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RESUMO

Montes, Rodrigo Henrique de Oliveira. Efeito do tamanho de nanotubos de carbono de paredes
multiplas em sensores eletroquimicos para moléculas de interesse farmacéutico. Uberlandia. Instituto

de Quimica, UFU, Setembro de 2015. Tese de doutorado.

Este trabalho avalia o desenvolvimento de sensores eletroquimicos baseados em
nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT) duas diferentes dimensées (110-170
nm x 5-9 um, LD-MWCNT e 6-9 nm x 5 um, SD-MWCNT), tratados quimicamente com &cidos
concentrados, e depositados na superficie de eletrodo de carbono vitreo para a determinacgao
de naproxeno, ibuprofeno, clorexidina e 4-cloroanilina (presente como produto de
degradacdo) em produtos farmacéuticos. Por espectroscopia Raman, verificou-se que SD-
MWCNTs apresentaram maior densidade de defeitos estruturais, o que corroborou com o
maior efeito eletrocatalitico observado pelas técnicas amperométricas e voltamétricas frente a
oxidacdo de todos os analitos. A difracdo de raios X confirmou a auséncia de metais (que
poderiam auxiliar na oxidacdo eletrocatalitica das moléculas) presentes na parede externa dos
tubos de carbono assim como no interior destes. A maior drea eletroativativa foi observada no
eletrodo modificado com SD-MWCNTSs, mas este nao foi o parametro predominante no melhor
desempenho dos SD-MWCNTs. Ensaios voltamétricos e amperométricos dos analitos, estes
associados a sistemas de anadlise por injecdo em batelada (BIA) ou de analise por injecdo em
fluxo (FIA), mostraram que os eletrodos modificados apresentaram propriedades
eletrocataliticas, sobretudo com o emprego de SD-MWCNTs. Observaram-se diminui¢do do
potencial de oxidagdo das moléculas, reducdo dos efeitos de adsorcdo dos analitos ou de seus
produtos de oxidacdo, ampliacdo das faixas lineares de trabalho e reducdo dos limites de
deteccdo em comparagdo ao eletrodo ndo modificado e mesmo modificado com LD-MWCNTs.
O eletrodo modificado com SD-MWCNTs apresentou os seguintes resultados para deteccdo
amperométrica, respectivamente para naproxeno / ibuprofeno / clorexidina / 4-cloroanilina:
limites de deteccdo de 0,4 pmol L' / 1,9 umol L™ / 0,2 umol L™ / 0,02 umol L™, desvios padrio
relativos de 3,4 % / 4,2 % / 1,8 % / 1,2 %, frequéncia analitica de 120 h™ / 100 h™/ 60 h™ / 130
h™ e faixas lineares de 10 a 75 pmol L™ / 10 a 1000 umol L™ / 1 a 300 pmol L™ / 1 a 300 pmol L’
! Todos os resultados indicam melhor desempenho do eletrodo modificado com SD-MWCNTSs,
o que pode ser relacionado com a maior densidade de defeitos na estrutura destes MWCNTSs,

que por sua vez, contribuiu para maior atividade eletrocatalitica deste material.

Palavras-chave: eletrocatalise, nanotubos de carbono, amperometria, analise por injecdo em batelada,

analise por injecdo em fluxo, clorexidina, 4-cloroanilina, ibuprofeno, naproxeno.



ABSTRACT

This work evaluates the development of electrochemical sensors based on multiwalled
carbon nanotubes (MWCNTSs) of two different sizes (110-170 nm x 5-9 um, LD-MWCNTs, and
6-9 nm x 5 um, SD-MWCNTSs), chemically treated with concentrated acids, and deposited on a
glassy-carbon surface for the determination of naproxen, ibuprofen, chlorhexidine, and 4-
chloroaniline (present as a degradation product) in pharmaceuticals products. By Raman
spectroscopy, it was verified that SD-MWCNTs presented higher density of structural defects,
which corroborated with the higher electrocatalytic effect observed using amperometric and
voltammetric techniques toward the oxidation of the analytes. X-ray diffraction confirmed the
absence of metals (that could contribute to the electrocatalytic oxidation of the molecules) on
the outer wall of the carbon tubes as well as inside the tubes. The greater electroactive area
was observed for the SD-MWCNT-modified electrode, however this parameter was not the
predominant one to infer the best performance of these electrodes. Experiments using
voltammetry and amperometry, the latter associated with batch-injection analysis (BIA) and
flow-injection analysis (FIA), showed that modified electrodes presented electrocatalytic
properties, overall when using SD-MWCNTs. Decrease in the oxidation potential of the
molecules, reduction of adsorption effects of analytes or their oxidation products, widening of
the linear working ranges, and reduction of the detection limits, compared to unmodified and
LD-MWCNT-modified electrodes, were observed. The SD-MWCNT-modified electrode showed
the following results using amperometric detection, respectively, for naproxen / ibuprofen /
chlorhexidine / 4-chloroaniline: detection limits of 0.4 pmol L™ / 1.9 umol L / 0.2 pmol L™ /
0.02 umol LY, relative standard deviations of 3.4 % /4.2 % / 1.8 % / 1.2 %, analytical frequency
of 120 h™ /100 h™ / 60 h™* / 130 h™!, and working linear ranges from 10 to 75 pmol L™ / 10 to
1000 pmol L™ / 1 to 300 umol L* / 1 to 300 pmol L. All the results indicate better
performance of the SD-MWCNT-modified electrode, which can be associated with the higher
density of defects in the structure of these MWCNTSs, which in turn, contributed to the higher

electrocatalytic activity of this material.

Keywords: electrocatalysis, carbon nanotubes, amperometry, batch-injection analysis, flow-

injection analysis, chlorhexidine, 4-chloroaniline, ibuprofen, naproxen.

Xi



1.

INDICE

INTRODUGAO E OBJETIVOS DO TRABALHO...........cooeveteeeeeieteteeeeeeteteee et 1
1.1.  CONSIDERAGOES GERAIS .....cvveeeeeveeeeeieteteeeeeeteeeeseaetees et sessssesssesensesetesessesssesenssssseseasans 2
1.2. ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS ......ccoetttiiiiieieiieeieeeeeeenereeeeeeereeeeererereeenenen 4

1.2.1. Eletrodos Modificados Com Nanotubos De Carbono ........ccccceevveecieeneeneeneennene 5
1.3.  TECNICAS ELETROANALITICAS.....cocviieieetereteteeee ettt 11

1.3.1.  Voltametria CiCliCa ..ooveeiieiieeeieesee et 13

1.3.2. AMPEIOMETIIA c.eeiiiiiiiieeiiiree ettt e e e e s ettt e e e e s s e sabereeeeeessssanreeaeeeesssssnnnns 15
1.4.  ANALISE POR INJECAO EM FLUXO (FIA) cerveeieeeeseeeeeeeseeeeeeeeeeeeeees e e e see e sees e 17
1.5.  ANALISE POR INJECAO EM BATELADA (BIA) ...eouieiiieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeaeseeesesssnnaeas 19
1.6.  ESPECIES ANALITICAS ESTUDADAS.......ccvrureririrrermeesemseeesesseinetssensississesseessessessensens 23

1.6.1. ClOrEXITING .ottt sttt b e be e 23

1.6.2. NQPIOXENO ..ttt s 26

1.6.3. o]0 o] 0} 1=Ta o T PSPPI 28

1.6.4. A-Cloro@aniling ..cceveeerieeeiiieiee ettt ettt e areesaees 30
1.7, OBIETIVOS ..ttt sttt st et et e s bt e sate st s bt et e e b e e bt e sbeesaeesaneenneens 32

1.7.1. (0] o T { A Lo CT=T =1 PR 32

1.7.2. Objetivos ESPECITICOS ...cciuiieeietiee ettt ettt et e e e e e e ae e e e eares 33

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL........ooiiiiiiiiiiie ettt 34
2.0 REAGENTES. ..ottt sttt et s e e e neenrees 35
2.2, SOLUGOES E PREPARO DAS AMOSTRAS.......costriririririrrereessesesesesesesssssssssssssassssssssssssnens 36
2.3. FUNCIONALIZAGCAO DOS MWOCNTS w..ecuvvevieeeereteeeeteseseeesesesesesesesessesesesessesssessssesssesens 36
2.4, PREPARAGAQ DOS ELETRODOS........c.cueveveveeeeeeteteaeesesesesesesesesesesessssesssessssesssessssasssesens 37

2.4.1. Eletrodo De Trabalho, Referéncia E AUXIlIar ... ..eeeeeeeeee e 38
2.5, INSTRUMENTAGAD ...cooveteuetcieietrieieieieesee ettt s ettt sasess e e e 39

2.5.1. SISEEM@ FIA .o e 39

2.5.2. SIStEMA BIA ..o 41
2.6.  ANALISE ESPECTROSCOPICA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO.........coveererererrerennee. 44
2.7.  DIFRAGAO DE RAIOS X (DRX).veeveeeeeeeteeereeeeeeesesessesesessesesssssesssssssseseessssssessesssseseennes 44
2.8. ESPECTROSCOPIA RAMAN ...ttt ettt ettt e e e e e sttt e e e e s e eesnreeeeeeeeean 44
2.9. ELETROFORESE CAPILAR COM DETECCAO CONDUTOMETRICA SEM CONTATO. ........ 45

Xii



2.10. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA.......ooueueeeeeeeeeeceeeeeveeeeeseeae e 45

2.11. ANALISE ESPECTROFLUORIMETRICA......cocvviieiecieteteressisie e 45
2.12. ESPECTROMETRIA DE IMASSAS. ..ottt sttt s ne e 46
2.13. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA.........cocoiviuerereiiieieieveseseses e 47
RESULTADOS E DISCUSSOES...........cocuiuiuiuiuieieiiieeceeteteiesese ettt ae s 48
3.1.  CONSIDERAGOES GERAIS ....cocuiuiuiuieieinieieieetetetetese ettt se st seae s as s s s e 49
3.2.  CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO DE PAREDES MULTIPLAS POR
INFRAVERMELHO ...ttt sttt sttt ettt st sttt e e b e sbeesaeesaneenneens 49
3.3.  CARACTERIZACAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO DE PAREDES MULTIPLAS POR
DIFRAGAQD DE RAIOS X uttettetteitesite ettt ettt ettt sttt esbe e s bt e satesatesbesbeesbeesseesaeesatesaseenseens 51
3.4, ESPECTROSCOPIA RAMAN ...ooiiiitieiiienieete ettt sttt ettt et saee s s s b b e nnees 54
3.5.  MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA.........coovuiuirererteeeetete e 56
3.6.  ESTUDO DA AREA ATIVA DOS ELETRODOS .....cocveviereirerererieeeeieaereseesssaesesesesesnane 57
3.7.  INVESTIGACAO DO PONTO DE CARGA ZERO DOS MWCNTS......ceveverererereeeerareeeeeeennn. 60
3.8.  COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE NAPROXENO EM GCE, LD-MWCNT E SD-
IMIWWCNT L.ttt ettt b e b e s bt e s ae e st e et e e bt e e bt e sheesateeabeembe e beenbeesbeesaeeeaneenseens 63
3.8.1. Voltamogramas Ciclicos Comparativos Na Presenca De Naproxeno.................. 63
3.8.2. Mecanismo De Oxidagdo Eletroquimica De Naproxeno .........cccceeeveeeeecveeeeennnen. 64
3.8.3. Estudo Amperométrico De Naproxeno Em GCE N3ao Modificado....................... 66
3.8.4. Otimizagdes Do Sistema BIA E Faixa Linear De Trabalho Para Determinagdo De
NN T o 0D (=T a Lo TN =11 ¢ T C L =Pt 68
3.8.5. Determinacdo De Naproxeno De Amostras Farmacéuticas.........cccceeeeecuveeeennnnen. 70
3.8.6. Investigacao Do Transporte D& MasSa.....ueeeeeeeeeciiieeeeeeeeecciirieee e e e e e scvrrneeee e e e 71

3.8.7. Estudo Amperométrico De Naproxeno Em Eletrodos Modificados Com MWCNT

73
3.8.8. Otimizagdes Do Sistema BIA Para Eletrodo Modificado Com MWCNT .............. 74
3.8.9. Faixa Linear E Repetibilidade ........cceeeeieeicciieeeee et 75
3.8.10. Determinagao De Naproxeno Em Amostras Farmacéuticas..........cccceevevveeennnen. 79

3.9. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE IBUPROFENO EM GCE, LD-MWCNT E SD-

IVIWW CINT <ttt ettt ettt e e e e e e e bbbttt e e e e e e e b e bt e e e e e e e e e nnbebeeeeeeeeeaannneeeeeeeeesaannnrnneeens 81
3.9.1. Voltamogramas Ciclicos Comparativos Na Presenca De IBF..........cccccveeeennnennn. 81
3.9.2. Investigacao Do Transporte D& MasSa.....eeeeeeeeeccuririieeeeeeeciiirieeee e e e e esrrreeeeeee e 83
3.9.3. Mecanismo De Oxidagao Eletroquimica De Ibuprofeno........ccccceecvveeeccieeecennee, 84
3.9.4. Estudo Hidrodindmico Comparativo ........ceeccuveeeeciieeeesieeeecieeeeeiee et e e 86
3.9.5. Otimizagdes Do Sistema FIA Para Eletrodo Modificado Com MWCNT................ 87
3.9.6. Faixa Linear E Repetibilidade .....ccoooeeiiiiieee e 88



3.9.7. Determinacgdo De Ibuprofeno Em Amostras Farmac@uticas........ccoeeeecuveeeennnee. 91
3.10. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE CLOREXIDINA EM GCE, LD-MWCNT E SD-
MWCNT 93

