
condicBes utilizadas (otimizadas) na determinacgdo simultdanea de PA e CA foram as
seguintes: pulsos de potencial aplicados: +1,20V (40 ms) e +1,55V (40 ms); volume

injetado: 100 pL e velocidade de injegao: 156 uL st

3.3.1.1.2. Aplica¢g6es em formulagdes farmacéuticas

Conforme exposto anteriormente, na determinacdo simultdnea de PA e CA
empregando BIA-MPA, a seguinte escada (sequéncia) de potenciais foi alternadamente
(“constantemente”) aplicada em funcdo do tempo:

(1) + 1,20 V (40 ms): oxidacao e determinacdo de PA sem a interferéncia da CA;
(2) +1,55 V (40 ms): oxidacdao de ambos, com a quantificacdo da CA sem a interferéncia
do PA pela subtragdo de i.1 sy de i.12v (ajustada pelo fator de corregdo - FC).

No entanto, alguns requisitos devem ser observados para a obten¢do de
resultados confidveis em determinacdes simultaneas empregando MPA e somente um

eletrodo de trabalho, como:

(1) Manutencdo das condigoes do sistema BIA-MPA durante o experimento:
Obviamente, os parametros do sistema BIA-MPA (velocidade de inje¢dao, volume
injetado, tempo e sequéncia dos pulsos de potencial) devem ser mantidos constantes
durante a andlise, pois conforme discutido anteriormente, as respostas do sistema

(sensibilidade, freqliéncia analitica, precisdo) sdo influenciadas por estes parametros.

(2) Relagao linear entre a concentragdao dos analitos e suas respectivas correntes de
oxidagdo: Tanto em determinagdes simultaneas como em qualquer analise quimica, a
resposta do sistema deve ter uma relacdo linear com a concentracdo do analito.
Portanto, antes da injecdo de solugGes padrdo contendo as espécies de interesse, esta
faixa de concentragdo deve ser estabelecida com cada analito individualmente.
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(3) Sele¢do de uma faixa de concentragdo onde o FC seja constante: O fator (FC =
ipa+155v/ipa+120v) deve possuir as menores variacGes possiveis no intervalo de
concentragdao da curva de calibragdo empregada. Esta precaugdo deve ser tomada
visto que o sinal de corrente de oxidacdo da CA é uma subtracdo de um valor que
depende do FC (ica = i+1,55v — (i+1,20v X FC)). Portanto, se o fator nao possuir um valor
relativamente constante (minimas variacGes) neste intervalo de concentracdo, a

precisao da resposta obtida para CA fica comprometida.

Na Figura 39A sdo apresentados os amperogramas obtidos (em E;=+1,20V e E,
=+1,55 V) para injecdes de solucbes contendo concentracdes crescentes de PA (1,0 até
200,0 mg LY. A curva de calibracdo construida a partir das correntes de pico do

amperograma em +1,20 V (sinais para a deteccao de PA) é apresentada na Fig. 39B.
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Figura 39. (A) Amperogramas obtidos (E;= + 1,20 V e E; = + 1,55V) para injecGes em
triplicata de solucdes contendo concentracdes crescentes de PA: 1,0 mg L™ (a) a 200,0
mg L™ (j); (C) Amperogramas obtidos para injecBes de solucdes contendo CA entre 0,1
mg L™ (a) e 26,0 mg L™ (j); (B) Curvas de calibrag3o calculadas a partir das correntes de
pico dos amperogramas de A (is1,20v) € C (i+1,55v). Condi¢cdes do sistema BIA: tempo de

pulso: 40 ms; volume injetado: 100 pL; velocidade de injegao: 156 pL st

Conforme apresentado, a curva de calibragdo foi linear nas concentragdes entre

1,0 e 100 mg L. Além disto, o fator obtido apresentou um valor praticamente
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constante neste intervalo (1,03 = 0,01). Do mesmo modo, dois amperogramas foram
obtidos a partir da injecao de solu¢des contendo CA em concentragdes entre 0,1 mg L*
e 26,0 mg Lt (Figura 39C). Nesta, nota-se correntes de pico consideraveis somente em
E, = +1,55V, visto que a CA somente apresenta correntes de oxidagao em pulsos de
potencial acima de + 1,3V (Figura 31C). A curva de calibracdo obtida a partir destes
resultados é linear em todo o intervalo de concentragdo avaliado (Figura 39B).

Vale ressaltar que as concentra¢des de PA e de CA injetadas no sistema BIA-
MPA foram planejadas de acordo com a razdao da concentracdo entre PA e CA
encontrada em formulagdes farmacéuticas disponibilizadas no mercado (7,7 vezes

mais PA do que CA em m/m, segundo a bula do medicamento).

(4) Manutengao do fator durante um percurso de injecoes dos padroes e amostras:
Esta condicdo é essencial, pois o mesmo FC serd utilizado na obtencdo das correntes
de oxidacdo da CA em todas as solugdes injetadas no sistema (padrées e amostras).
Portanto, se o fator variar no decorrer da analise (devido a contaminacdo do ET, por
exemplo), o erro no célculo da concentragao de CA sera proporcional a esta variagao.
Experimentalmente, o fator é monitorado através da injecdo de uma solucdo que
contém apenas o analito que oxida nos dois pulsos de potencial (PA), no inicio e no
final do experimento. E importante ressaltar que a espécie empregada na obtencdo do
FC deve ser injetada pelo menos uma vez em cada analise. Em experimentos realizados
em diferentes dias foi verificado que o fator pode apresentar alteracdes. Por exemplo,
trabalhando-se nas mesmas condicdes experimentais, o FC (PA) apresentou um valor
médio de 1,485 em um dia e 1,027 em outro. Provavelmente, estas mudangas ocorrem
devido a alteracbes na superficie do eletrodo de filme de BDD, decorrentes de

pequenas diferengas no procedimento de limpeza e ativacao.

A Figura 40A apresenta os amperogramas obtidos em +1,20 V e +1,55 V (com as
correntes da linha base normalizadas até zero) para injecGes em triplicata de cinco
solucdes padrdo contendo misturas de PA e CA em diferentes concentracdes (todos na
razdo [PA]/[CA] = 7,7) e duas formulag¢des farmacéuticas diluidas em eletrdlito suporte.
As solucbes contendo somente PA (a, Fig. 40A) foram injetadas para o calculo do FC no
inicio (FC;) e no final das inje¢des (FCs). Respectivamente, estes FCs tiveram os valores
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de 1,011 (£ 0,006) e 1,049 (+ 0,005), portanto sem alteracdes significativas no decorrer

da curva.
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Figura 40. (A) Amperogramas obtidos por BIA-MPA apds inje¢cdes em triplicata de duas
solucBes de PA (a: 25 mg L), cinco misturas de PA (b —f: 5,0 até 75,0 mg L") e CA (b —
f: 0,7 até 9,8 mg L) e duas formulagbes farmacéuticas (g e h); (B) Respectivas curvas

de calibracdo obtidas para PA e CA. Demais condi¢des iguais a Figura 39.