3.10.1. Voltamogramas Ciclicos Comparativos De Clorexidina........ccccevevvciveeevnieeneennen. 93

3.10.2. Mecanismo De Oxidagao De Clorexiding ........ccccoeevueeeiieiieeesiiieeeereee e esieee e 95

3.10.3. Estudo Amperométrico De Clorexidina Em GCE Nao Modificado ...................... 96

3.10.4. Otimizagdes Do Sistema FIA Para GCE .......ccceviiviiiiiiieeeee e e e eesieveeee e e e 98

3.10.5. Faixa Linear De Trabalho E Determinacdo De Clorexidina Em Amostras

ANTISSEPLICAS 1uuvieee ittt e e st e e e st e e e s b et e e e s b te e e e e bteeeesbteeeeereaeeeaan 99

3.10.6. Investigacao DO Transporte DE MassSa.........ceeieiiereiuiireeeeeeeenriiiieeeeeeeeesiieeeeens 101

3.10.7. Estudo Hidrodindmico ComparatiVo ........ccceeecuieeeieciiiee et 102

3.10.8. Otimizagdes Do Sistema BIA Para Eletrodo Modificado Com MWCNT ............ 103

3.10.9. Faixa Linear E Repetibilidade ......ccccueeeieiieieicieee e 104
3.11. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE 4-CLOROANILINA EM GCE, LD-MWCNT E
SD MWW CINT . s 108

3.11.1. Voltamogramas Ciclicos Comparativos Na Presenca DE 4-CLA............ccueee..e. 108

3.11.2. Investigacdao Do Transporte DE MasSa......cccceeeeeieeecniinieeeeeesescivinreeeeeeeesnevennees 110

3.11.3. Mecanismo De Oxidacdo De 4-Cloroaniling........cccoeeeeecieeeecciieeeccieeeeeciieee e 112

3.11.4. Estudo Hidrodindmico Comparativo ........cccceecuieeeiiciieeeieiieee e cscieeessiieee e 114

3.11.5. Otimizacdes Do Sistema BIA Para Eletrodo Modificado Com MWCNT ............ 116

3.11.6. Faixa Linear E Repetibilidade ......ccccueeiieiiiiiiciiee e 118

3.11.7. Determinacdo De 4-Cloroanilina Em Amostras Antissépticas.........ccccceecuveeeennns 124

CONCLUSOES..........oouimimineireieiet ettt bbb 127

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........coovuiiimimeimeneieneteiseisesseistississessississssssessessessessens 130

Xiv



TRABALHOS REALIZADOS

PUBLICACOES EM REVISTAS CIENTIFICAS DE ARTIGOS DURANTE O
DOUTORAMENTO

1 — Cardoso, R. M.; Montes, R. H. O.; Lima, A. P.; Dornellas, R. M.; Nossol, E.; Richter, E.
M.; Munoz, R. A. A.; Multi-walled carbon nanotubes: Size-dependent electrochemistry
of phenolic compounds. Electrochimica Acta, 2015, 176, 36-43.

2 — Montes, R. H. O.; Stefano, J. S.; Richter, E. M.; Munoz, R. A. A.; Exploring
multiwalled carbon nanotubes for naproxen detection. Electroanalysis, 2014, 26, 1449-
1453.

3 — Montes, R. H. O.; Marra, M. C.; Rodrigues, M. M.; Richter, E. M.; Munoz, R. A. A_;
Fast Determination of Ciprofloxacin by Batch Injection Analysis with Amperometric
Detection and Capillary Electrophoresis with Capacitively Coupled Contactless
Conductivity Detection, Electroanalysis, 2014, 26, 432-438.

4 — Lima, A. P.; Stefano, J. S.; Montes, R. H. O.; Cunha, R. R.; Silva, L. A. J.; Richter, E. M,;
Munoz, R. A. A.; Electrochemical oxidation of chlorhexidine and its amperometric
determination by flow-injection analysis, J. Braz. Chem. Soc., 2014, 25, 448-452.

5 — Stefano, J. S.; Montes, R. H. O.; Richter, E. M.; Munoz, R. A. A.; Flow-injection
analysis with multiple-pulse amperometry for simultaneous determination of
paracetamol and naproxen using a homemade flow cell for screen-printed electrodes,
J. Braz. Chem. Soc., 2014, 25, 484-491.

6 — Marinho, J. Z.; Montes, R. H. O.; Moura, A. P.; Longo, E.; Varela, J. A.; Munoz, R. A.
A.; Lima, R. C.; Rapid preparation of a-FeEOOH and a-Fe203 nanostructures by
microwave heating and their application in electrochemical sensors, Materials
Research Bulletin, 2014, 49, 572-576.

7 — Freire, P. G.; Montes, R. H. O.; Romeiro, F. C.; Lemos, S. C. S.; Lima, R. C.; Richter, E.
M.; Munoz, R. A. A.; Morphology of ZnO nanoparticles bound to carbon nanotubes
affects electrocatalytic oxidation of phenolic compounds, Sensors and Actuators B-
Chemical (aceito para publica¢do) - 10.1016/j.snb.2015.09.086

DEMAIS PUBLICACGES EM REVISTAS CIENTIFICAS

8 — Lima, A. B.; Faria, E. O.; Montes, R. H. O.; Cunha, R. R,; Richter, E. M.; Munoz, R. A.
A.; Santos, W. T. P.; Electrochemical Oxidation of lbuprofen and Its Voltammetric

Xv



Determination at a Boron-Doped Diamond Electrode; Electroanalysis, 2013, 25, 1585-
1588.

9 — Fernandes, D. M.; Montes, R. H. O.; Almeida, E. S.; Nascimento, A. N.; Oliveira, P.
V.; Richter, E. M.; Munoz, R. A. A.; Storage stability and corrosive character of
stabilised biodiesel exposed to carbon and galvanised steels, Fuel, 2013, 107, 609-614.

10 — Stefano, J. S.; Lima, A. P.; Montes, R. H. O.; Richter, E. M.; Munoz, R. A. A.; Fast
determination of naproxen in pharmaceutical formulations by batch injection analysis
with pulsed amperometric detection, J. Braz. Chem. Soc., 2012, 23, 1834-1838.

11 - Montes, R. H. O.; Munoz, R. A. A,; Richter, E. M.; Low-potential reduction of sulfite
at a ruthenium-oxide hexacyanoferrate modified electrode, Electrochemistry
Communications, 2012, 21, 26-29.

12 - Silva, R. A. B.; Montes, R. H. O.; Munoz, R. A. A,; Richter, E. M.; Rapid and selective
determination of hydrogen peroxide residues in milk by batch injection analysis with
amperometric detection, Food Chemistry, 2012, 133, 200-204.

13 —Silva, R. A. B.; Montes, R. H. O.; Munoz, R. A. A,; Richter, E. M.; Determinacgao de
perdxido de hidrogénio em antisséptico bucal usando um microdispositivo contendo
particulas de azul da prussia, Quimica Nova, 2011, 34, 987-991.

14 — Almeida, E. S.; Monteiro, M. A. N. A.; Montes, R. H. O.; Mosquetta, R.; Coelho, N.
M. M.; Richter, E. M.; Munoz, R. A. A.; Direct determination of copper in biodiesel
using stripping analysis, Electroanalysis, 2010, 22, 1846-1850.

DEMAIS TRABALHOS REDIGIDOS/SUBMETIDOS DURANTE O
DOUTORAMENTO

15 — Montes, R. H. O.; Dornellas, R. M.; Silva, L. A. J.; Squissato, A. L.; Richter, E. M,;
Munoz, R. A. A.; Amperometric determination of the insecticide fipronil using batch-
injection analysis: comparison between unmodified and carbon-nanotube modified
electrodes.

16 — Montes, R. H. O.; Lima, A. P.; Santos, V. B.; Lago, C. L.; Richter, E. M.; Munoz, R. A.
A.; Amperometric determination of 4-chloraniline in commercial chlorhexidine
solutions using a multi-walled carbon nanotube modified electrode.

17 — Montes, R. H. O.; Cunha, R. R.; Santos, W. T. P.; Nossol, E.; Richter, E. M.; Munoz,
R. A. A.; Electrochemical detection of ibuprofen at multi-walled carbon nanotubes
modified electrode.

XVi



1. INTRODUCAO E
OBJETIVOS DO TRABALHO




1.1. CONSIDERAGOES GERAIS

Novas ferramentas analiticas sdo necessdarias para o monitoramento em tempo
real de processos industriais e para a prevencao da formacdo de substancias toéxicas. A
obtencdo de dados analiticos “in loco” se torna cada vez mais importante com o
intuito de melhorar o sistema de producdo e em paralelo a minimizar o impacto
ambiental. Ao mesmo tempo, o monitoramento continuo do meio ambiente, que
substituiria a coleta de amostra e o transporte ao laboratério de anadlise, permitiria a
obtencdo de uma resposta rapida, que muitas vezes é primordial para evitar uma
catastrofe ambiental.

Adicionalmente, o desenvolvimento de dispositivos e protocolos que
minimizem a geracdao de rejeitos ou materiais téxicos é de consideravel interesse
dentro do contexto de quimica verde [1]. Nesta abordagem, destaca-se o
desenvolvimento de metodologias que substituam reagentes téxicos ou minimizem os
residuos gerados por andlise, além do uso de fontes renovdveis ou recicladas de
matéria-prima [2].

Muitas vezes sdao usados os métodos instrumentais, que sdo basicamente
divididos em trés grandes grupos de técnicas: a espectroscopia, a cromatografia e a
eletroquimica. No entanto, alguns equipamentos e reagentes que sao utilizados nestas
técnicas (principalmente na cromatografia) podem ser dispendiosos, tornando analises
de rotina invidveis em muitos laboratdérios de pesquisa ou de empresas de pequeno
porte.

No desenvolvimento de um método analitico, algumas caracteristicas atrativas
sdo desejaveis como, por exemplo, facil operacdao, menor tempo de analise, mantendo
adequada sensibilidade, seletividade, robustez, precisdao e baixo custo. Neste sentido,
as analises por injecdo em fluxo (FIA-“Flow Injection Analysis”) [3] ou por injecdo em
batelada (BIA-“Batch Injection Analysis”) [4] tém sido amplamente exploradas para
satisfazer estes requisitos. Os sistemas FIA e BIA permitem o acoplamento a diversos
tipos de detectores, tais como espectrofotométricos [5-7], fluorescentes [8, 9],
termométrico [10], quimiluminescentes [11-13], potenciométricos [14-16],

voltamétricos [17-20], amperométricos [21-24], entre outros. Os dispositivos



eletroquimicos de andlise oferecem vantagens tais como alta sensibilidade, ampla
faixa linear e instrumentacdo simples e portatil (requer baixa quantidade de energia
que pode ser fornecida por uma bateria) [25], e portanto, atendem a demanda por
métodos analiticos modernos. Entre as técnicas eletroquimicas mais utilizadas,
destaca-se a amperometria convencional de potencial constante. Nesta técnica, um
potencial é aplicado no eletrodo de trabalho (WE) durante um intervalo de tempo e
entdo a variacdo de corrente gerada pelo processo redox (reducdo ou oxidacdo) de
determinado analito deve ser proporcional a sua concentragao [26].

A utilizagdo de materiais nanoestruturados em eletroanadlise oferece
propriedades Unicas como aumento de transporte de massa, elevada area superficial e
maior relacdo sinal-ruido (diminuicdo da corrente residual). A elevada area superficial
de eletrodos com dimensdo micro ou nanométrica, além de permitir maior transporte
de massa, oferece valores de densidade de corrente (amperes por unidade de area)
muito maiores do que eletrodos de dimensdo convencional (macroeletrodos) [27].
Nesta perspectiva, a miniaturizacdo dos dispositivos de andlise tem adquirido uma
posicao de destaque na quimica analitica, onde cada vez mais se intensifica a pesquisa
para a adaptacdo de detectores miniaturizados a metodologias ja desenvolvidas.

Dentre os materiais nanoestruturados que podem ser adicionados a superficie
de um determinado eletrodo, destacam-se os nanotubos de carbono de parede
simples (SWCNT - single walled carbon nanotubes), formados por apenas uma folha
grafitica, e os nanotubos de paredes multiplas (MWCNT — multi walled carbon
nanotubes), formados por um conjunto de nanotubos concéntricos.

Nos capitulos posteriores sdo apresentados alguns aspectos tedricos e praticos
sobre andlises por injecio em fluxo (FIA) e em batelada (BIA) com deteccdo
amperométrica, eletrodos modificados, modificadores baseados em nanotubos de
carbono e determinacdao de analitos de interesse farmacéutico em produtos

comerciais.



1.2. ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS

No desenvolvimento de sensores, a sensibilidade, seletividade, estabilidade,
precisdo, resposta rapida, facilidade de uso, baixo custo e robustez constituem as
caracteristicas mais importantes. A crescente demanda das areas da medicina, da
industria e do meio ambiente tem impulsionado o desenvolvimento dos mais variados
sensores. No entanto, a regeneracgao da superficie apds o uso é o maior entrave para o
emprego de eletrodos sélidos comerciais [28].

A denominagdo eletrodo quimicamente modificado (CME) foi inicialmente
utilizada na eletroquimica por Murray e colaboradores [29] para designar eletrodos
com espécies quimicamente ativas convenientemente imobilizadas na superficie
desses dispositivos. O principal objetivo dessa modificacdo é pré-estabelecer e
controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucdo, como uma forma de
alterar a reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo assim o
desenvolvimento de eletrodos para varios fins e aplicacbes, desde a utilizacdo como
agentes para transferéncias rapidas de elétrons [30], eletrocatdlise [31], agentes que
promovam a pré-concentracdo de tracos de moléculas ou ions em solugbes para
analises quantitativas [32], entre outros. A Figura 1 mostra esquematicamente um

CME com fung¢do mediacao.
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Figura 1. Representagao esquematica do principio de agdao do modificador na

superficie de um eletrodo para eletrocatalise [33].