Conforme apresentado na Figura 40B, as curvas de calibracdo obtidas a partir
das correntes de oxidacdo de PA e CA apresentaram boa linearidade (R = 0,999) e as
seguintes equagdes de reta, respectivamente: i(uA) = 1,051 [PA] (mg L") - 0,231 e
i(LA) = 1,838 [CA] (mg L") —0,217. Os LD e LQ foram calculados em 0,26 e 0,35 mg L™
para PA e em 0,14 e 0,19 mg L? para CA, respectivamente. Nestas condicdes, a
frequéncia analitica foi calculada em aproximadamente 160 inje¢Ges por hora. As
concentracdes de PA e CA calculadas por BIA-MPA em formulacdo farmacéutica

analisada, bem como os valores que constam na bula sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados da analise simultanea de PA e CA em medicamento por BIA-MPA

Analitos Fator Valor rotulado (mg) | Valor BIA/MPA (mg) Erro (%)OI
PA/CA® 1,011 500,0/ 65,0 478,2 / 58,6 -4,4/-9,8
PA/CAb 1,011 500/ 65 483,7 /58,3 -3,3/-10,3

® comprimido dissolvido diretamente no eletrdlito e ® triturados previamente a dissolucdo. “ Tempo de

pulso: 40 ms; YErro (%) = 100 (valor BIA-MPA - valor rotulado / valor rotulado).
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Finalmente, a precisao do sistema BIA-MPA foi avaliada em analises realizadas
no mesmo dia (intra-dias) e em dias diferentes (inter-dias). No mesmo dia, foram
comparadas as correntes de oxidagao de PA e CA obtidas em inje¢des sucessivas de
solugdo contendo mistura de PA e CA. Conforme mostrado (Figura 41), o sistema
apresentou excelente repetibilidade nas inje¢cdes devido aos baixissimos DPR
calculados (DPRpa = 0,14 %; DPRca = 0,23 %; DPR¢c = 0,20 %; n=20), caracterizando uma
precisdo adequada para a determinagdo simultanea de PA e CA em formulagdes
farmacéuticas. Na avaliacdo da precisdo entre dias, foram usados os valores de
sensibilidades obtidas para PA e CA em trés distintos dias de analise. Comparando-se
os trés valores, ndo foram notadas diferencas significativas (DPRpa = 5,1 %, DPRca = 1,9
%; n = 3). Logo, mantendo-se as condi¢bes do sistema BIA-MPA constantes, bem como
os procedimentos de ativacdo do ET é possivel obter resultados reprodutiveis em

diferentes dias de analise.
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Figura 41. (A) Amperogramas obtidos para injecdes sucessivas (n = 20) de solucdo
mista contendo PA e CA (25 mg L cada) no sistema BIA-MPA e (B) respectivas

correntes de oxidacdo de PA e CA. Demais condig¢Oes iguais a Figura 39.

3.3.1.2. Dipirona (DI) e Cafeina (CA)

Os estudos para a determinacdo simultdnea de DI e CA em formulagdes
farmacéuticas empregando BIA-MPA foram realizados do mesmo modo aos efetuados

para PA e CA. Na Figura 42B sdo apresentados os amperogramas obtidos usando o
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sistema BIA-MPA com a aplicacdo de dez pulsos de potencial em meio de tampao

acetato 0,1 mol L™ e injec3o de solugio contendo DI ou CA.

pi CA
25 T
—u—DI
20{ —O—CA
< 15
2 ]
5
0 D—D’—T:—u—lu—g—‘d.
03 0,6 0,9 12 15 1,8
E/V
(A) (B) (C)

Figura 42. (A) Esquema da sequéncia de pulsos de potencial aplicados no ET de BDD
(forma ciclica) para o estudo do comportamento eletroquimico de DI e CA; (B)
Amperogramas obtidos com a inje¢io de solucdo contendo DI ou CA (25 mg L) e (C)

respectivos voltamogramas hidrodinamicos. Demais parametros idem aos da Fig. 34.

Na Figura 42C sdo apresentados os voltamogramas hidrodinamicos obtidos pela
plotagem das correntes de oxidacdo obtidas em cada pulso de potencial (Figura 42B)
para injecdes de solucdo contendo DI ou CA. Conforme pode ser observado, o
mecanismo de oxidagao da DI envolve mais de uma etapa. Inicialmente existe um
aumento da corrente de oxidagdo em potencial préximo a + 0,40 V alcangando um
maximo (patamar) em +1,10 V. No entanto, em potenciais maiores que +1,10 V ocorre
um novo aumento de corrente até +1,70 V, sem alcancar um valor maximo no
intervalo de pulsos de potencial aplicados (+0,35 V até +1,70 V).

Este comportamento eletroquimico da oxidacdo de DI na superficie de
eletrodos ndo modificados ja havia sido relatado anteriormente na literatura [127,
176]. De acordo com Teixeira et al. [176], a DI é submetida a quatro processos de
oxidacdo na superficie do ET, sendo o primeiro relativo a oxidacdo do grupo
metanossulfato (CH,SO3’) presente na sua estrutura. Nesta reacdo existe a liberacdo de
dois elétrons, um fon H', uma molécula de formaldeido e um anion sulfito. Os
mecanismos relativos as outras oxidacdes da dipirona n3dao foram reportados na

literatura até o momento. As equacdes para as reacoes de oxidacdo de DI na superficie
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do ET sao apresentadas na Figura 43. As reagdes de oxidagdao de CA ja foram discutidas

na Figura 35 deste trabalho.

CH; CH;
H5C N_ . H;C N_
\ / C”gﬁ(‘)\ \}7/ H
H,(:,X\N/{\\O b H0 —— H;(“N\,\'/‘“\\\o i 805 + CH,0 + H™ + 2¢
|
(a) (b) (c) (d)

Figura 43. Esquema do mecanismo de oxidacdo da dipirona segundo Teixeira et al.
[176] (a) Anion da dipirona (forma reduzida); (b) Dipirona (forma oxidada); (c) Anion

sulfito; (d) formaldeido.

De acordo com o comportamento eletroquimico de cada analito na superficie
do ET (BDD) em meio de TAC 0,1 mol L™, é possivel utilizar a seguinte sequéncia de
pulsos de potencial (por MPA) na determinacdo simultanea de DI e CA, conforme
apresentado na Figura 44:

(1) + 1,10 V (40 ms): oxidacdo e determinacdo de DI, sem a interferéncia de CA;
(2) + 1,55V (40 ms): oxidagao Dl e CA, com a determinagdo de CA através da Equagao 8
e o uso de um fator de corregdo (FC, Eq. 9) calculado com as correntes detectadas na

injecdo de solugao contendo somente DI.

iCA = i+1,55\/ - (i+1,1w XFC) (8)

FC = iDI+l,55V /iDI+1,lO\/ (9)

A Figura 44 apresenta os amperogramas obtidos nos pulsos de potencial de
+1,10 V e +1,55 V para inje¢des em duplicata de trés solucdes teste de composicdes
diferentes: (1) somente 25 mg L™ DI; (2) somente 25 mg L™ CA e (3) mistura de DI + CA
(25 mg L™ cada). Conforme apresentado, somente DI é oxidada em +1,10 V, visto que
as correntes neste potencial sdo de 9,1 pA e 8,9 pA nas inje¢des da solugao contendo
somente DI e mistura de DI + CA, respectivamente. No pulso de potencial de +1,55 V,

DI e CA sdo oxidadas simultaneamente, pois a corrente neste pulso de potencial na
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injecao da solugao contendo mistura de DI e CA (48,7 pA) corresponde a soma das

correntes adquiridas para cada composto individualmente (21,5 pA para DI + 27,0 uA

para CA).
DI+ CA
+1,55V 50
40 ]
(40 ms) 40 DI CA
30
<:.e, 204 +(4;ID’?1155)V
— 10+
o k k -

10 -
+1,10V
04 L—l~ L_L (40 ms)
H.10V) ——r . —
(40 ms) 0 50 100 150 200 250

Tempo /s
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Figura 44. (A) Sequéncia de pulsos de potencial aplicados ao ET de BDD; (B) Respostas

obtidas por BIA-MPA apds inje¢des (em duplicata) de soluces contendo 25 mg L de
DIl ou 25 mg L™ de CA ou mistura de ambos na mesma concentracdo cada (25 mg L™).

Demais condicdes: idem a Figura 36.

Na Figura 44 observa-se também que a corrente de oxidacdo da DI obtida em
+1,55 V é aproximadamente o dobro da corrente de oxidacdo da DI obtidaem +1,10V,
o que estd de acordo com o comportamento eletroquimico da DI no sistema BIA-MPA
apresentado na Figura 42C. Logo, na determinag¢ao simultanea de DI e CA, o fator
apresenta um valor sempre proximo a 2 (FC = ipa,ssv/ipi+1,10v)- E importante enfatizar
que o valor do fator foi constante (DPR = 1,6 %) na faixa linear investigada para DI (5,0
até 50,0 mg L) empregando as condicdes otimizadas do sistema BIA-MPA (Velocidade
de injegdo: 156 pL s, volume injetado: 100 pL).

Para demonstrar a potencialidade do sistema BIA-MPA na determinacao
simultanea de DI e CA, a Figura 45A mostra os amperogramas obtidos em + 1,10V e +
1,55 V para injecbes em triplicata de solugGes padrdo contendo concentragdes
crescentes de DI e CA e de uma solugdo de uma amostra (comprimido dissolvido no
eletrdlito). As concentracGes de DI e CA em cada solucdo padrdo foram selecionadas
de acordo com a relacdo existente entre estes compostos em formulagdes

farmacéuticas comerciais (250 mg de DI e 30 mg de CA).
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Conforme apresentado, as curvas obtidas para DI e CA apresentaram boa
linearidade nas respectivas faixas de concentracdo avaliadas (R = 0,999). Os LDs foram
calculados em 0,26 mg L e 0,04 mg Lt para Dl e CA, respectivamente. O fator, que foi
calculado pela razdo das correntes de oxidacdo detectadas na injecdo de solucdo
contendo somente DI (a — Fig. 45A), apresentou valor praticamente constante no inicio
(2,07) e no final da anadlise (2,08). As concentracdes calculadas por BIA-MPA (n=3)
foram 225 mg (+ 11) e 30 mg (£ 2), o que corresponde as recuperacdes de 90 e 100 %,

respectivamente.

30

R =0,9991
i(uA) = 1,17[CA](mg L") + 0.09

: X111 |
i 0.0 [
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Figura 45. (A) BIA-MPA obtidos apds injecdes (em triplicata) de duas solucbes de DI (a:

R =0,9993
i(uA) = 0,42[DI}(mg L") + 0.15

[ 5 W 15 20 25
[DI] / mg L

10 mg L), seis solu¢des de misturas de DI (b—g: 3,0 até 25,0 mg L™) e CA (b—g: 0,36 até
3,0 mg L") e uma formulacdo farmacéutica (h); (B) respectivas curvas de calibragdo

obtidas para DI e CA. Condigdes iguais as da Figura 39.
A Figura 46 apresenta os resultados obtidos para inje¢Ges sucessivas (n = 10) no

sistema BIA-MPA de solucio contendo somente DI (10,0 mg L) e de solugdo contendo

ambos os compostos (DI + CA; 10,0 e 1,2 mg L‘l, respectivamente).
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Figura 46. (A) Amperogramas obtidos para dez inje¢des de solucdo padrao contendo DI
10,0 mg L' e dez injecdes de solucdo padrao contendo simultaneamente DI + CA (10,0
+1,2mg L'l); (B) Respectivas correntes de oxidagdo obtidas para DI (is110v) € CA (is155v

— FC x i+1,10v)- Demais condigdes iguais a Figura 39.

A partir dos resultados apresentados na Fig. 46, os seguintes desvios padrdes
relativos foram calculados: DPRp, = 0,40 %; DPRca = 1,37 %; DPRfator = 0,47 %. Estes
resultados demonstram que o método proposto (BIA-MPA) apresenta adequada
precisdo, seletividade e sensibilidade para a determinacdo simultdnea de DI e CA em

formulagdes farmacéuticas.

3.3.1.3. TBHQ, BHA e BHT

No inicio dos estudos de determinacdo simultdnea de TBHQ, BHA e BHT por
BIA-MPA, algumas condi¢Oes experimentais adotadas foram obtidas a partir de
trabalhos publicados anteriormente [48, 106, 128, 160]. Primeiramente, nas
determinacdes de TBHQ, BHA e BHT (individualmente ou simultaneamente) é
necessario um eletrdlito que contenha em sua composicdo um solvente organico
(etanol), devido a baixa solubilidade destes antioxidantes fendlicos em meio aquoso.
Em dois trabalhos publicados por Medeiros et al. [106, 128], foi utilizado um eletrdlito
composto por etanol/solucdo de KNO3 10 mmol L™ (pH 1,5) na proporcdo de 30/70 %
(v/v) na determinacdo de BHA e BHT em maionese. Em outros trabalhos, Tormin et al.
empregaram como eletrélito uma mistura de etanol/HClO4,q,) 0,05 mol L™ 75/25 (v/v)

na determinagdo de TBHQ [160] e de etanol/HClO4(q,) 50/50 (v/v) na determinagdo de
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BHA [48], ambos em biodiesel. Vale ressaltar que nestes trabalhos foi empregado um
eletrodo de filme de BDD pré-tratado catodicamente.

Logo, os estudos iniciais na investigacdo do comportamento eletroquimico de
TBHQ, BHA e BHT foram realizados em solugdo contendo 30 % de etanol (v/v).
Inicialmente, experimentos por SWV foram realizados para a verificagdo dos sinais
obtidos para cada antioxidante em quatro eletrdlitos suportes diferentes: TAC, tampao
Britton—Robinson, KCI + HCl e NaOH (todos na concentracdo de 0,1 mol L e
preparados em meio de 30/70 % de etanol/agua). Através dos voltamogramas obtidos
(ndo apresentados), foi observado que o eletrélito composto por KCl e HCI 0,1 mol L?
apresentou melhor sensibilidade para o BHT e melhor separacdo do potencial de pico
entre TBHQ e BHA. Na Figura 47C sao apresentados os voltamogramas hidrodinamicos

obtidos para TBHQ, BHA e BHT neste meio por BIA-MPA.
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Figura 47. (A) Esquema da sequéncia de pulsos de potencial empregados no estudo do
comportamento eletroquimico de TBHQ, BHA e BHT usando o sistema BIA;
(B) Amperogramas obtidos na injecdo de solugdo contendo TBHQ ou BHA ou BHT (50
pumol L'l); (C) Voltamogramas hidrodinamicos. Vol.injetado: 200 pL; Vel.injecso: 56 pL st

Eletrélito: KCl + HCl 0,1 mol L™ em 30/70 % de etanol/agua, respectivamente.