O eletrodo base e o modificador quimico sdo as duas partes que constituem um
CME. A forma de preparag¢ao de um CME é determinada pelas caracteristicas analiticas
desejadas do sensor. O desenvolvimento desses sensores com caracteristicas
diferenciadas é uma area em crescimento e de grande interesse da eletroquimica e
eletroanalitica. Os CMEs possuem uma ampla aplicacdo em estudos eletroanaliticos
devido a versatilidade de modificagdes e modificadores eletroquimicos. A grande
maioria das aplicagdes analiticas de CMEs envolve técnicas voltamétricas ou
amperométricas. Entretanto, também sdo descritos na literatura a aplicagao de CMEs
como eletrodos ion seletivos [34].

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofrerd a
modificacdo, € um aspecto muito importante da preparacdo de um CME. Este
substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser
adequado para o método de imobilizacdo selecionado. Entre os materiais
convencionais podemos citar ouro, platina, carbono vitreo, mercurio na forma de
filme, fibras de carbono, pasta de carbono e nanotubos de carbono (CNT). Carbono
vitreo reticulado, polimero condutor e vidros condutores estdo incluidos entre os
substratos menos usuais.

Adsorcao irreversivel direta, ligacdo covalente a sitios especificos da superficie
do eletrodo, recobrimento com filmes poliméricos, de forma geral, constituem os
métodos mais importantes para promover a modificacdo do eletrodo base [35]. Dentro
deste contexto, vém se destacando ultimamente os eletrodos modificados com CNTs,

gue apresentam morfologia tubular com dimensdes nanométricas.

1.2.1. ELETRODOS MODIFICADOS COM NANOTUBOS DE CARBONO

Nas ultimas décadas, houve consideravel estimulo na area de sensores devido
as recentes descobertas da nanotecnologia. A possibilidade de empregar materiais
nanoestruturados no desenvolvimento de sensores eletroquimicos conferindo
melhoria no desempenho destes tem atraido atencdo de diversas areas de atuacao
como, por exemplo, em diagndsticos clinicos, industria de alimentos, farmacos e

ambiental. Estes materiais geralmente exibem propriedades diferenciadas com relacdo



aos demais materiais com maiores dimensdes, como propriedades do tipo magnéticas,
Optica, alto ponto de fusdo, calor especifico e reatividade da superficie [36].

As novas propriedades buscadas em nanomateriais podem ser atribuidas a dois
fatores. Quando se tem um material em escala nanométrica, cada particula é formada
por uma pequena porcao de dtomos, normalmente de dezenas a algumas centenas.
Isso faz com que a razdo entre superficie/volume de nanoparticulas seja alta. Assim, o
numero de atomos na superficie da particula é comparavel ao nimero de dtomos no
interior da mesma. Como o numero de atomos de cada entidade nanométrica é
reduzido, normalmente os atomos superficiais possuem numero de coordenacdo
incompletos, o que acarreta em sistemas instaveis termodinamicamente e, por isso,
sdo mais susceptiveis a formar novas ligacbes. O segundo fator é o efeito de
confinamento quantico, que estd diretamente relacionado com variacbes nas
propriedades o6ticas e eletronicas de um nanomaterial. Este fenbmeno pode ser
explicado através de uma aproximacdo ao “modelo da particula na caixa”, onde o
tamanho da caixa é dado pelas dimensdes das nanoparticulas [37, 38].

Nesta perspectiva, a miniaturizacdo dos dispositivos de andlise tem ganhado
uma posicdo de destaque na quimica analitica, onde cada vez mais se intensifica a
pesquisa para a adaptacdo de detectores miniaturizados aos métodos ja
desenvolvidos.

Desta forma, destaca-se a quimica eletroanalitica, devido a algumas
caracteristicas vantajosas, como: portabilidade, custo moderado, elevada sensibilidade
nas determinagdes [39, 40], possibilidade de miniaturizacdo dos eletrodos e uso de
diferentes materiais que podem ser de baixo custo e/ou reaproveitaveis. Como
materiais utilizados para a analise de pequenos volumes, pode-se citar o uso de
eletrodos de peliculas metdlicas como ouro ou prata aproveitados de CD-Rs [41-43],
fios de ouro [44, 45], prata [46], platina [47] ou cobre [48] com diametro de até 200
um, eletrodos de pasta de carbono [49] e compdsitos de grafite [50].

A imobilizacdo de espécies de interesse sobre superficies de CMEs tem sido
uma area em destaque nos anos mais recentes. Dentre essas inumeras formas de
modificacdo, o recobrimento da superficie eletrédica por CNT tem merecido destaque.

Na sua maioria, essas modificacdes estdo combinadas de tal forma, que os CMEs



ganham sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade, estabilidade e aplicabilidade
superiores aquelas do eletrodo convencional sem prévia modificagao.

Um dos trabalhos pioneiros foi feito por Wang e colaboradores [51] em que um
eletrodo de carbono vitreo (GCE) foi modificado com camadas de CNT, e utilizado para
oxidagdo eletrocatalitica de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). Foi
observado um decréscimo de 490 mV no sobrepotencial de oxida¢cdo (comegando em -
0,05 V vs Ag/AgCl; pH 7,4) em relagdo ao eletrodo ndo modificado. A utilizagdo destes
eletrodos modificados foi estudada por outros pesquisadores [52-54].

A cinética mais rapida de uma reagdo redox em eletrodo modificado é
comumente interpretada em termos de eletrocatdlise causada pelos nanotubos. O
critério de diagndstico para processos de eletrodo de cinética rapida é
frequentemente simplificado a avaliacdo da separacdo entre os potenciais de pico dos
picos direto e reverso do experimento de voltametria ciclica (CV). No entanto, essa
comparacdo so é vdlida se o regime de transporte de massa para o eletrodo ndo
modificado e modificado é o mesmo [55].

Um dos frutos do interesse pelo dominio das pequenas dimensdes foi a
obtenc¢do por acaso dos CNT sintetizados e descritos como tal pela primeira vez em
1991 por lijima, usando o processo de pirdlise de grafite em plasma sob atmosfera
controlada de hélio [56]. Desde a sua descoberta [57], os CNTs tém sido reconhecidos
como um importante nanomaterial para a concepc¢do de sensores e biossensores
eletroquimicos. Eles geralmente possuem um forte efeito eletrocatalitico, uma répida
velocidade de transferéncia de elétrons, condutancia elevada, resisténcia a tracao, boa
estabilidade quimica e excelente biocompatibilidade.

Estes materiais podem ser produzidos por diferentes métodos, sendo o mais
investigado o processo por deposicdo de vapor quimico, baseado na decomposicdo
térmica de fontes gasosas de carbono, como CH,4, C;H4 ou outras moléculas organicas,
na superficie de catalisadores metalicos nanoparticulados [58].

Os CNTs tratam-se de uma forma alotrdpica do carbono, na qual arranjos
hexagonais destes atomos, com hibridizacdo nominal sp?, se dispdem ao longo de
superficies cilindricas de didametros da ordem de nanémetros e comprimentos da
ordem de micrometros [59]. Podem ser observadas estruturas de multiplas camadas

concéntricas (MWCNTs, Figura 2) ou estruturas de uma unica camada (SWCNTSs),
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sendo que as extremidades podem ser constituidas por formas semi-esféricas (hemi-

fulerenos), formas cOnicas ou poliédricas [60].

Figura 2. Estrutura de nanotubos de carbono de paredes multiplas.

Apesar da semelhanca estrutural para uma unica folha de grafeno que é um
semicondutor, os SWCNTs podem ser condutores ou semicondutores, dependendo da
direcdo da folha de grafeno sobre a qual é enrolado para formar o nanotubo.

As propriedades eletronicas dos MWCNTs sdo bastante semelhantes aos
SWCNTs, pois a jungao entre os cilindros é fraca. Através da estrutura eletronica quase
unidimensional, o transporte eletrénico dos SWCNTs e dos MWCNTSs se da ao longo da
superficie dos CNTs [61, 62]. Os SWCNTs consistem em um Unico tubo de grafeno, e os
MWCNTSs consistem em varios tubos concéntricos de grafeno. Os diametros dos CNTs
podem variar de nanémetros para os MWCNTSs (1,4 a 100 nm) e sé alguns nanémetros
no caso dos SWCNTSs (0,4 a 3,0 nm). A maioria das propriedades dos SWCNTs depende
do seu diametro e angulo quiral, também chamado de angulo de helicidade, ¢. Estes
dois parametros resultam dos chamados indices de Hamada (n,m) [63]. Na literatura é
possivel encontrar alguns trabalhos que estudaram e mostraram que MWCNTs com
diferentes didmetros geralmente apresentam diferentes propriedades fisico-quimicas
[64-66]. As dimensdes reduzidas, a alta condutividade e as propriedades fisico-
guimicas impares dos CNTs sdo as responsaveis pelo aumento do desempenho
eletroanalitico dos sensores, a saber: aumento do sinal analitico e diminuicdo do
sobrepotencial de trabalho. Outra caracteristica importante dos CNTs é a possibilidade

de sua modificacdo, por exemplo, com enzimas, proteinas redox, mediadores de
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elétrons entre outros, incrementando as suas propriedades quimicas e/ou mecanicas,
aumentando desta maneira a aplicabilidade destes materiais em diversas areas de
interesse [54, 67-70].

Sendo as propriedades dependentes da estrutura, pode-se supor que a
modificacdo racional desta possa levar a modulacdo de uma determinada propriedade.
A manipulagdo de CNT vem sendo amplamente avaliada [71], sendo relatados varios
tipos de interacdes, tais como processos fisicos e quimicos. Tais interacdes se fazem
importantes no sentido de possibilitar, por exemplo, a dispersdo das espécies [72].

A grande barreira para o desenvolvimento de tais dispositivos com CNTs é a
insolubilidade destes em todos solventes [73]. Algumas estratégias tém sido propostas
para superar os varios obstaculos para realizar a dispersdo incluindo o uso de
ultrassons, o uso de agentes tensoativos, modificacdo quimica através da
funcionalizacdo e combinagdes destes [74], buscando diminuir as forcas de Van der
Waals. Os problemas de agregacdo podem ser habitualmente resolvidos pelo uso de
ultrassons durante o processo de dispersao de CNT [75].

A condutividade elétrica mais elevada é obtida no caso de uma melhor
dispersao de CNT [76]. A medida da permissividade dielétrica € um método indireto
para caracterizar o estado de dispersdo de CNT [77]. E possivel encontrar também
diferentes dispersdes sendo caracterizadas por espectrofotométrico UV-Vis [78].

Métodos de dispersdo usando ultrassons sdo geralmente necessdrios para a
dispersdao de materiais em escala nanométrica no liquido, devido as grandes rela¢des
entre area superficial e volume bem como a escala de a¢dao das ondas ultrassénicas
[79]. E visto na literatura a capacidade do polimero Nafion amplamente utilizado para
solubilizar CNT de parede Unica e multiparedes. Filmes de Nafion tém sido
amplamente utilizados para a modificacdo de superficies de eletrodos e para a
construcdo de biossensores amperométricos [80, 81] de forma semelhante a outros
polimeros usados para dispersar CNT [82]. Tal capacidade de Nafion para solubilizar
CNT é claramente indicada pelas mudancas visiveis a olho nu. A solubilizacdo de CNT
por Nafion permite uma variedade de manipulagdes, incluindo a modificacdo de
superficies de eletrodos e a preparacdo de biossensores. A associacdo CNT/Nafion ndo
prejudica as propriedades eletrocataliticas do CNT [83]. E comum encontrar na

literatura, dispersdo em solventes organicos aproéticos polares, tais como



dimetildiformamida (DMF), o qual forma uma dispersdo cineticamente estavel [84].
Até o momento, praticamente nada se sabe sobre as estruturas e interagdes do CNT
em solucdo. Torna-se assim importante compreender a natureza coloidal do CNT
nestas dispersdes. Estes meios influenciam sobre a morfologia dos recobrimentos e
sobre as propriedades eletroquimicas dos CNTs dependendo do mecanismo do
sistema redox, mas ndo altera a superficie quimica do nanomaterial como ocorre
guando se empregam meios acidos ou tratamentos eletroquimicos de ativacao [85].

Uma aplicagdo promissora do CNT é a sua utilizagdo em sensores quimicos e
aparelhos eletrénicos em nanoescala. Tais aplicacdes se beneficiam muito com a
capacidade dos CNT para promover as rea¢des de transferéncia de elétrons entre
biomoléculas importantes, incluindo o citocromo c¢ [86], NADH [51],
neurotransmissores de catecolaminas [87], ou acido ascérbico [88].

A adsorcdo irreversivel de CNT sobre superficies eletrddicas convencionais
constitui uma estratégia util para preparar, de forma simples, sistemas de deteccdo
que exibem um excelente comportamento frente as reag¢bes eletroquimicas de
algumas moléculas de interesse [85].

Dalmasso e colaboradores [89] relataram o desempenho analitico de GCE
modificados com uma dispersdo de MWCNT em poli-histidina (poli-his) (GCE/MWCNT-
poli-his) para a determinac¢do simultanea de acido ascdrbico (AA) e paracetamol (PA).
O eletrodo modificado apresentou maior sensibilidade (aproximadamente 4 e 7 vezes
maior para AA e PA, respectivamente) e menores potenciais de oxidacdo das espécies
(decréscimo de 292 mV para AA e 40 mV para PA), demonstrando excelentes
atividades eletrocataliticas para oxidacdo de AA e PA comparado ao GCE ndo
modificado. O limite de detecc¢do (DL) foi 0,76 umol Lt para AA e 32 nmol Lt para PA
[89].

Jara-Ulloa e colaboradores reportaram o comportamento eletroquimico de um
derivado do 4-nitroimidazol em GCE modificado com MWCNT utilizando dgua e DMF
como dispersante. O eletrodo modificado apresentou propriedades eletroquimicas
significativas para a reducdo deste composto com correntes satisfatdrias, diminuicdo
no sobrepotencial e boa relacdo sinal-ruido comparada ao eletrodo nao modificado.
Uma boa repetibilidade com coeficiente de variagao de 2,9 % e um DL igual a 114 nmol

L™ foram adquiridos [90].
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Um nanosensor voltamétrico de GCE modificado com MWCNT foi utilizado por
Dogan-Topal e colaboradores para a determinagao de um farmaco anti-viral chamada
calganciclovir em amostras farmacéuticas. Um faixa linear de trabalho de 7,5 nmol L™ a
1,0 umol L™ com DL de 1,52 nmol L™ foi adquirida. Um baixo desvio padrao relativo
(RSD) de 2,07 % com 5 injecOes de mesma concentracdo é apresentado neste trabalho.
O eletrodo modificado apresentou satisfatdria estabilidade, sensibilidade, seletividade
e reprodutibilidade para este farmaco [91].