Conforme observado, cada composto é oxidado na janela de potencial
estudada. O TBHQ foi oxidado em todo o intervalo de potencial avaliado (+0,6 a +1,5 V;
Figura 47A), atingindo uma corrente maxima ou limite (i) em + 0,7 V. Jad o BHA e o BHT
somente sdo oxidados em potenciais mais elevados, apresentando i, em potenciais
acima de +0,8 V e +1,0 V, respectivamente. Este comportamento eletroquimico

apresentado por cada antioxidante (Eptsnq < Epsra < Epsnr) j@ havia sido descrito na
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literatura [48, 106, 128, 160]. De acordo com Ceballos et al. [177] e de La Fuente et al.
[178], o mecanismo de oxidacdo destes antioxidantes fendlicos ocorre num processo
envolvendo dois elétrons (Figura 48).

De acordo com a Figura 47C, é possivel notar uma menor separacao entre os
potenciais de pico do TBHQ e do BHA (= 100 mV) do que na separagao dos potenciais
de pico entre o BHA e BHT (= 200 mV). Logo, para ndo haver interferéncia do sinal
gerado (corrente de oxida¢do) por um analito sobre o de outro na determinagao
simultdnea dos trés antioxidantes fendlicos empregando BIA-MPA, é necessdrio
selecionar trés pulsos de potencial onde exista uma seletividade adequada para cada
espécie. Baseado no comportamento eletroquimico apresentado por cada analito
(Figura 47C), um experimento BIA-MPA foi realizado com inje¢des de solu¢des padrao
contendo TBHQ, BHA e BHT (individualmente ou misturas destes), com aplica¢do da
seguinte sequéncia de pulsos de potencial ao ET de BDD: + 0,6 V, + 0,8 Ve + 1,3 V por
60 ms cada. Os amperogramas de multiplos pulsos obtidos neste experimento sdo

apresentados na Figura 49.
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Figura 48. Esquemas das reagdes de oxidagao eletroquimica do TBHQ [178], BHA [178]

e BHT [177].
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Figura 49. (A) Sequéncia de pulsos de potencial aplicados ao ET de BDD no sistema BIA;
(B) Amperogramas obtidos apds injecoes (em triplicata) de solucdes contendo: (a)
TBHQ, (b) BHA, (c) BHT, (d) TBHQ + BHA, (e) BHA + BHT, (f) TBHQ + BHT, e (g) TBHQ +
BHA + BHT. Condig¢des: [TBHQ] = [BHA] = [BHT] = 50 umol LY Eletrdlito: KCI + HCI 0,1

mol L™ (30/70 % de etanol/agua); Demais condigdes iguais a Figura 39.

Os resultados apresentados na Figura 49 nos permitem concluir que:
(1) + 0,6 V / 60ms: oxidagdo do TBHQ sem a interferéncia de BHA e BHT;
(2) + 0,8 V / 60ms: oxidagdo simultdnea de TBHQ e BHA, sem a interferéncia de BHT;
(3) +1,3 V/ 60ms: oxidagdo simultdnea dos trés antioxidantes (TBHQ, BHA e BHT).

No entanto, tal como nas duas determinagdes simultdneas anteriores (PA/CA e
DI/CA), para discriminar as correntes relativas de cada espécie é necessario o emprego
de equagbes matematicas, devido a oxidacdo de mais de um antioxidante nos pulsos
de potencial de + 0,8 V e + 1,3 V (na injecdo de solugdes contendo dois ou trés
antioxidantes). Além disto, os fatores de correcdo (FC) devem ser incluidos nas
equacdes para corrigir diferencas nas correntes de um dado analito nos pulsos de
potencial empregados. Assim como nos estudos anteriores, o valor a ser usado como
FC é obtido mediante a injecdo de solugdo contendo somente o analito presente na
amostra que é oxidado em mais de um pulso de potencial. Quando s3do injetadas
solucdes contendo misturas de TBHQ, BHA e BHT (binarias ou terndarias) no sistema
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BIA-MPA, as correntes de oxidagao relacionadas com a oxidagdao de cada antioxidante
(TBHQ, BHA e BHT) individualmente sdo obtidas através das equacdes 10, 11 e 12,
respectivamente. Trés fatores (FC) sdo utilizados nestas trés equagdes: FC; = itgnq+0,0v /

itBHQ+0,6v; FC2 = itBHa+1,3v / itBHa+0,6v; FC3 = igna+1,3v/iBHA+0,8v-

brgho = Loev (10)

IgHA = l+0,8v - ITBHQ +0.8V
igua = 10gy — (1,06/ XFC,) (11)

IBHT = i+13v - ITBHO+1,3V - IBHA+13V
g = Lagy — (10,60 XFC,) — (igar08v XFC3) (12)

3.3.1.3.1. Otimizagdes

Conforme apresentado na Figura 49, utilizando a sequéncia de pulsos de
potencial de + 0,6 V, + 0,8 V e + 1,3 V em conjunto com as equacgdes 10, 11 e 12 (e os
respectivos FCs) é possivel diferenciar as correntes de oxidacdo de cada antioxidante.
No entanto, as correntes detectadas para TBHQ, BHA e BHT apresentam caracteristicas
singulares devido a este esquema de detecc¢do, como por exemplo:

(1) itenq: apresenta baixa intensidade em fung¢do do pulso de potencial empregado
(+0,6 V), o qual ndo se situa na regido onde a corrente é maxima (i.). Caso fosse
aplicado um pulso de potencial mais positivo (entre + 0,7 V e + 0,8 V), o BHA
também seria oxidado e geraria uma interferéncia;

(2) igna: corrente é obtida através de uma subtracdo (Equacdo 11), logo tendo uma
tendéncia de apresentar variacdes maiores (comparando com irgnq);

(3) igur: corrente obtida através de duas subtracdes (Equacdo 12), podendo

apresentar as maiores variagées (em relacdo a itgyq € igHa)-

96



Logo, é necessario otimizar as condigdes experimentais de forma que o sistema
BIA-MPA apresente sensibilidade para TBHQ e precisdo adequada para BHA e TBHQ na
determinagdo simultanea destes trés antioxidantes.

Conforme apresentado na Figura 38, nos experimentos por MPA, quanto maior
o numero de pontos de leitura de corrente adquiridos na regidao do pico onde a
corrente é maxima (imax), melhor é a precisdo do sistema (menores DPR). Logo, nas
duas determinagles simultaneas anteriores (PA/CA e DI/CA) foi utilizado um baixo
tempo de pulso de potencial (40 ms). No entanto, aplicando-se trés pulsos de
potencial (+ 0,6 V, + 0,8 V e + 1,3 V) com tempos de pulso de 40 ms ou 30 ms, o
software GPES 4.9.007 passa a apresentar lentiddo na aquisicdo dos dados (ndo plota
os resultados na tela em tempo real, além de ndo responder prontamente aos
comandos realizados via “mouse”). Devido a esta limitacdo, passou-se a utilizar um
tempo de pulso de potencial de 50 ms. Porém, a 50 ms, o niumero de pontos
adquiridos (leitura de corrente) em iyax € menor do que empregando 40 ms,
comprometendo a precisdo do sistema. Entdo, para adequar a precisdao do sistema
BIA-MPA (principalmente para igua € igyr) cOm o tempo de aplicagdo do pulso de
potencial a 50 ms, foi necessario utilizar um maior volume de injegao (200 pL).
Conforme apresentado na Figura 50, o nimero de pontos adquiridos na regiao de iyax
em cada pulso de potencial (amperograma) é maior num volume injetado de 200 pL
(maior volume injetado mantendo a velocidade de injecdo constante = maior tempo
de injecdo = maior numero de leituras de corrente por pico transiente). Este
comportamento pode ser observado através dos DPRs (n = 3) calculados com as
correntes detectadas no pulso de potencial de 1,3 V em funcdo do volume injetado
(DPRso = 4,6 %; DPR1gouL = 1,6 %; DPRyoou = 1,2 %).

Nas primeiras injecGes dos antioxidantes no sistema BIA-MPA, foi verificado
que os picos destes analitos eram mais largos (maior tempo necessario para retorno
do sinal a linha base) do que os picos dos farmacos estudados anteriormente (PA, DIl e
CA), devido, provavelmente, a velocidade de difusdo mais lenta destes analitos (TBHQ,
BHA e BHT). Deste modo, a frequéncia analitica do sistema BIA-MPA para a
determinacdo simultdnea dos antioxidantes seria mais baixa. De forma a diminuir a

largura dos picos, foi entdo inserido no sistema BIA um agitador mecanico (Figuras 12 e
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13). No entanto, além do aumento da frequéncia analitica, também foi necessario
estudar com maior énfase o efeito de outros parametros do sistema BIA-MPA

(sensibilidade do TBHQ e precisGes para BHA e BHT).

50 ulL 100 uL 200 uL

Figura 50. Amperogramas obtidos para injecOes de solucdo padrdao contendo TBHQ,
BHA e BHT (50 pumol L™ cada) em funcdo do volume injetado (50, 100 e 200 pL).
Eletrélito: KCI + HCI 0,1 mol L™ (30/70 % de etanol/agua); Velocidade de injecio: 156

pL s Tempo de pulso: 50 ms.

Com o objetivo de avaliar varias caracteristicas do sistema simultaneamente
(sensibilidade, frequéncia analitica e precisdo), dezesseis experimentos foram
realizados em diferentes condi¢es (variacdo da velocidade de injecdo e de agitacao)
do sistema BIA-MPA. Em cada condicdo foram efetuadas cinco injecdes de solucdo de
mistura equimolar de TBHQ, BHA e BHT (50 umol L") com um volume injetado
constante de 200 pL. As condigdes usadas cada experimento BIA-MPA sdo
apresentadas na Tabela 9. Os formatos dos picos nos respectivos amperogramas

obtidos (em + 1,3 V) em cada condicdo avaliada sdo apresentados na Figura 51.
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Tabela 9. CondicGes dos experimentos para as otimizacdes das varidveis do sistema

BIA-MPA para a determinacdo simultanea de TBHQ, BHA e BHT.

Variaveis Variaveis escaladas
Experimento Velocidade de Agitacao Velocidade de Agitacdo
injecdo (0 a 4000 injecdo (-1,0 a 1,0)
(28 a344 uLs™) rpom) (-1,0 a+1,0)
1 156 2700 -0,21 +0,35
2 43 4000 -0,91 +1,00
3 28 0 -1,00 -1,00
4 344 0 +1,00 -1,00
5 344 4000 +1,00 +1,00
6 344 1400 +1,00 -0,30
7 256 2200 +0,44 +0,10
8 75 1760 -0,70 -0,12
9 113 1400 -0,46 -0,30
10 193 0 +0,04 -1,00
11 156 1760 -0,21 -0,12
12 28 1400 -1,00 -0,30
13 56 2600 -0,82 +0,30
14 193 2600 +0,04 +0,30
15 256 1200 +0,44 - 0,40
16 100 2700 -0,54 +0,35
! Equagdo para o calculo: Xy ;. = (V. Inj. — 186) /158.
? Equagdo para o célculo: Xagitacio = (Agitacdo — 2000) / 2000.
4 6
7 15
10 14
1 1
9
8 16

e

200 s

\

-

Lk

Figura 51. Perfil dos picos amperométricos obtidos na injecdo de solucdo equimolar de

TBHQ, BHA e BHT (50 umol L") em distintas condi¢des do sistema BIA-MPA (Tabela 7).

Picos relativos aos amperogramas adquiridos em + 1,3 V. Volume injetado: 200 pL.
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Conforme apresentado na Figura 51, as formas do pico (altura e largura) sdo
extremamente dependentes da velocidade de injecdo e da intensidade da agitacdo
utilizada na célula BIA. No entanto, para facilitar a compreensdo dos efeitos das
condicOes experimentais nas particularidades desejadas na determinacdo simultanea
(sensibilidade para o TBHQ e precisdao para BHA e BHT), cada parametro foi avaliado
separadamente.

Para isto, foi obtida uma superficie de resposta para cada caracteristica
(corrente, frequéncia analitica, ruido e DPR). Estas superficies (e as respectivas
equac¢bes matematicas) foram geradas pelo software Statistica 7, com base nos sinais
dos amperogramas adquiridos nos 16 experimentos realizados por BIA-MPA (Tabela 7).

Os dados de entrada inseridos no software para a geracao das superficies de
resposta foram:

a) eixo x: valores escalados de velocidade de injecdo;
b) eixo y: valores escalados de agitacao;
c) eixo z: resposta obtida (ruido, corrente, DPR ou frequéncia analitica).

Nestes casos, foi necessdrio inserir varidveis escaladas para ndo haver
interferéncia da grandeza de uma varidvel nas respostas do sistema. Por exemplo, os
valores da grandeza velocidade de injecdao (28 a 344 puL s'!) s3o bem menores do que
os valores da agitacdo do eletrélito (0 a 4000 rpm).

Uma expressao matematica geral para a obtengdao de uma varidvel escalada
qgualquer é apresentada na equacdo 13 [179]. As varidveis escaladas de velocidade de
injecdo e agitacdo, bem como as equa¢Bes matematicas utilizadas na obtencdo das

mesmas sdo apresentadas na Tabela 9.

X = Xreal — Xmédio
X (13)
2

Onde:

Xn = varidvel escalada.

Xreal = valor real da varidvel escalada.

Xmédio = valor médio da amplitude de variagdo da varidvel
AX = Diferenca entre o valor superior e inferior da varidvel.

Na Figura 52 s3o apresentadas as superficies de resposta geradas para o TBHQ

a partir dos resultados (amperogramas) obtidos em distintas condigdes de velocidade
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de injecdo e agitacdo. Cada superficie é relativa a uma resposta do sistema BIA-MPA
(corrente, frequéncia analitica, ruido e DPR). As dezesseis condi¢cdes experimentais na

forma de varidveis escaladas também sao representadas nestas superficies.

(A) (B)

i(1A) = 0,3 +0,2x - 0,001y - 0,06x - 0,01xy + 0,02)° FA.(h") = 149,0 + 24,0x + 61,6y + 17,00° + 27,0xy + 1,2

Agitagao
Agitagao

1,0 0,5 0,0 0,5 19 01 1,0 0,5 Y 05 1,0 % lgg
Velocidade de inje¢ao Velocidade de injecao
Ruido (nA) = 12,5 - 1,3x + 8,2y + 0,6x* - 1,3xy + 1,5/ DPR (%) = 0,4 - 1,9x + 1,5y + 2,1x* - 1,8xy + 0,7y"

(2] O

0,5

& 2
£ g 00
2 2
R. (nA) DPR (%)
28 0,5 B 10
I 25 / I s
I 21 s
B 17 ; / 4
B () A ——— 113 ol A2
4,0 05 0,0 05 10 ]9 1,0 0,5 0,0 0,5 10 o
Velocidade de injegao Velocidade de injegédo

Figura 52. Superficies de resposta e respectivas equagdes matemadticas (fungdes
quadraticas) para TBHQ geradas a partir dos amperogramas obtidos em distintas
condicdes do sistema BIA-MPA. Respostas: corrente (A), frequéncia analitica (B), ruido
(C) e DPR (D). Volume injetado: 200 uL; Tempo de pulso: 50 ms; x e y (nas equagdes)

correspondem as varidveis escaladas de vel. de injecdo e agitacdo, respectivamente.