Rodriguez e colaboradores reportam a quantificacdo altamente sensivel e
seletiva de acido Urico na presenca de AA utilizando eletrodos de GCE modificados
com MWCNTs dispersos em poli-lisina (Plys) (GCE / MWCNT-Plys). A atividade
eletrocatalitica de GCE/MWCNT-Plys verificou-se pela diminuigdo de até 440 mV no
sobrepotencial de oxidacdo de AA, o que permitiu desta forma determinar acido urico

na presenca de 1,0 mmol L™ de AA, e obtendo um DL de 2,2 pmol L? para AU [92].

1.3. TECNICAS ELETROANALITICAS

O controle de qualidade nas industrias farmacéuticas é dominado por técnicas
cromatograficas, principalmente pela cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detecgao no ultravioleta, mais conhecida pela sigla HPLC do inglés “High Performance
Liquid Chromatography”, uma vez que estas permitem o desenvolvimento de métodos
altamente robustos e seletivos, parametros analiticos extremamente importantes.
Entretanto, os métodos cromatograficos, apesar das vantagens descritas
anteriormente, apresentam diversos inconvenientes frente a outras ferramentas
analiticas, tais como: elevado custo na aquisicdo dos equipamentos e servicos de
manutencdo, utilizacdo de reagentes de alto custo onerando as analises de rotina,
baixa frequéncia analitica devido aos tediosos e recorrentes tratamentos de amostras
e longos tempos de retencdao, complexidade de operacdo requerendo mao-de-obra
altamente capacitada, além da elevada geracdo de residuos devido a utilizacdo de
solventes organicos na fase moével, exigindo controle mais complexo e dispendioso dos

efluentes das empresas para que ndo haja impacto ambiental pelo setor analitico.
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Com o objetivo de se obter informa¢Ges fundamentais sobre propriedades
intrinsecas das substancias, as técnicas eletroanaliticas estdo sendo cada vez mais
utilizadas nas mais diversas areas do conhecimento. Estudos de processos de oxidagao
e redugdo em vdrios meios, de adsorcdo em superficies e de mecanismo de
transferéncia de elétrons, exemplificam algumas das aplicacdes das técnicas
eletroanaliticas.

Além disso, o entendimento do transporte de massa do seio da solucdo até a
superficie do eletrodo também é de extrema importancia. Existem trés formas pelo
qual o transporte de massa pode ocorrer em uma célula eletroquimica: difusao,
migracao e convecg¢ao [93]. A difusdo é criada pela diferenga de concentragdo entre as
espécies proximas a superficie do eletrodo e o seio da solucdo; a migracdo deve-se a
movimentacdo de espécies iOnicas devido a acdo de um campo elétrico e a convecgdo
consiste na movimentagao de espécies idnicas ou neutras devido a agitacdo mecanica
da solucdo (sistemas hidrodindmicos) ou em funcdo de um gradiente de temperatura
(normalmente desprezivel).

Assim, as técnicas eletroanaliticas surgem com uma alternativa para a
determinagdo de farmacos, pois além de simples e de baixo custo, elas oferecem a
possibilidade de se determinar a concentracdao do composto de interesse diretamente
na amostra, sem pré-tratamentos ou separagdes prévias com grande sensibilidade,
seletividade e baixos DL resultante das técnicas de pré-concentracdo e modos de
aquisicao de sinal que proporciona ambiente com baixo sinal ruido [94].

Dois tipos de correntes podem influenciar na situa¢do de baixo sinal ruido: alta
corrente faradaica e baixa corrente capacitiva. A corrente faradaica e a corrente nao
faradaica ou capacitiva estao relacionadas a dois diferentes processos, em que a
faradaica pode conduzir corrente através da interface eletrodo/solucdo [95]. A origem
da corrente faradaica esta na transferéncia de elétrons entre o eletrodo de trabalho e
as espécies eletroativas da solucdo. Este processo obedece a lei de Faraday, a qual
determina que a corrente é proporcional a quantidade de reagentes formados ou
consumidos no eletrodo. A corrente capacitiva é gerada pela dupla camada elétrica
formada na interface eletrodo/solu¢do devido a uma variacdo de potencial ou até

mesmo a potencial constante, caso a capacitancia do eletrodo estiver mudando por
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alguma razdo, que pode ser pela mudanca de area do eletrodo ou pela variacdo de

temperatura. Esta corrente ndao depende de nenhuma reagao eletroquimica.

1.3.1. VOLTAMETRIA CICLICA

A CV é uma técnica usada como alternativa na andlise qualitativa e quantitativa
de qualquer composto quimico que seja eletroativo, isto é, que possa ser oxidado e/ou
reduzido eletroquimicamente. Com esta técnica podem ser efetuados estudos
fundamentais de processos de oxidagao e reducdo em vdrios eletrélitos, processos de
adsorcdo em diferentes materiais, e mecanismos de transferéncia eletrénica em
superficies de CMEs. Nesta técnica, a intensidade de corrente que flui através de um
eletrodo é medida em funcdo do potencial aplicado ao eletrodo de trabalho [96].

A CV, embora ndo seja utilizada com frequéncia para a determinacdo
quantitativa, é uma técnica que deve ser escolhida, quando se inicia o estudo de um
sistema desconhecido, isto é, para se estudar eletroquimicamente um composto pela
primeira vez. A partir do voltamograma tragado, facilmente se obtém informacdes
guanto aos potenciais em que ocorrem os processos de transferéncia de elétrons, para
o estudo da reversibilidade das reac¢des redox, na deteccdo de intermediarios de
reacao e nos estudos de produtos formados no decorrer de uma reagdo [97].

Quando a cinética do processo é controlada por difusdo das espécies, o
processo global de transferéncia eletronica é considerado eletroquimicamente
reversivel. Quando a velocidade de transferéncia eletrénica controla o sistema, este é
considerado eletroquimicamente irreversivel. Um sistema é considerado quase-
reversivel, nos casos intermédios, em que as duas velocidades sdo da mesma ordem
de grandeza [40, 94].

O perfil de corrente elétrica em funcdo do potencial do registro da corrente
elétrica, associada a variacdo de potencial, denomina-se voltamograma. A forma deste
depende de trés fatores: velocidade da reacdo de transferéncia eletronica; transporte
de massa da espécie eletroativa do interior da solu¢do para a superficie do eletrodo;
existéncia de rea¢des quimicas acopladas a algum destes processos. Desta forma, a

taxa da reacdo estard controlada pela etapa que for mais lenta e a reacdo estara
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controlada ou por transporte (transporte de massa) ou por ativacao (transferéncia de
elétrons). [40].

A velocidade do transporte de massa ndo deve sofrer alteracdes para que a
relacao sinal eletroquimico medido e concentragdo da espécie analitica de interesse
seja linear. Para isso, deve-se utilizar um eletrdlito inerte cuja concentragdo seja pelo
menos 100 vezes superior ao das espécies analiticas de interesse, sendo que este
eletrélito deve estar presente nas amostras e nas solucdes padrao [98].

Na CV uma variacdo linear de potencial sobre a superficie do eletrodo de
trabalho é feita de modo triangular obtendo-se um voltamograma da densidade de

corrente em func¢do do potencial aplicado (Figura 3) [94, 99-101].
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Figura 3. Representacao esquematica de um experimento de voltametria ciclica. Ei
potencial inicial; Ef: potencial final, Es: potencial de inversdo; WE: eletrodo de

trabalho; RE: eletrodo de referéncia; CE: eletrodo auxiliar [102].

As técnicas voltamétricas abrangem um conjunto de técnicas eletroquimicas,
nas quais o controle do potencial é feito no WE. Para que este controle seja possivel,
uma diferenca de potencial é aplicada entre o WE e um RE cujo potencial elétrico é
conhecido e constante. Para que o potencial se mantenha constante no RE durante os

experimentos, a corrente gerada pelo sistema flui entre o WE e o CE. Os principais
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atributos responsaveis pela popularizacdo, em diversas areas de aplicacdo, dessas
técnicas sao: facilidade de utilizagdo e versatilidade.

Outras técnicas voltamétricas muito utilizadas também sao: de pulso diferencial
e de onda quadrada. Na voltametria de pulso diferencial uma série de pulsos de
amplitude constantes (10-100 mV) sdo superpostos a rampa de potencial crescente. A
corrente é medida duas vezes, uma antes da aplicacdo do pulso e outra ao final do
pulso. A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da segunda, e a diferenga
das correntes é plotada versus o potencial aplicado. A diferenga de corrente por pulso
é registrada em funcdo do potencial aplicado. O objetivo de se fazer duas medidas da
corrente e trabalhar com a diferencga entre elas é a corre¢ao da corrente capacitiva. O
resultado é uma curva diferencial no qual consiste em um maximo cuja altura é
diretamente proporcional a concentragao do analito e esta técnica permite obter
limites de deteccdo na ordem de 10® mol L™ [39, 94, 103].

A voltametria de onda quadrada é um tipo de voltametria de pulso que tem
como vantagem a grande velocidade e a alta sensibilidade, sendo possivel obter um
voltamograma completo em poucos segundos. Com o eletrodo de trabalho, a
varredura é feita durante os ultimos milisegundos do periodo de tempo de cada
degrau do sinal de excitacdo. A corrente é amostrada duas vezes, uma ao final do pulso
direto, quando a dire¢dao do pulso é igual a direcao da varredura, e outro ao final do
pulso reverso, onde a dire¢cdo do pulso é contraria a direcao da varredura. Assim como
na voltametria de pulso diferencial, esta dupla amostragem da corrente garante uma
minimizacao da contribuicdo da corrente capacitiva sobre a corrente total lida [39, 94,

103].

1.3.2. AMPEROMETRIA

A amperometria convencional é uma técnica em que se aplica um potencial
constante, no qual ocorre a oxidacdo ou reducdo eletroquimica de compostos
eletroativos de interesse, e mede-se a corrente correspondente ao longo do tempo,
relacionando a corrente a concentragdo. Um potenciostato registra os pontos em uma

regido selecionada do perfil corrente-potencial [40]. A amperometria se baseia na
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aplicacdo de um Unico degrau de potencial (Figura 4A), produzindo uma corrente que

decai rapidamente com o tempo (Figura 4B).

(A) (B)
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Figura 4. (A) Perturbacdo aplicada e (B) resposta de corrente para um experimento de

degrau unico de potencial [102].

Os detectores amperométricos apresentam maior sensibilidade, sendo que a
medicdo de correntes baixissimas (LA a nA), portanto de baixas concentracdes, estd
associada a menor corrente capacitiva (resultante do carregamento da dupla camada
elétrica do eletrodo) uma vez que o potencial do eletrodo é mantido em um Unico
valor fixo e menor efeito de contaminag¢dao da superficie do WE devido ao menor
tempo de contato da amostra e dos produtos do processo redox com o eletrodo
(comparado aos processos estaciondrios) [104]. Desta forma, uma maior estabilidade
pode ser alcancada, proporcionando alta reprodutibilidade nos resultados obtidos.

Esta técnica é muito utilizada em eletroanalise, principalmente em aplica¢des
envolvendo titulacbes amperométricas, sensores amperométricos e medicoes em
fluxo. Quando associada a métodos de analise com alta velocidade, tais como FIA e
BIA, estd técnica torna-se ainda mais atrativa em eletroanalitica.

Uma das limitagdes desta técnica consiste na sua baixa seletividade. Se a
andlise é realizada em potenciais extremos (positivos ou negativos), promove-se a
oxidacdo ou a reducdo de todas as espécies que sdo eletroativas em potenciais abaixo
do valor estabelecido. Portanto, é aconselhavel empregar valores minimos de

potencial.
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Outro problema da técnica estd relacionado ao bloqueio da superficie do
eletrodo durante as analises. A contaminagdo da superficie do eletrodo pode produzir
sinais eletroquimicos, devido aos produtos adsorvidos, interferindo no sinal desejado e
ainda afetar a taxa de transferéncia de carga entre o eletrodo e o analito.

Para contornar estes problemas em rela¢cdo a contaminacao ou passiva¢do, ou
ambos, da superficie do eletrodo de trabalho, geralmente as técnicas amperométricas
baseadas na amperometria de multiplos pulsos (MPA) aparecem como boa alternativa.
Portanto, a aplicagdo de um pulso adicional possibilita a limpeza eletroquimica do
eletrodo alcancando uma boa estabilidade do sinal eletroquimico ao longo da andlise
[105].

Geralmente, esse processo conta com um potencial de limpeza, o qual seria
usado com o intuito de oxidar ou reduzir possiveis espécies que estejam adsorvidas no
eletrodo, sejam estas o préprio analito ou produtos de oxidagdo do mesmo. Se a
superficie do eletrodo for mantida limpa e eletroquimicamente ativa durante a andlise,
aumenta consideravelmente a possibilidade de obtencdo de respostas estaveis,
reprodutiveis e relaciondveis com a concentracdo do analito na solucdo (faixa linear de
trabalho). O software GPES 4.9.007 que possui a MPA permite a aplicacdo de até 10
pulsos de potenciais com o monitoramento da corrente em fungao do tempo em todos

os pulsos de potenciais (aquisicdo de até 10 amperogramas distintos e simultaneos).