Conforme apresentado na Figura 52A (e respectivas equacdes matematicas
geradas), observa-se que as correntes mais intensas de TBHQ (maior sensibilidade) sao
obtidas quando as injecBes sao realizadas em altas velocidades. Vale ressaltar que as
superficies geradas para igua € igyr (N30 apresentadas) também apresentaram os

mesmos perfis, porém com sinais mais intensos, visto que as correntes de BHA e BHT
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sdo maiores. Além disto, maiores frequéncias analiticas (Figura 52B) sdo obtidas
empregando maiores velocidades de injecdo e/ou de agita¢do. Ja o ruido da linha base
possui relacgdo apenas com a velocidade de agitacdo da célula BIA (Figura 52C).
Entretanto, mesmo nas velocidades de agitacdo maiores, os ruidos (9 a 25 nA) sao
muito inferiores as correntes (0,1 a 0,4 pA). Nas Figuras 52D, 53A e 53B sdo
apresentadas as superficies relativas aos DPR para TBHQ, BHA e BHT, respectivamente.
Conforme discutido no inicio desta se¢dao, os DPR obtidos para o BHT sdo maiores do
que os DPR encontrados para BHA e TBHQ (DPRgyt > DPRgya > DPRtgHq). Dentre todos
0s experimentos realizados, as condi¢des 7 e 15 apresentaram os menores DPR para os
trés analitos. Entretanto, apesar da sensibilidade ser bem parecida nestas duas
condicdes (Figura 52A), a frequéncia analitica obtida na condi¢do 7 é superior (Figura
52B), devido a maior velocidade de agitacdo do sistema BIA. Além disto, a partir de
outras superficies de DPR geradas para FC;, FC, e FC3 (ndo apresentadas), foi
observado que baixos DPR dos fatores (FCs) também foram obtidos na condicdo 7.
Logo, a condic3o do sistema BIA-MPA n°® 7 oferece sensibilidade adequada para
TBHQ e baixos DPR para igua, igyr € para os fatores de correcdo. Esta condicdo, que
corresponde a velocidade de injegao de 256 pL ste agitacao de 2200 rpm foi adotada

nos experimentos subsequentes.

2 3

£ s

z z (.
DPR (%) 4 - © DPR (%)
I 10 I 20
M s = ST
s 12
I 4 1,03 10} Al s

4,0 05 0,0 0,5 10 [ ]2 1,0 0,5 0,0 05 104

Velocidade de injegao Velocidade de injecao
Figura 53. Superficies de resposta para o DPR (funcdes quadraticas) de BHA e BHT
obtidas a partir dos distintos experimentos BIA-MPA da Tabela 7. igya € ignt Obtidas das

equacgoes 6 e 7, respectivamente. Demais condi¢cOes conforme Figura 52.
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3.3.1.3.2. Aplicagoes:

Conforme apresentado anteriormente neste trabalho na determinagdo
simultanea dos farmacos (PA/CA, DI/CA), para a obtencdo de resultados confidveis é
necessario injetar os padrdoes de cada antioxidante em uma faixa de concentragao
onde exista uma relacdo linear entre concentracdo e as respectivas correntes de cada
analito. Além disto, é indispensavel trabalhar em uma faixa de concentra¢ao onde os
fatores de correcdo apresentem valores relativamente constantes. Logo, foram
injetados no sistema BIA-MPA solu¢bes padrao contendo somente TBHQ, BHA ou BHT

em uma faixa de concentragdo entre 10 umol L'* e 250,0 pmol L™ (Figura 54).
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Figura 54. Amperogramas e respectivas curvas de calibracdo obtidas para injecdes de
solucdes contendo TBHQ ou BHA ou BHT em concentragdes crescentes (a —g: 10 — 250
pmol LY. Condigbes otimizadas: Volume injetado: 200 pL; tempo de pulso: 50 ms;

Velocidade de ingegao: 250 pL st Agitacdo: 2200 rpm.

Conforme apresentado na Figura 54, as curvas obtidas para o TBHQ, BHA e BHT
apresentaram linearidade adequada até 100, 250 e 200 umol L™, respectivamente. No
entanto, os fatores de correcdao apresentaram maior precisdo em concentracdes até
100 umol L™ (FC; = 4,11 £ 0,09; FC, = 4,37 £ 0,12; FC3 = 1,35 + 0,02).

Apds estas investigacbes preliminares, foi realizado o experimento para a

determinagdo simultanea dos antioxidantes. Para tal, foram injetadas no sistema BIA-
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MPA solucdes padrdoes de composicdo mista contendo TBHQ + BHA + BHT em
concentragdes crescentes e equimolares (10 — 100 pmol L'l) e sete amostras
simuladas. Estas amostras foram preparadas através da diluicido de padrdes
previamente dissolvidos em etanol de TBHQ, BHA e BHT. No total foram preparadas
sete solucdes, sendo trés contendo somente um analito (TBHQ ou BHA ou BHT), trés
contendo misturas de dois analitos (TBHQ + BHA, BHA + BHT, TBHQ + BHT) e uma
contendo os trés (TBHQ, BHA e BHT). A concentracdo dos analitos foi de 50 umol L
Os amperogramas obtidos neste experimento (+ 0,6 V, + 0,8 V e + 1,3 V) e as
respectivas curvas de calibracdo calculadas para TBHQ, BHA e BHT sdo apresentados

na Figura 55A e 55B, respectivamente.
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Figura 55. (A) Amperogramas obtidos apds injecdes em triplicata de duas solucdes de
TBHQ (a: 50 umol L), duas solucdes de BHA (b: 50 pmol L"), sete solugdes padrio
contendo solugdo mista de TBHQ, BHA e BHT (p;a p7: 7 a 100 umol L™ de cada), sete
amostras simuladas contendo (a;) TBHQ, (a;) BHA, (a3) BHT, (a;) TBHQ + BHA, (as) BHA
+ BHT, (ag) TBHQ + BHT e (a;) TBHQ + BHA + BHT (50 pumol L™ cada); (B) Respectivas

curvas de calibracdo para TBHQ, BHA e BHT. Demais condices: idem a Figura 53.
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Antes de injetar os padrées de composicao mista, foi injetada uma solugao
padrio contendo somente TBHQ (50 umol L™) para o calculo de FC; e FC; e de solucdo
padrdo contendo somente BHA (50 pmol L) para o célculo de FCs. Estas solugBes
foram novamente injetadas ao final do experimento. De acordo com os valores
calculados, observa-se que ndo existem diferencas significativas entre os fatores de
corregao calculados no inicio do experimento (FC;) e ao final do mesmo (FCs). Os
valores obtidos foram os seguintes: FCy; = 8,6 (FCys = 8,9); FCy = 12,4 (FCys = 12,8); FC3; =
1,6 (FCsf = 1,6). Além disto, na injecdo das solugbes padrao e das solu¢des amostra foi
obtida uma seletividade para cada analito (tal como na Figura 49B). As 54 injecOes
foram efetuadas em aproximadamente 1600 s, o que corresponde a uma frequéncia
analitica de aproximadamente 120 inje¢Ges por hora.