1.4. ANALISE POR INJECAO EM FLUXO (FIA)

Analise por injegao em fluxo, do inglés “Flow Injection Analysis” originou a sigla
FIA internacionalmente conhecida. Este sistema tem sido bastante explorado para a
analise de diversas substancias e, por sua vez, proporciona diversas vantagens, tais
como: uso de instrumentacdo versatil, baixo custo dos componentes do sistema,
elevada frequéncia analitica e ainda pode ser automatizado, diminuindo os riscos de
intoxicacdo do analista, devido a exposicdo aos reagentes e amostras em comparacao

aos procedimentos manuais [106].
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Procedimentos automaticos ou mecanizados alternativos baseados na técnica
de injecdo em fluxo com detectores amperométricos e voltamétricos tém sido
amplamente sugeridos na industria farmacéutica, de alimentos e nas ciéncias forenses
e clinicas [107]. FIA é um sistema analitico bem estabelecido para andlise de rotina e
controle de qualidade [108].

Ruzicka desenvolveu o sistema [3] e com o auxilio de uma seringa, uma aliquota
de amostra era inserida no fluxo transportador e os reagentes eram inseridos
continuamente por uma bomba peristdltica a vazao constante em pontos de
confluéncia, nos quais ocorria a interacdo reagente/amostra que, em seguida, era
bombeada até o detector permitindo a obten¢do de um sinal transiente. A pulsa¢do do
fluido transportador nos sistemas FIA pode ser evitada por meio do uso de
amortecedores pneumaticos. Resultados reprodutiveis e confidveis podem ser obtidos
em FIA, desde que as condig¢des iniciais (vazdao, volume injetado e dimensdes do
sistema) permane¢am inalteradas até o final do experimento. A Figura 5 mostra os

componentes de um sistema FIA de linha Unica e o perfil dos sinais analiticos obtidos.
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Figura 5. (A) Disposi¢do dos componentes de um sistema FIA tipico de linha Unica. (B)
Esquema do gradiente de concentracdo das amostras (ou padrées) criado em distintos

momentos do fluxo transportador com os (C) sinais analiticos obtidos.
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O liquido transportador é impulsionado pelo sistema propulsor (Figura 5A), o
qual serve para impulsionar a amostra (ou solu¢do padrao), 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 peristalticas e bombas de membrana sdo
alguns sistemas possiveis para movimentar a solucdo transportadora em uma
tubulacdo. Porém, a bomba peristdltica é o propulsor mais utilizado, devido a maior
versatilidade relativa (vazao constante gerada, controle de vazdo por sistemas
computadorizados, controle de vazdo em vdrias tubulagdes simultaneamente, etc.). No
entanto, as vazbes produzidas pelas bombas peristalticas sdao pulsadas, o que pode
gerar ruidos nos detectores, principalmente nos eletroquimicos. Para diminuir ruidos
causados pela pulsacdo da bomba, comumente utiliza-se amortecedores de pulsos
[109].

A amostra ou solucdo padrdo é inserida pelo injetor no sistema em fluxo.
Geralmente, sao injetados, nos sistemas FIA convencionais, volumes na ordem de 50 a
300 pL. O injetor manual do tipo proporcional construido em Piracicaba é usado em
nosso grupo de trabalho [110].

A unidade de deteccdo é o ponto do curso no qual as leituras e os sinais sdo
obtidos e podemos ter diversos tipos de detectores utilizados em Quimica Analitica,
como espectrofotémetro UV-Vis, espectrofotdmetros de absorc¢do e emissdao atomica,
potenciometros e condutivimetros [111]. Nos detectores eletroquimicos, ao contrario,
o sinal monitorado é governado pela quantidade de espécies eletroativas que
alcancam a superficie do eletrodo, onde ocorre a reacdo eletroquimica para produzir o
sinal do detector. Assim sendo, o sinal é sensivelmente dependente da taxa de

transporte de massa para a interface eletrodo/solugéo.

1.5. ANALISE POR INJECAO EM BATELADA (BIA)

O desenvolvimento de sistemas automatizados, com alta velocidade, boa

precisdo, de baixo custo e com possibilidade de uso em campo se tornou essencial na
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guimica analitica devido a crescente demanda por andlises rapidas de um grande
numero de amostras.

Em 1991, Wang e Taha [4] introduziram um procedimento analitico inovador
batizado como analise por injecdo em batelada (BIA, do inglés “Batch Injection
Analysis”), a qual é considerada uma forma alternativa de realizagdo de testes rapidos.
A técnica BIA envolve a injecdo de uma aliquota (normalmente 100 plL) de amostra,
através da ponteira de uma micropipeta, diretamente na superficie do eletrodo de
trabalho (considerado como configuracao wall-jet) que estd imerso em um grande
volume de solucdo. Sdo observadas respostas transientes (picos, semelhante a um
sistema de andlise por injecdo em fluxo “FIA”), refletindo a passagem da zona de
amostra sobre a superficie do eletrodo de trabalho. Este procedimento possui
caracteristicas atraentes e semelhantes as observadas em sistemas em fluxo, como:
alta velocidade de andlise, sensibilidade e reprodutibilidade. Além disso, o sistema BIA
apresenta algumas vantagens em relacdo a FIA, como eliminacdo de problemas
relacionados com bombas ou valvulas, vazamentos, presenca de bolhas no sistema,
descarte excessivo de eletrélitos e adaptacdo do sistema a analises em campo (fora do
ambiente de laboratoério) [112].

A Figura 6 apresenta um diagrama esquematico de uma célula BIA que foi
utilizada em alguns trabalhos cientificos e descrita no artigo de revisdao por Quintino e

Angnes [112].
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Figura 6. Sistema BIA com deteccdo eletroquimica. a) corpo da célula; b) tampa
superior; c) tampa inferior; d) eletrodo de trabalho; e) eletrodo de referéncia; f)
ponteira de micropipeta para injecdo; g) eletrodo auxiliar; h) solucdo de eletrdlito

suporte. Adaptada de [112]
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Numa célula BIA, o WE é posicionado na direcdo oposta a da injecdo (Figura 6),
ou seja, ele se encontra numa posicao invertida em relagdo a posicdo normalmente
utilizada em células eletroquimicas. Para injecdo das solu¢cdes de analise pode ser
utilizada uma micropipeta convencional ou uma micropipeta eletrénica [113].
Entretanto, a ultima fornece maior precisdo, pois as condicdes (volume e
principalmente velocidade de inje¢ao) sdo programadas eletronicamente. Deste modo,
operadores com pouca (ou nenhuma) experiéncia podem efetuar as injecGes 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
WE, de modo que todas as inje¢Oes sejam feitas com a mesma distancia entre a
ponteira e a superficie do WE. O WE 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 RE e
CE. Opcionalmente pode também ser inserida uma barra magnética para acelerar o
transporte de massa no interior da célula, ou ainda por meio de uma haste giratdria
acionada por bateria e posicionada em orificio adicional na parte superior da célula da
Figura 6 [114]. Por ultimo, é adicionada a solucdo do eletrélito suporte em volume
suficiente para que os trés eletrodos tenham contato elétrico entre si.

Antes da injecdo (Figura 7a), observa-se uma corrente constante referente ao
eletrélito suporte (auséncia de transferéncia eletrénica na interface eletrodo/solugdo);
no inicio da injecdo (Figura 7b) existe o aumento abrupto da corrente, referente a
conversdo redox do analito (oxidacdo ou reducdo) que estd sendo transportado
mecanicamente (micropipeta eletronica) até a superficie do WE; no final da injecdo
(Figura 7c) é alcancado o valor maximo de corrente (patamar de corrente — ), que
permanece constante durante um pequeno intervalo de tempo; apds o fim da injecdo
existe uma queda abrupta na corrente (Figura 7d), que é referente a mudanca do
transporte mecéanico (micropipeta) para o transporte de massa por difusdo. Nesta
etapa, o analito comeca a ser diluido pelo eletrélito suporte (processo de difusdo) até
gue se restabelecam as condic¢Oes iniciais do equilibrio existente antes da injecdo
(Figura 7e). Esta velocidade de remoc¢do do analito da superficie do WE (“lavagem”)

pode ser aumentada através de agitacdo magnética, pois a convec¢do acelera
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significativamente a diluicdo do produto da reacdo redox no eletrélito apds o término
da injegao.

Algumas condi¢cOes de trabalho tipicas de sistemas BIA com deteccdo
amperométrica sao:
o Células com volume total entre 10,0 e 200,0 mL;
. Volume de injegdo de 100 L, pois geralmente a Iy € facilmente atingida com
este volume injetado (para WE com didmetro de 2 ou 3 mm). Logo a injecdo de
volumes maiores causa somente o alargamento do pico, devido ao maior tempo para a
difusdo das espécies, acarretando em menor frequéncia analitica;
. Distancia entre a superficie do WE e a ponteira da micropipeta de
aproximadamente 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 [115].
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Figura 7. 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 injecdo; (d)
diluicdo do analito (“lavagem do WE”); (e) reestabelecimento do equilibrio inicial.
Analito: PA 50 umol L™ Velocidades de injecdo: (A) 1,5 mL min%; (B) 2,5 mL min™; (C)
3,5 mL min*. Volume injetado: 100 pL. Eap.= +1,20 V. [116]

Os resultados obtidos com éxito em BIA tém sido atribuidos a alguns fatores
como o principio hidrodindmico da célula wall-jet e a alta diluicdo da amostra na

solucdo inerte contida no interior da célula eletroquimica. As primeiras células
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desenvolvidas para o uso de BIA continham volumes relativamente grandes, de 250 a
700 mL, garantindo assim a alta diluicdo das amostras (volumes na ordem de
microlitros). Entretanto, estudos tém demonstrado que o volume da célula pode ser
reduzido, sem comprometer o sucesso da andlise, ja que o efeito de memodria devido
ao acumulo das espécies de interesse ndo é observado [112]. As células de volumes
menores, além de serem mais faceis de manusear e potencializar as andlises em
campo, mantém as mesmas caracteristicas daquelas de grandes volumes, tais como

precisao, simplicidade e alta frequéncia de andlise.

1.6. ESPECIES ANALITICAS ESTUDADAS

1.6.1. CLOREXIDINA

Clorexidina (CHX), 1,1-bis hexametileno (5-p-Clorofenilbiguanida) (Figura 8), é
uma bisbiguanida de ac¢do antisséptica e desinfetante. Mais especificamente a CHX
possui acdo bacteriostatica e bactericida contra uma vasta gama de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, sendo mais efetiva contra bactérias Gram-positivas, pouco

ativa contra Pseudomonas e Proteus. Entretanto, é ineficaz contra micobactérias [117].

HN NH
HN.  »—NH HN—4  NH
NH HN

HN NH

Cl Cl

Figura 8. Estrutura quimica da clorexidina.
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CHX e os seus sais (por exemplo, diacetato ou digluconato de clorexidina) sdo
agentes antibacterianos utilizados em produtos pessoais, tais como solu¢des para
lentes de contato, enxaguantes bucais, pastas de dentes, e como desinfetante,
disponivel em diferentes concentragdes, para a limpeza de superficies, equipamentos
e roupas de hospitais. O uso da CHX como agente quimico antiplaca em solucdes de
enxague bucal ou em forma de gel tem sido amplamente divulgado [118-120].

A faixa de concentracdo da solucdo de CHX empregada em odontologia é
bastante ampla, sendo utilizada em concentragdes entre 0,12 e 2,0%. De acordo com a
literatura, altas concentracdes oferecem efeito bactericida e baixas concentrac¢des
efeito bacteriostatico na placa bacteriana [121-123].

No entanto, um estudo recente demonstrou que a CHX sofre degradacao
hidrolitica e seu principal produto de degradacdo é 4-cloroanilina (4-CLA), que é
hematotéxico e carcinogénico. Portanto, a quantificacdo analitica da CHX,
especialmente em solucdes de enxague bucal, pode indicar se os processos de
degradacgdo detectados tiveram inicio com o consumo de CHX [124].

Varios métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinagdao de CHX,
como espectrofotometria [125, 126], HPLC [127, 128] e eletroforese capilar [129].
Tipicamente, estes métodos analiticos sao demorados, trabalhosos e exigem
tratamento de amostras, como extracdo com solvente (extracdo liquido-liquido),
precipitacdo, limpeza de excipientes, o que pode diminuir a reprodutibilidade das
respostas. Por outro lado, a andlise eletroquimica oferece vantagens frente a outros
sistemas de deteccgdo, é uma técnica alternativa que fornece determinagdes simples,
rapidas, sensiveis e frequentemente ndo requerem etapas de tratamento e preparacao
das amostras [130].

Métodos eletroanaliticos foram desenvolvidos para determinagdao de CHX com
base na sua reducgdo eletroquimica em eletrodos de mercirio ou em eletrodos
modificados com filmes de mercurio, e estes exploram potenciais muito negativos (de -
1,4 até -1,9 V em eletrodo saturado de calomelano) [131-135].

Wang e colaboradores investigaram o comportamento eletroquimico de CHX
utilizando filme de mercurio eletrodepositado em GCE e em eletrodo de ouro, e
diferentes eletrélitos em meio aquoso foram usados. A técnica de pulso diferencial foi

~ ;. . s . -1
usada e a reducdo eletroquimica de clorexidina, em mistura de 0,1 mol L™ de cloreto
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de litio e 0,1 mol L™ de hidréxido de litio, foi realizada em -1,88 V e DLs de 20,00; 2,23;
e 0,74 mg L™ foram obtidos para GCE, filme de mercurio eletrodepositado em GCE e
filme de mercurio eletrodepositado em eletrodo de ouro, respectivamente. A
determinagdo quantitativa deste composto foi realizada em produtos de higiene bucal
e a comparacdo com os resultados obtidos foi feita utilizando HPLC e uma
concordancia de 98% foi obtida [132].

A polarografia de corrente continua, polarografia de pulso diferencial,
voltametria de onda quadrada e CV foram usadas por Sarna e colaboradores para a
determinacdo de CHX em produtos farmacéuticos em eletrodo de gota de mercurio. O
processo analisado para CHX apresentou comportamento irreversivel e difusional. A
faixa linear de trabalho usando voltametria de onda quadrada foi de 0,25-20 ug mL™,
RSD de 1,19% e potencial de reducdo da CHX de -1,44 V vs. SCE, e para a polarografia
de pulso diferencial a faixa de trabalho foi de 25-100 pg mL?, RSD de 0,87% e potencial
de reducdo da CHX de -1,22 V.

A quantificacdo de CHX por voltametria adsortiva de redissolucdo foi realizada
em eletrodo de gota de mercurio. Um DL de 1x10” mol L™ foi conseguida através da
imersdo do eletrodo em uma solugdo (0,1 mol L de tampao de acetato de amonio, pH
9,7) sob agitacdo contendo o fadrmaco durante um tempo fixo de 60 s a um potencial
de 0,0 V vs Ag/AgCl e, em seguida, a redissolucdo catddica em pulso diferencial no
potencial de -1,53 V. Gluconato de cloredixina foi quantificado em solucdo de enxague
bucal e em solucbes de lentes de contato [134].

Jacobsen e colaboradores também exploraram a eletroredugdo de CHX por
polarografia e mostraram que a corrente é controlada por difusdo e proporcional a
concentracdo. Este trabalho mostra que a redugao irreversivel de CHX ocorre nos 4
grupamentos amino, propondo o seguinte mecanismo: > C=NH + 2H" + 2e - > CH-NH..
A determinacdo por polarografia de pulso da droga foi proposta em cremes e liquidos
antissépticos e o potencial de dessorcdo foi de -1,45 V. Uma faixa linear de 5x10° mol

L™ a 2x10™ mol L™ foi obtida [135].
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1.6.2. NAPROXENO

Naproxeno (NPX), quimicamente denominado acido (S)-2-(6-metoxinaft-2-
il)propandico (Figura 9), € um medicamento nao esteroide que apresenta propriedades
antipiréticas e anti-inflamatérias. E o Ginico medicamento n3o esteroide comercializado

sob a forma de um Unico enantiomero (S-Naproxeno) [136-138].
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Figura 9. Estrutura quimica do naproxeno.

Ele é indicado para o tratamento de algumas doencas como artrite reumatoide,
osteoartrite e artrite juvenil, ou espondilite aquilosante [139, 140]. Este medicamento
é muito util para alivio de dor leve a moderada, no entanto, sua administragdo
excessiva apresenta manifestacbes toxicas geralmente caracteristicas de drogas anti-
inflamatdrias, tais como erosao gastrointestinal, sangramento e alteracdes patoldgicas
no cértex renal, tubulos e papilas [141]. Naproxeno e naproxeno sodico sdo farmacos
antiinflamatérios ndo-esteroidais que inibem a sintese de prostaglandinas [142].

Este farmaco tem sido muito investigado para artrite reumatdide sendo tao
efetivo quanto a aspirina, porém melhor tolerado, conduzindo a um maior nimero de
adeptos ao tratamento continuo. Por esta razdo, médicos agora preferem indicar
derivados do acido propiénico, como o NPX, em detrimento a aspirina para pacientes
com artrite reumatdide. Em estudos comparativos com outros farmacos
antiinflamatérios ndo esteroidais, assim como indometacina, ibuprofeno (IBF),
fenoprofeno e outros, todos os farmacos demonstraram eficacia similar, embora o
NPX seja algumas vezes preferido devido a sua melhor tolerancia [143, 144].

O NPX é amplamente consumido pela populacdo e devido a sua eliminacao
inadequada, este composto foi encontrado na concentracdo de microgramas por litro

em 4d4guas naturais e em estacdo de tratamento de efluentes de esgoto. A
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determinacdo do NPX é relevante em formulagGes farmacéuticas, bem como nos
fluidos bioldgicos [145].

Alguns métodos tém sido reportados na literatura para determinacdao de NPX
em amostras farmacéuticas incluindo espectrofotometria UV [146, 147],
espectrofluorimetria [141, 148], HPLC acoplado com método espectrofotométrico
[149], eletroforese capilar [150], detector de espectrometria de massas [140] e
cromatografia liquida com detector amperométrico [151]. No entanto, estes métodos
de anadlise requerem equipamentos e reagentes caros, sdo demorados, e muitas vezes
necessitam de procedimentos de tratamento pré e pds-coluna.

Por outro lado, métodos eletroanaliticos sdo mais simples, apresentam analises
rapidas com equipamentos portateis, e fornecem respostas com sensibilidade
compardvel ou melhor do que os métodos de HPLC. A deteccdo de NPX foi descrita
usando eletrodo de platina [152], diamante dopado com boro [153], eletrodos
impressos modificados com CNT [154], eletrodo de pasta de carbono modificado com
nanofios de disprdsio [155] e eletrodo de pasta de carbono modificado com MWCNT e
nanoparticulas de ZnO [156].

A oxidacdo de NPX em produtos farmacéuticos foi realizada por Adhoum e
colaboradores em um eletrodo de platina usando CV, voltametria de varredura linear e
de pulso diferencial. Um pico irreversivel bem definido foi observado em 1146 mV vs
Ag/AgCl em acetonitrila contendo 0,1 mol L™! de LiClO,. Uma faixa linear de trabalho
de 1 a 25 ug mL™* (R* = 0,998) e um DL de 0,24 ng mL" foram obtidos. O método
apresentou boa reprodutibilidade (DPR = 1,2%) e precisdo (recuperagdes entre 99,8 e
101,2%) [152].

Suryanarayanan e colaboradores estudaram a oxidacdo eletroquimica de NPX
usando eletrodo de diamante dopado com boro por CV e voltametria de pulso
diferencial em solvente ndao aquoso e os resultados foram comparados com GCE nas
mesmas condi¢des. E apresentado o mecanismo eletroquimico de transferéncia de
elétrons, resultando na formacao de cation radical para a primeira etapa da oxidacao,
que segue outras etapas, como desprotonagdo, remogdo de outro elétron e ataque
nucleofilico. O eletrodo de diamante dopado com boro forneceu maior relagao sinal-

ruido, picos mais bem definidos e voltamogramas ciclicos mais reprodutiveis do que o
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GCE. Usando a voltametria de pulso diferencial, NPX foi determinado na faixa de
trabalho de 0,5 a 50 umol L™ com um DL de 30 nmol L™ [153].

A determinacdo simultdnea de NPX e PA foi investigada por Stefano e
colaboradores usando a deteccao amperométrica de multiplos pulsos em um eletrodo
impresso modificado com MWCNT adaptado em uma célula de FIA construida em
laboratério. Uma sequéncia de dois pulsos de potencial (+0,30 e 0,70 V por 70 ms
cada) foi aplicada continuamente de tal forma que paracetamol foi seletivamente
oxidado em +0,30 V e ambos compostos (PA E NPX) sdao oxidados em +0,70 V.
Subtracdo da corrente depois de usar um fator de correcao foi empregada para a
determinacdo de naproxeno sem a interferéncia do paracetamol. O método FIA
proposto apresentou frequéncia analitica de 90 injeces h™, DL para NPX de 0,3 pmol
L™ e os resultados foram comparados com HPLC com detector UV-VIS [154].

Tashkhourian e colaboradores usaram eletrodo de pasta de carbono
modificado com nanoparticulas de ZnO e MWCNTs como uma ferramenta rapida e
sensivel para a investigacdo de oxidagdo eletroquimica do NPX em pH bioldgico. O
estudo foi realizado por meio das técnicas de CV, cronoamperometria e voltametria de
onda quadrada. Alguns parametros, tais como o coeficiente de transferéncia de
elétron (a = 0,60) e coeficiente de difusdo (D = 7,2 x 10°° cm? s™%) foram também
determinados para a oxidacdo de NPX. O NPX foi detectado em uma faixa de
concentracao linear de 1,0 x 10® mol LY a 2,0 x 10®* mol L por voltametria de onda
guadrada. O DL foi obtido na forma de 2,3 x 10”7 mol L. O eletrodo modificado
mostrou uma boa seletividade para o NPX na presenca de certos cations inorganicos e

acucares. Também foram realizadas andlises em amostras farmacéuticas [156].

1.6.3. IBUPROFENO

O ibuprofeno (IBF), acido a-metil-4-(2-metilpropil) benzoacético, é um derivado
do acido propibnico e apresenta a formula molecular C;3H130, (Fig. 10) e pertence a
classe dos antiinflamatérios ndo esteroidais bem conhecido e amplamente utilizado no
tratamento da artrite reumatdide, doencas degenerativas das articulacdes e outras

doencas inflamatdrias reumdticas. Na literatura é possivel encontrar estudos
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bioguimicos e toxicolégicos do efeito do medicamento ministrado em homens e
animais [157]. O IBF contém um atomo de carbono quiral na cadeia lateral de acido
propidnico, por isso, existe como dois enantidmeros. E geralmente vendido como uma
mistura 50/50% dos enantidbmeros S e R, ainda que se saiba que a atividade
farmacoldgica é devida quase exclusivamente ao S-enantiomero [158].

CHs

CHj

OH
HaC

Figura 10. Estrutura quimica do ibuprofeno.

Esta substancia é o ingrediente ativo de uma variedade de medicamentos por
via oral na forma de comprimidos, pastilhas de gel e as formas de xarope que sao
utilizados em todo o mundo devido a maior eficdcia e tolerancia, baixos efeitos
adversos e toxicidade do que outras substancias, tais como, aspirina, indometacina e
derivados pirazolonicos [159].

A eliminagao do IBF ocorre principalmente por meio da urina: cerca de 90% do
farmaco e seus metabdlitos sdo excretados por esta via. A excre¢ao urinaria de uma
Unica dose é completada em 24 horas [160].

Varios métodos tém sido utilizados para a determinacdo de IBF em amostras
bioldgicas e farmacéuticas, incluindo métodos cromatograficos (HPLC, GC, HPTLC, TLC)
[161-169], métodos eletroforéticos [150, 170-172], espectrofotometria [173, 174],
espectrofluorimetria [175, 176], condutometria [177] e os métodos de titulacdo com
deteccdo do ponto final da titulacdo de forma visual e potenciométrica [178-180].
Normalmente, com exce¢dao dos métodos titulométricos, estes métodos analiticos
exigem tratamentos de amostra dispendiosos, tais como extracdo de solvente,
extracao liquido-liquido, precipitacdo do excipiente, e passos demorados de limpeza
da amostra, o que pode aumentar a irreprodutibilidade.

Métodos eletroanaliticos tém sido relatados para a determinacdao de IBF.

Existem dois artigos cientificos sobre o uso de deteccdo amperométrica de IBF apds
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separacdo por HPLC [181, 182]. A oxidacdo eletroquimica do IBF também tem sido
investigada por voltametria [183, 184].

A oxidagao eletroquimica de IBF foi reportada por Lima e colaboradores em
eletrodo de diamante dopado com boro. Um pico bem definido foi observado por
volta de 1,6 V em solucdo 0,1 mol L™ de H,50,4 com 10% (v/v) de etanol em eletrodo de
diamante dopado com boro apds ativagao catddica ou anddica. A determinagdo de IBF
foi feita em formulacbées farmacéuticas usando a técnica de voltametria de pulso
diferencial. Uma faixa linear de trabalho de 20 a 400 pmol L™ de IBF e um DL de 5
umol L™ foram obtidos juntamente com RSD para 10 repeticdes igual a 2,0 % [183].

Motoc e colaboradores descreveram o comportamento eletroquimico de IBF
em eletrodo compdsito contendo MWCNTs e zedlita de prata contendo MWCNT
(AgZMWCNT). O eletrodo de AgZMWCNT apresentou melhor condutividade elétrica e
maior area de superficie eletroativa. Foram utilizadas as técnicas de voltametria ciclica,
voltametria de pulso diferencial, voltametria de onda quadrada e cronoamperometria.
Primeiro foi feita a degradacdo de IBF em ambos os eletrodos compdésitos utilizando
eletrélise controlada em 1,2 e 1,75 V vs Ag/AgCl, e a concentragdo de IBF foi
determinada comparativamente por voltametria de pulso diferencial, sob condigdes
6timas usando eletrodo de AgZMWCNT. Porém, as curvas deste trabalho apresentam
baixos valores de coeficiente de correlacdo (por volta de 0,97) e os picos ndo estao
bem definidos, desta forma, os resultados apresentados ndo mostram uma

confiabilidade adequada [184].

1.6.4. 4-CLOROANILINA

4-Cloroanilina (4-CLA) é uma amina aromatica amplamente utilizada nas
industrias téxteis, de corantes e de borrachas [185]. Anilinas cloradas sdo poluentes
da dgua comuns e foram encontrados na forma de metabdlitos de uma série de
herbicidas no solo [186]. Em particular, a 4-CLA foi detectada como metabdlito
principal de herbicidas de fenilureia [187, 188]. O potencial de impacto ambiental

desta classe de compostos é descrito por estudos que mostram que as anilinas
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cloradas podem ser consideravelmente menos biodegradaveis e mais toxicas do que
seus precursores [189, 190].

NH,

Cl

Figura 11. Estrutura quimica da 4-cloroanilina.

A presenca tracos de 4-CLA pdode ser identificada pela decomposi¢cdo dos sais
de clorexidina em solugdes aquosa, influenciada pela temperatura elevada e pH
alcalino [191], fato esse que desperta uma preocupacdo adicional para a aplicacdo de
CHX em alimentos, visto que a 4-CLA é todxica, além de existirem suspeitas de
carcinogenicidade e mutagenicidade [192], devido a possibilidade de conversdo desta,
na presenca de hemoglobina, em compostos do tipo N-nitroso [193, 194]. Na literatura
alguns estudos toxicolégicos reportam a toxicidade, imunotoxicidade e
carcinogenicidade da 4-CLA [195-197].

A ANVISA determina uma quantidade maxima deste composto ativo igual a
0,03 g/kg devido a sua toxicidade [198]. Por causa dessa toxicidade a U.S.
Pharmacopeial Convention estabeleceu um limite para o nivel de 4-CLA presente nas
solugdes de enxaguantes bucais contendo CHX, este limite deve ser menor que 3 ppm
[199]. Consequentemente, o controle analitico de CHX, especialmente em solugdes de
enxaguantes bucais, pode indicar se os processos de degradacdo e formacdo de 4-CLA
se iniciaram com o consumo da clorexidina.