Em relacdo as trés curvas de calibracdo obtidas (Figura 55B), foi encontrada
maior sensibilidade para o BHA e menor sensibilidade para o TBHQ, tal como exposto
anteriormente (secdo 3.3.1.3.1.). Além disto, a curva de calibracdo do BHT apresentou
menor coeficiente de correlagdo (R = 0,995) em relagdo as curvas de TBHQ (R = 0,999)
e BHA (R = 0,998), devido ao erro maior encontrado na corrente obtida pela subtragao
das correntes detectadas nos outros pulsos de potenciais (Equacdo 12). Os limites de
deteccdo e quantificacdo calculados para TBHQ, BHA e BHT foram respectivamente:
2,30e 7,67;0,18 € 0,58; 0,54 e 1,80 (umol L'l). Os resultados obtidos na determinacao
de TBHQ, BHA e BHT nas sete amostras simuladas sdo apresentados na Tabela 10.

Conforme apresentado (Tabela 10), os erros nas concentracdes determinadas
por BIA-MPA em relacdo as concentracGes presentes nas amostras simuladas foram
menores que 10 %. No entanto, nas amostras 5, 6 e 7 os erros encontrados na
determinacdo de BHT foram maiores do que 10 %, provavelmente devido a menor
precisdo encontrada para este composto por BIA-MPA.

Finalmente, um estudo de repetibilidade do sistema (Figura 56A) foi realizado
mediante vinte injecBes sucessivas de solucbes contendo simultaneamente TBHQ, BHA
e BHT (50 umol L™ cada). Através destes amperogramas, concluiu-se que o sistema
BIA-MPA apresenta boa estabilidade em funcdo do tempo devido aos baixos DPR

calculados (DPRtghq = 0,68 %; DPRgua = 0,99 %; DPRpyt = 1,75 %; n = 20). Conforme
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previsto, as variagdes nas correntes de TBHQ foram menores (menor DPR) e as

variacdes nas correntes de BHT foram maiores (Figura 56B).

Tabela 10. Resultados obtidos na determinacdo simultanea de TBHQ, BHA e BHT em

amostras simuladas (antioxidantes dissolvidos em etanol) empregando BIA-MPA.

AM.

1
2
3
4
5
6

7

Adicionado Recuperado
Erro (%)*
(umol L") (umol L)
TBHQ BHA BHT TBHQ BHA BHT TBHQ BHA  BHT
50,0 0 0 482+05 39+0,1 -08+%39 -3,6 ND ND
0O 50 O0 |-07+09 529+06 -24+x14 | ND 58 ND
0 0 500 -07+10 37200 52,714 ND ND 5,4
50,0 50,0 O 50,3+0,8 51,0+0,3 -3,8+4,>5 0,6 2,0 ND
0O 500 500|-07+06 554+04 57944 ND 10,8 15,8
50,0 0O 500 449+05 65+06 60,7+49 | -108 ND 214
50,0 50,0 50,0 549+10 455+12 595%+3,7 | 98 -90 19,0

* Erro (%) = 100 (valor BIA-MPA — valor tabelado) / valor tabelado; ND: ndo determinado
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Figura 56. (A) Amperogramas obtidos para inje¢des sucessivas (n = 20) de solugdo

contendo simultaneamente TBHQ, BHA e BHT (50,0 pmol L™? cada) no sistema BIA-

MPA; (B) respectivas correntes de TBHQ, BHA e BHT. Condi¢Ges: idem a Figura 53.
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Apds a verificacdo da eficacia do sistema BIA-MPA na determinacdo dos trés
antioxidantes em amostras simuladas, a possibilidade da determinacdo simultanea de
TBHQ, BHA e BHT em amostras de biodiesel foi verificada. Para isto, sete aliquotas de
biodiesel de soja (sem aditivos) foram dopadas com um, ou misturas contendo dois ou
trés antioxidantes (semelhante as amostras simuladas da Figura 55A), cada
antioxidante foi adicionado na concentragio de 30,0 mmol L™. Para a injecdo no
sistema BIA-MPA, as amostras dopadas foram previamente diluidas no eletrdlito
suporte (HCl + KCl em etanol:agua; 30:70 - v/v) para obter uma mistura na mesma
composicdo do eletrdlito usado na célula BIA (HCI + KCl em etanol:agua; 30:70 - v/v).
Entretanto, foi observado que nestas condicdes, as recuperacdes calculadas para os
trés antioxidantes foram inferiores a 50 %. Além disto, logo apds a injecao da primeira
amostra de biodiesel foi observado o surgimento de uma turbidez do eletrdlito da
célula BIA. Entdo, como as recuperacoes calculadas foram baixas, concluimos que a
fase oleosa arrasta uma parte dos antioxidantes ao se separar da fase hidroetandlica.
Provavelmente, tal efeito ocorre devido a maior solubilidade destes compostos
fendlicos em meio ndo aquoso.

Logo, este mesmo experimento foi repetido utilizando um eletrdélito contendo
KCl + HCl 0,1 mol L™ em meio de etanol e agua na proporgdao 50:50 (v/v). Nestas
condicbes, o eletrdlito ndo ficou turvo no momento das injecdes das amostras
contendo biodiesel. As curvas analiticas obtidas neste experimento, bem como os LD e

LQ sdao dados na Tabela 11.

Tabela 11. Figuras de mérito obtidas na determinagao simultanea de TBHQ, BHA e BHT

com eletrdlito (KCl + HCI 0,1 mol L) na proporgio de 50:50 em etanol/4gua (v/v).

Curva Equacao da reta de calibragao LD LQ R

TBHQ* | (A) = 0,0012 [TBHQ] (umol L) +0,0018 11,1 pmolL* 36,9 umol L 0,998
BHA* | (uA) = 0,0156 [BHA] (umol L) + 0,1166 0,9 pmol L™ 2,8 umol L 0,993
BHT* i (UA) = 0,0743 [BHT] (umol L) + 0,0423 0,2 pmol L™ 0,6 umol L 0,992

* ItgHq, IsHa € igyT Calculadas através das equagdes 10, 11 e 12, respectivamente. FC; = 37,2; FC, = 49,1; FC;3 = 3,5.

Conforme apresentado (Tabela 11), as sensibilidades para TBHQ e BHA foram

inferiores (aproximadamente cinco vezes) em relagdo as obtidas no experimento
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realizado com o eletrdlito contendo 30 % de etanol (v/v) (Figura 55). No entanto, a
sensibilidade para o BHT foi superior quando comparado ao experimento anterior. Os
fatores de correcgdo calculados neste experimento (FC; = 37,2; FC, = 49,1; FC; = 3,5)
foram bem diferentes em relacdo aos calculados anteriormente (FC, = 8,6; FC, = 12,4;
FCs = 1,6). Provavelmente, a presenc¢a de uma maior quantidade de etanol na mistura
do eletrdlito provoca um deslocamento dos potenciais de pico. Deste modo, estudos
mais conclusivos devem ser realizados nesta nova condi¢ao (etanol 50 %).