A determinacdo de 4-CLA é reportada por métodos analiticos em 3gua
utilizando HPLC, apds uma ou mais etapas de pré-concentragcdao em coluna [200-203].
Métodos de analise por HPLC com deteccdo UV-Vis ou detector de arranjo de diodos
[128, 204] e por CG-DIC [205] para determinacdo de 4-CLA em produtos cirdrgicos e
desinfetantes formulados com CHX ou triclocarban. Alguns métodos utilizando
detectores eletroquimicos ou UV com arranjo de diodo acoplado ao HPLC foram
desenvolvidos em amostras de mel [206] e origem vegetal [207]. Quantificacdo por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas ou detector de ionizagdo
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de chama apds microextracdo em fase solida também foram usadas para analises em
fluidos bioldgicos [208] e agua [194].

Poucos trabalhos sdo encontrados na literatura que reportam a determinacdo
eletroquimica de 4-CLA [206, 209, 210]. Haque e colaboradores realizaram a oxidagao
eletroquimica de 4-CLA usando voltametria ciclica e voltametria de pulso normal. A
dependéncia do pico de potencial de meia onda pela velocidade de varredura e
concentracdo também sdo apresentados [209].

Em outro trabalho, Balugera e parceiros utilizaram cromatografia liquida com
deteccdo amperométrica para 4-CLA e outros 2 compostos em metabdlitos de mel
realizando previamente uma extracdao destas substancias. Foi utilizado GCE como
eletrodo de trabalho operando em um potencial de 1100 mV vs Ag/AgCl. O método
desenvolvido apresentou DL igual 0,20 pg L™ para 4-CLA. A reprodutibilidade aquirida
em termos de RSD foi préxima de 3,93% [206].

Zettersten e colaboradores registraram a oxidacdo eletroquimica por
voltametria ciclica de 4-CLA acoplado a espectrometria de massas com ioniza¢do por
"electrospray" usando duas células eletroquimicas de fluxo de diferentes
configuragdes. Um estudo do mecanismo, em meio acido da oxidagao eletroquimica, e
deteccdo dos produtos por espectrometria de massas, mostrou que o produto
majoritdrio dessa oxidacdo, com pico intenso em m/z = 217,2, é a 4-[(4-

clorofenil)iminal-2,5-ciclohexadien-1-imina [210].

1.7. OBIJETIVOS

1.7.1. OBIJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos empregando materiais nanoestruturados visando a obtencdo de
sensores de alta eficiéncia (maior seletividade, sensibilidade e robustez) utilizando CNT
sobre GCE. Além disso, o estudo da oxidac¢do eletroquimica de farmacos em eletrodo

modificado com MWCNTs de diferentes didmetros e uma comparacdao com eletrodo
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ndo modificado é objetivo deste trabalho, com a perspectiva de que o eletrodo

modificado apresente melhores resultados (redu¢dao no potencial de oxidagdao, maior

sensibilidade, menor adsorcdo do analito no eletrodo, entre outros) em comparacao

ao eletrodo ndao modificado para justificar o seu uso. Um dos grandes objetivos deste

trabalho é investigar se os nanotubos de carbono de paredes multiplas apresentam

melhora de resposta nas anadlises de farmacos e o quanto o didametro desse material

influencia nesta resposta e, ainda, tentar justificar o porqué desta melhor resposta

para o eletrodo modificado.

1.7.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho apresenta como objetivos especificos:

1.

Caracterizar os MWCNTs por infravermelho, microscopia eletrénica de
varredura, difracdao de raios X e espectroscopia Raman.

Utilizar duas dispersdes de MWCNT, uma com menor diametro do material
(SD-MWCNT) e outra com maior diametro (LD-MWCNT), em DMF e fixar a
dispersao na superficie de um GCE, avaliando principalmente a
sensibilidade, seletividade e possiveis efeitos de passivacao de eletrodo.
Investigagao do perfil voltamétrico dos farmacos NPX, IBF, CHX e 4-CLA nos
diferentes eletrodos (GCE, SD-MWCNT, LD-MWCNT).

Estudo comparativo do transporte de massa, seletividade, sensibilidade,
potencial de oxidacdo e faixa linear de trabalho dos farmacos nos diferentes
eletrodos.

Determinar 4-CLA, que é um produto toxico de degradacdo da CHX, em
amostras reais na presenca de CHX e comparar com resultados obtidos por
espectrometria de massas.

Investigacdo da determinacdo destes compostos em formulagdes
farmacéuticas utilizando sistema FIA ou sistema BIA com deteccdo

amperométrica.
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2. PROCEDIMENTO
EXPERIMENTAL
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2.1. REAGENTES

Todos os reagentes utilizados nos experimentos sdao de pureza analitica (PA), e
todas as solu¢des foram preparadas em agua deionizada de alta pureza (R > 18 MQ
cm) obtida de um sistema de purificagao de dgua Milli Q (Millipore, Bedford, MA, USA).

Na Tabela 1 encontram-se listados os reagentes utilizados, a procedéncia e a pureza.

Tabela 1. Reagentes utilizados no desenvolvimento do trabalho.

Acido perclérico Reagen 70 %
Acido acético glacial Synth 99,7 %
Acido fosférico Reagen 85 %
Acido nitrico Synth 64 %
Acido sulfurico Vetec 95 %
| v | erooofan | Pumem |
Hidroxido de sédio Dinamica PA
Ferricianeto de potassio Vetec PA
Cloreto de hexamin-ruténio (lll) Sigma-Aldrich PA
Naproxeno DEG PA
Ibuprofeno Sigma-Aldrich PA
Acetato de clorexidina Acros Organics >98 %
Digluconato de clorexidina Alfa Aesar 20 %
4-Cloroanilina Sigma-Aldrich PA
Acido bérico am PA
Dimetilformamida Vetec PA
Cloreto de potassio Proquimios PA
MWCNT (giam. = 69 nm e comp. =5 um) Sigma-Aldrich >95%
MWCNT (giam. = 110-170 nm e comp. = 5-9 um) Sigma-Aldrich >90 %




2.2. SOLUGOES E PREPARO DAS AMOSTRAS

As solucbes estoque foram preparadas imediatamente antes dos experimentos.
A solugdo sulfonitrica (3H2SOacone) : 1HNOj3(cone), V/V) foi utilizada nas etapas de
purificacdo, “quebra” e funcionalizacdo dos MWCNTSs. As solucdes estoque de NPX, IBF
e CHX foram obtidas a partir da dissolugdo do padrdo sélido em eletrélito adequado,
formando uma solucdo estoque com concentracdo de 1 mmol L. Todas essas solucdes
foram previamente diluidas em eletrélitos suporte apropriados, sendo 0,1 mol Lt para
acido perclérico, tamp3o fosfato (pH 7,5) ou hidréxido de sédio ou 0,04 mol L para
tampdo Britton-Robinson (BR) em diferentes pHs (2,0 — 10,0) para analises
voltamétricas.

As amostras foram adquiridas em drogarias da cidade de Uberlandia-MG e
preparadas no mesmo eletrélito suporte. Todos os experimentos foram conduzidos em
temperatura ambiente.

No preparo das amostras farmacéuticas sélidas (IBF e NPX), 5 comprimidos
foram pesados em uma balanca analitica (precisdo de quatro casas decimais) e
macerados utilizando um almofariz e pistilo de porcelana. O estoque das solugdes
amostra foi feito a partir de uma quantidade suficiente em massa para uma
concentracao final igual a 1 mmol L™. Na etapa seguinte, uma aliquota desta solugao
foi diluida em eletrdlito suporte para as analises quantitativas.

No preparo das amostras liquidas (IBF e CLX), uma determinada quantidade foi
pipetada para um baldo volumétrico de forma que a concentragao final do analito, de
acordo com o valor do rétulo, fosse igual a 1 mmol L™ apds a adicdo do eletrdlito, e
assim, apds diferentes diluicdes foi possivel obter diferentes concentracdes destes

compostos para analise quimica.

2.3. FUNCIONALIZACAO DOS MWCNTs

Para a funcionalizacdao dos nanotubos misturou-se uma quantidade igual a 1100

mg de MWCNT com 1200 mL de uma solugdo de sulfonitrica (3H,S04 : 1HNO3; v/v).
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Essa mistura foi sonicada por 6 h a 40°C em banho de ultrassom para introduzir os
grupos de acido carboxilicos na superficie dos MWCNTs. Apds resfriamento a
temperatura ambiente, adicionou-se 3000 mL de dgua desionizada fria e a suspensao
resultante foi entao filtrada (tamanho dos poros menor que 5 nm) a pressao reduzida.
Entdo o MWCNT retido no filtro foi lavado com agua deionizada até pH igual a 7. A

secagem da amostra foi feita em uma estufa a 80°C por 8 h [211].

2.4, PREPARAGAO DOS ELETRODOS

Neste trabalho foram utilizados sensores preparados a partir de eletrodos de
carbono vitreo (GCE) recobertos com filmes de MWCNTSs de diferentes diametros.

Primeiramente foi realizada uma etapa de limpeza e condicionamento da
superficie do GCE (¢ = 1,6 mm). A limpeza consistiu em polimento do eletrodo em
suspensdo de alumina 0,3 um, lavagem com agua ultrapura da superficie, sonicacao
em banho de ultrassom com etanol absoluto e com agua desionizada por cerca de
1 min, respectivamente, e posteriormente seco com pano liso.

Uma massa de 5 mg de SD-MWCNT e LD-MWCNT foi adicionada em béqueres
separados contendo 5 mL de DMF e dispersado em banho de ultrassom durante
30 min. Apds esse tempo, as solucdes foram sonicadas em sonda ultrassénica (20 % de
amplitude) por 5 min. Em seguida, 10 pL das suspensdes foram colocadas sobre a
superficie de GCE e o solvente foi evaporado por exposi¢cdo a 50°C durante 30 min (Fig.
12). Os filmes resultantes eram claramente visiveis a olho nu. Apds a modificacdo o
eletrodo foi lavado com agua desionizada e com eletrélito de trabalho antes de ser

inserido na célula de trabalho.
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10 pl. da
suspensio

30 min na estufa a 50 °C

I
= T

GCE GCE /MWCNT

Figura 12. Procedimento de modificacdo do eletrodo de GCE com filme de MWCNT.

CV foi utilizada para ativagdo do eletrodo em eletrdlito de trabalho até obter
ciclos reprodutiveis. Geralmente, 5 ciclos eram suficientes para obter varreduras de

potenciais reprodutiveis.

2.4.1. ELETRODO DE TRABALHO, REFERENCIA E AUXILIAR

O WE utilizado em todas as medidas (voltamétricas e amperométricas
convencionais) foi o de GCE ndo modificado, GCE modificado com SD-MWCNT e
modificado com LD-MWCNT. Este GCE apresenta diametro de 1,6 mm e foi adquirido
da empresa BASi (West Lafayette, EUA).

A cada dia de andlises um novo filme de MWCNT foi formado seguindo o
mesmo procedimento descrito. Apds as andlises, a limpeza deste eletrodo foi feita
manualmente, com o uso de alumina (granulometria 0,3 pum) e enxaguado
exaustivamente com agua deionizada e posteriormente seco com pano de algodao.

Antes de qualquer andlise, voltamogramas ciclicos em eletrdlito suporte foram
realizados para condicionamento do eletrodo e possivel descontaminacao ainda

existente no eletrodo.
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O RE foi preparado pela eletrodeposicao de AgCl sobre um fio de Ag (30,0 mm x
1,0 mm de diametro) através da oxidagdo (0,3 V versus Ag/AgCl) do fio de prata em
meio de HCI 0,1 mol L' durante uma hora. Apds a eletrodeposicio, o fio de Ag/AgCl foi
inserido em uma ponteira de micro pipeta de 100 uL, a qual foi obstruida na sua
extremidade menor por meio de uma juncdo porosa (separador de bateria de
automdveis) e preenchida com uma solugdo de KCl e Ag*aq), constituindo dessa forma
o mini-referéncia [212].

Como eletrodo auxiliar foi usado um fio de platina, de aproximadamente 3 cm,

inserido em uma ponteira de micropipeta de 100 pL.

2.5. INSTRUMENTACAO

As medidas eletroquimicas foram realizadas empregando-se um potenciostato
MAUTOLAB tipo Ill (Eco Chemie - Metrohm; software GPES 4.9.007). Uma célula
eletroquimica do tipo “wall-jet” com os trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar
mencionados nas sec¢des anteriores) foi utilizada nos estudos em sistema FIA e sistema
BIA.

Para a dispersao dos padrées de MWCNTs em DMF foi utilizada uma sonda
ultrassénica da marca Cole-Parmer, modelo CPX 130 de poténcia igual a 130 W e

frequéncia de 20 KHz.

2.5.1. SISTEMA FIA

Um sistema FIA de linha unica foi empregado e montado no laboratdrio na
deteccdo amperométrica em fluxo. O esquema e os componentes bdsicos deste
sistema sdo detalhados nas Figuras 13 e 14. As solug¢des foram transportadas por tubos
de polietileno de 1 mm de didmetro e 20 cm de comprimento (percurso analitico). O
sistema de propulsdo foi baseado na pressao gerada por bomba peristaltica, a qual

permite um controle preciso de vazao e foi utilizado um sistema de amortecedor de

39



pulsos para impedir possiveis ruidos de variagOes de corrente no sistema. O volume da
célula é de 8 mL e esta possui orificio inferior de ago inox para entrada da solugdo e
outros trés para entrada dos eletrodos, além de um orificio de saida de solucdo como
mostra as Figuras 13 e 14.