Apesar do aumento da proporcdo de etanol alterar significativamente as
caracteristicas do sistema BIA-MPA, as recuperacles obtidas para TBHQ e BHA foram
proximas a 100 % (Tabela 12). No entanto, para o BHT as recuperacdes apresentaram
valores inferiores a 50 %. Para contornar esta limitacdo encontrada na determinagao
do BHT em biodiesel, outras estratégias devem ser avaliadas. Dentre estas, pretende-
se estudar outros solventes organicos menos polares (acetonitrila, isopropanol, etc.).
Além disto, deve ser avaliado outro protocolo de dopagem da amostra de biodiesel, tal
como descrito por Domingos et. al. [155]. Segundo os autores, os antioxidantes devem
ser adicionados na forma sélida em porcdes de 100 g da amostra original seguida de
intensa agitagdo da mistura, sendo que a soma das concentragdes dos trés

antioxidantes nao deve exceder o valor de 8000 mg kg'l.

Tabela 12. Recuperagdes obtidas para TBHQ, BHA e BHT em amostras de biodiesel

dopadas com estes analitos empregando o sistema BIA-MPA proposto.

Am. ?::;ZT??;’ R(T]:;p;rf_?)o Recuperacdo (%)*

TBHQ BHA  BHT TBHQ BHA BHT TBHQ ~ BHA  BHT
1 30,0 0 0 26,6 +0,6 0 0 88,7 ND ND
2 0 30,0 0 0 28,6+1,9 0 ND 95,3 ND
3 0 0 30,0 0 0 10,5+1,0 ND ND 35,0
4 30,0 30,0 0 348+1,0 26,7+2,7 0 116,0 89,0 ND
5 0 30,0 30,0 0 284+4,2 11,0+£1,9 ND 94,7 36,7
6 30,0 0 30,0 | 33,2+1,3 0 12,7+1,8 | 110,7 ND 42,3
7 30,0 30,0 300 |34,1+1,2 250+£3,2 136+£25 | 113,7 83,3 45,3

* Recuperacdo (%) = (concentragdo obtida por BIA-MPA x 100) / concentragdo adicionada; ND: ndo
determinado.
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A presente tese demonstrou a potencialidade das técnicas FIA e BIA acopladas
a deteccdo amperométrica no desenvolvimento de métodos de analise de rotina, com
potencialidade de aplicagdao em distintos setores industriais (alimenticio, farmacéutico
e de biocombustiveis). De maneira geral, os resultados obtidos com os dois sistemas
apresentaram alta frequéncia analitica, baixo custo relativo e reduzido consumo de
reagentes e amostras (consequentemente uma menor geragdo de residuos). No
entanto, as metodologias desenvolvidas com o sistema BIA apresentaram maior
simplicidade e robustez (desnecessidade de tubos, bombas e valvulas), além de facil
adaptacdo para realizar andlises em ambientes fora do laboratério (“on-site analyses”).

Os eletrodos compdsitos modificados com azul da Prussia, utilizados no sistema
FIA (sensor “3 em 1” montado em ponteira de micropipeta, & = 1,6 mm) e no sistema
BIA (montado em um tubo de poliamida, & = 7,2 mm), apresentaram sensibilidade
adequada para a determinacdo de perdxido de hidrogénio em antisséptico bucal e em
leite UHT desnatado e integral, desde que as amostras sejam diluidas no minimo dez
vezes no eletrdlito suporte (KCl 0,1 mol Lte tampao fosfato 0,05 mol L'l). Deste modo,
as concentragdes de H,0, encontradas nas duas amostras de antisséptico bucal foram
bastante préoximas ao método padrdo (iodometria). J4 nas seis amostras de leite
testadas ndo foi detectado H,0,. Comparando-se o desempenho dos dois eletrodos
modificados, foi verificado que o sensor adaptado ao sistema BIA apresentou maior
sensibilidade (maior area do eletrodo de trabalho) e maior estabilidade deste eletrodo
compdsito, devido a auséncia de fluxo deste sistema.

Apds avaliar trés distintos procedimentos de modificacdo do compdsito fluido
condutor preparado em laboratério (grafite / ciclohexanona / adesivo epdxi / AP), foi
verificado que quando é utilizado o protocolo onde o grafite modificado com AP é
adicionado (até 30 % m/m) na preparag¢do da mistura fluida sob agitacdo, é possivel
obter eletrodos com elevada sensibilidade para H,0,, baixa resisténcia 6hmica e
homogeneidade do modificador em todo o corpo do eletrodo. Além disto, estes
sensores construidos sdo robustos e tem a capacidade de rapida regeneracdo da
superficie apds polimento em fina lixa (granulagcdo 1200 ou 2000) na presenca de agua.

O eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) pré-tratado catodicamente

apresentou elevada estabilidade e sensibilidade, baixo ruido e reduzidas correntes de
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fundo quando comparado ao eletrodo de compdsito de grafite (ndo modificado). Deste
modo, este foi adaptado a um sistema BIA empregando a deteccdo por amperometria
de multiplos pulsos (BIA-MPA) para a determinagdao simultanea de pares de farmacos
em duas formulagdes farmacéuticas (PA/CA e DI/CA) e de trés antioxidantes
adicionados em biodiesel (TBHQ/BHA/BHT).

Na determinagao simultanea de PA e CA em medicamentos por BIA-MPA foram
aplicados os pulsos de potencial de + 1,2 V e +1,55 V (40 ms cada) de forma sequencial
no eletrodo de DDB. No primeiro pulso foi possivel a deteccdo somente de PA e no
segundo foram detectados ambos PA e CA. Através da subtracdo da corrente total
neste pulso pela corrente de PA em + 1,2 V (e o uso de um fator de correcdo) foi
possivel obter a corrente de CA. Os pulsos de potencial foram escolhidos de acordo
com os comportamentos eletroquimicos apresentados por estes analitos no eletrodo
de BDD em meio de tampao acetato 0,1 mol L% Na determinacdo simultdnea de Dl e
CA a mesma estragégia foi adotada, porém aplicando os pulsos de + 1,1 Ve + 1,55 V.
Deste modo, as concentracdes obtidas de cada farmaco ficaram prdximas aos valores
indicados na bula dos medicamentos (erros < 10 %).

Para a determinacdo simultanea de TBHQ, BHA e BHT por BIA-MPA, além do
emprego de simples equagdes matematicas, foi necessaria uma prévia otimizacao dos
pulsos de potencial no eletrodo de BDD em meio de solucdo hidroetandlica contendo
30 % de etanol em volume (+0,6V/+0,8V/+1,3V, 60 ms cada) e das condi¢cdes do
sistema BIA (volume injetado, velocidade de injecdo e de agitacao da célula) devido as
caracteristicas apresentadas por este sistema BIA (baixa sensibilidade para TBHQ e
baixa precisdao para BHA e BHT). Este sistema apresentou uma alta frequéncia analitica
(120 h), sendo que a cada injecdo, trés espécies s3o detectadas simultaneamente, o
gue até entdo é inédito empregando um sistema BIA e somente um eletrodo de
trabalho. Na amostra de biodiesel foi observado que as recupera¢ées de TBHQ e BHA
foram préximas a 100 % em um meio contendo 50 % de etanol no eletrdlito.
Entretanto, as recuperacdes de BHT ainda foram baixas (< 50 %) utilizando esta
porcentagem de etanol. Futuramente as mudancas promovidas pelo aumento na
proporcdo de etanol no eletrélito (50 % ou mais) devem ser melhor investigadas. Além

disto, outros protocolos de dopagem do biodiesel podem ser avaliados.
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