Um injetor comutador manual foi usado para as inje¢Ges das solucdes (Cena-
USP) [110]. A detecgdo foi realizada utilizando uma célula de vidro que permite a
utilizacdo dos 3 eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) e ainda possui uma linha de
saida de solu¢do permitindo o fluxo continuo do eletrélito, em que é facilmente
adaptada no final da tubulacdo de um sistema FIA (célula do tipo “wall Jet”). O
eletrodo de trabalho foi posicionado a uma distancia aproximada de 2 mm da linha
final da tubulacdo, evitando assim, causar dispersdo do fluxo ou difusdo sem toda

amostra entrar em contato com o eletrodo.

Eletrélito
suporte

Saida de
solugado

Entrada de
solugao

2

“‘u‘ Injetor
-

~ Amostra

Figura 13. Imagem do sistema FIA utilizado nas analises e a foto da célula ampliada.

WE: eletrodo de trabalho; RE: eletrodo de referéncia; CE: eletrodo auxiliar.
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Figura 14. Esquema do sistema FIA usado. WE: eletrodo de trabalho; RE: eletrodo de
referéncia; CE: eletrodo auxiliar.

2.5.2. SISTEMABIA

Todas as analises usando sistema BIA foram feitas em uma célula construida no

proprio laboratério, constituido por um tubo de vidro com as seguintes dimensdes:

®interno = 7,3 ¢cm; altura = 7,1 cm; volume total = 200 mL.

A Figura 15 ilustra um diagrama esquematico da célula utilizada no trabalho.

Ponteira de
micropipeta

Tampa da célula
(Polietileno)

Corpo da célula
(Vidro)

Eletrodo
Modificado

Base da
célula (PVC)

Figura 15.

Esquema da célula utilizada nas anadlises em BIA. Volume total da célula =
200 mL.
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Uma tampa superior de polietileno e uma tampa inferior de PVC foram
firmemente instaladas no cilindro de vidro. No topo, a tampa de polietileno continha 4
furos para posicionar os eletrodos auxiliar e de referéncia, a ponteira da micropipeta
(posicionada no centro da tampa) e outro para, caso houvesse necessidade, posicionar
um micro motor para conveccdo da solucdo. Na base da célula foi feito um orificio de
11,5 mm de didametro exatamente no centro para o encaixe do WE, que era inserido na
posicdo “wall jet” (invertida em relacdo aos outros eletrodos) e logo abaixo da
ponteira da micropipeta (aproximadamente 2 mm). Esta célula BIA foi empregada
guando foi utilizado o WE ndao modificado e modificado com CNTs de diferentes
didametros. Um suporte de acrilico foi feito no préprio local de trabalho para posicionar
a célula BIA e realizacdo de todas as andlises. As injecées foram realizadas com uma
pipeta eletrénica (Eppendorf® Multipette stream), a qual oferece dez velocidades de
injecdo diferentes (niveis de 1 a 10), sendo que estes niveis correspondem,
respectivamente, as seguintes velocidades de injecdo: vy = 28; v, = 43; v3 = 56; v4 = 75;
vs = 100; v = 113; v7 = 156; vg = 193; vg = 256 e vig = 344 plL s, A extremidade da
ponteira da pipeta foi posicionada a 2 mm do WE [112] com o objetivo de obter
resultados reprodutiveis e livre de efeitos de transporte de massa que pudessem
alterar os resultados durante as analises. Todos os componentes da célula BIA sdo

detalhados na Figura 16.
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Figura 16. (A) Estrutura da célula BIA com os 3 eletrodos inseridos; (B) Sistema BIA
utilizado nas analises com um suporte de acrilico para a célula e a pipeta eletrénica

usada para inje¢ao das amostras.

Algumas estratégias foram usadas para aumentar a robustez do sistema, como:
cobrir com Teflon® a lateral da tampa para fixa-la melhor no corpo da célula,
impedindo que a ponteira da micropipeta se movimente durante as andlises e a
solucdo atinja diferentes areas da superficie do eletrodo gerando diferentes
resultados. Outra estratégia foi construir um suporte de acrilico que encaixasse
perfeitamente a célula BIA, impedindo qualguer movimentacdao durante as analises.
Este suporte possui um orificio central de 2 cm de comprimento e 4 cm de largura para

permitir a conexao do WE com o potenciostato.
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2.6. ANALISE ESPECTROSCOPICA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

As andlises por espectroscopia no infravermelho foram realizadas em um
equipamento de espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho modelo
Prestigie 21 da Shimadzu.

O material foi preparado na forma de pastilhas de KBr na proporcdo de 1:100
MWCNTs : KBr (m/m). Os sdélidos foram misturados e finamente pulverizados em
almofariz de dgata. Esta mistura foi levada a um pastilhador que comprimiu esse
material com uma forga de aproximadamente 60 kN. Foram feitas 4 varreduras na

faixa de 150 a 4000 cm™.

2.7. DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

Para investigar a estrutura, cristalinidade e a presenca de alguns metais nos
padroes de MWCNTSs, medidas de difratometria de raios X foram realizadas em um
difratémetro Shimadzu XRD 6000, usando radiacdo CuKa (A = 1,5406 A) com tensdo
40 kV e 40 mA em um intervalo de 10 a 80° no modo 208, com passo de 0,02° e com

acumulagdo de 1s / ponto.

2.8. ESPECTROSCOPIA RAMAN

Um espectrofotometro Renishaw acoplado a um microscdpio dptico com
resolucdo espacial de 1 um foi usado para obtencdo dos espectros Raman. O laser
utilizado foi de He-Ne (632,8 nm) com poténcias de incidéncia de 2 mW. Os espectros
foram obtidos para amostras na forma de pd, com acumulagdes que variaram de 5 a
10 com tempo de acumulagdo de 20 s na regido de 130 a 3000 cm™. A deconvolucgdo
das bandas dos espectros foi realizada utilizando-se o programa Origin 7.0, através da

ferramenta fitting multi-peaks Lorentziano em diferentes regides espectrais.
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2.9. ELETROFORESE CAPILAR COM DETECGAO CONDUTOMETRICA SEM
CONTATO

Para comparacdo dos resultados eletroquimicos para determinacdo de IBF foi
usado um equipamento CE-C*D construido no laboratério do Prof. Claudimir Lucio do
Lago do Departamento de Quimica Fundamental do Instituto de Quimica da USP (Sdo
Paulo). O equipamento foi fornecido com dois detectores condutométricos (eletrodos
sem contato acoplados capacitivamente) compactos e de alta resolucdo [213, 214].

Um programa de computador desenvolvido em ambiente LabView 8 (National
Instruments, Austin, TX) é responsdvel pelo controle do equipamento e aquisicao dos
dados. O instrumento é equipado com uma fonte de alta tensao bipolar (Spellman

Power Supply 30 Kv).

2.10. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Para comparacdo dos resultados eletroquimicos para determinacao de CHX foi
usado um cromatodgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu LC-10 VO equipado com
detector UV-VIS (SPD-10AV), uma coluna LC (Lychrispher 100 A8 RP18-C18, 250 mm x
4,6 mm, 5 mm), um degaseificador (DGU-20A5), um injetor manual (20 plL) e uma
bomba (LC-10AD-VP). A fase modvel consistiu em metanol e agua (70:30, v/v). O

detector foi fixado em 260 nm. A vazao foi de 0,8 mL min™.

2.11. ANALISE ESPECTROFLUORIMETRICA

Para a determinacdo de NPX e comparacdo com os resultados eletroquimicos
utilizou-se um espectrofluorimetro Hitachi F4500 em conformidade com a literatura

[141]. As solucBes padrdo e as amostras foram preparadas em 0,05 mol L™ solugio
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tampdo de fosfato (pH 7,5). Os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de

fluorescéncia foram mantidos a 271 e 353 nm, respectivamente.

2.12. ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Um equipamento de eletroforese capilar modelo 7100 CE acoplado a um
espectrometro de massa triplo quadrupolo 6430 (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) com fonte de ionizagdo por eletronebulizacdo (ESI) foi utilizado (CE-ESI-MS) para
determinacdo de 4-CLA. Para isso um capilar de silica fundida de 50 um (d.i.) x 55 cm
de comprimento foi empregado. Durante a corrida eletroforética uma diferenca de
potencial de 25 kV a 25°C foi aplicada e as amostras foram injetadas a uma pressdo de
100 mbar durante 3 s. O gds nitrogénio foi utilizado como gds nebulizador a uma
pressdo de 11 psi e como gas carregador com vazdo de 5 L min® a 20°C. O
espectrémetro foi operado no modo de rea¢des multiplas (MRM) com polarizacdo
positiva com as seguintes transi¢cdes: 253,6 > 170,1 m/z (CHX), 128,0 > 93,0 m/z (4-
CLA) e 131,0 > 114,2 m/z (Diaminaheptano). A ioniza¢do por eletronebulizacdo foi
ajustada em 5,0 KV a temperatura de 300°C, aplicando-se 4,0 V na célula de aceleracao
e tempo de permanéncia para 200 ms. Potencial de 12, 8 e 12 V foram aplicados na
célula de colisdo e potenciais de 45V, 20 V e 45 V foram empregados para produzir os
ions fragmentos na ordem citada acima.

Uma solugdo 0,030 mol L™ de &cido acético foi utilizada como eletrélito (pH =
3,2). Uma solugdo 500 umol L de diaminoheptano foi utilizada como padrao interno.
Solucdes estoque de 0,005 mol L™* de 4-CLA e 0,001 mol L' de CHX foram preparadas
em agua deionizada. Uma solugdo 0,030 mol L™ de 4cido acético foi utilizada como
eletrélito (pH = 3,2). O liquido de contato (sheath liquid) usado na fonte de
eletronebulizacdo foi acido acético 0,001 mol L™ solubilizado numa solucdo de
metanol/agua (90/10 %) foi pressurizada a uma vazio de 6 plL min™. Para
acondicionamento do capilar de silica fundida, uma solucio de NaOH 1,0 mol L™ foi
pressurizada pelo menos durante 5 min, logo em seguida, dgua desionizada por 5 min,

e finalmente, o eletrélito de corrida por 5 min. Entre as anadlises de enxaguante bucal,
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um procedimento de limpeza do capilar empregando uma solu¢do de NaOH 0,01 mol
L por 2 min, depois agua deionizada, e por fim, a solu¢dao de eletrélito de corrida
ambas por 2 min foi empregada. Paras as amostras de antisséptico, apenas a solucado

de eletrélito de corrida foi empregada entre a analise das amostras.

2.13. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura (SEM) foram
realizadas utilizando um equipamento Mira FEG-SEM (TESCAN) operado a 10 kV. As
amostras foram dispersas em etanol e estas dispersdes de CNT foram colocadas sobre
substratos de Si em bases com fita condutora de carbono “dupla-face” e fixadas

usando uma lamina de cobre. O aumento utilizado foi de 50000 vezes.
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3. RESULTADOS E
DISCUSSOES




3.1. CONSIDERACOES GERAIS

Os resultados e discussdes abordados nesta tese serdo divididos em duas
partes.

Na primeira parte, serdo apresentados os estudos de caracterizagdo, por
espectroscopia na regido do infravermelho, difracdo de raios X e espectroscopia
Raman, dos MWCNTs de diferentes didametros para investigar a causa do possivel
efeito de eletrocatalise do material e um estudo da area ativa do GCE modificado com
estes dois MWCNTs (menor diametro = SD-MWCNT e maior diametro = LD-MWCNT).
Na segunda parte, serdo apresentados os resultados voltamétricos para a oxida¢do dos
quatro diferentes farmacos (NPX, IBF, CLX e 4-CLA) com estes sensores eletroquimicos
e a aplicacdo destes para andlise de algumas formulagdes farmacéuticas que

contenham os fdrmacos (ou produto de degradacdo).

3.2 CARACTERIZAGCAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO DE PAREDES
MULTIPLAS POR INFRAVERMELHO

A partir da técnica Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho foi
possivel observar que a funcionalizagdo dos nanotubos de carbono foi realizada com
sucesso, de forma que os grupamentos carboxilicos foram inseridos na estrutura dos

MW(CNTs (Figura 17).
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Figura 17. Espectros na regido do infravermelho obtidos em pastilha de KBr para SD-

MWCNT nao funcionalizado em preto e SD-MWCNT funcionalizado em vermelho.

O espectro na regido do infravermelho do SD-MWCNT mostra duas bandas
tipicas para nanotubos de carbono, sendo a primeira entre 3180 cm™ a 3690 cm™
referente a deformacgao axial -OH bem como uma banda em 1620 cm™ que esta
associada a vibracdo do “esqueleto” dos nanotubos de carbono, ou seja, o estiramento
da ligacdo “—C=C-". O nanotubo funcionalizado com grupos carboxilicos apresentou
uma banda de absor¢dao em 1645 e outra em 1620 cm™ que corresponde a vibragao da
carbonila (-C=0) e estiramento da ligacdo “—C=C-", respectivamente. Possivelmente, a
banda da carbonila se acoplou a banda de vibragdo —C=C-. Além disso, a banda da
hidroxila a 3430 cm™ é bem mais intensa e um pouco mais larga correspondendo 3
presenca de grupos carboxilicos e hidroxilas. O aparecimento desses grupos funcionais
é devido ao tratamento oxidante a que foi submetido os MWCNTs, sendo estes
localizados nas extremidades abertas e nos defeitos estruturais que poderiam ser

observados apds o tratamento. A adicao desses grupos auxilia na homogeneizacao dos
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nanomateriais e em possiveis modificacoes desses materiais. A insercdo de grupos
carboxilicos auxilia na dispersao, pois aumenta-se a polarizagdo com o solvente, visto

gue o DMF é um solvente polar aprético.

3.3. CARACTERIZAGAO DOS NANOTUBOS DE CARBONO DE PAREDES
MULTIPLAS POR DIFRAGAO DE RAIOS X

Esta técnica ndo destrutiva foi usada para analisar a qualidade estrutural dos
MW(CNTs de diferentes diametros e observar a presenga ou ndo de metais, como por
exemplo, particulas de ferro, nas estruturas cilindricas desses materiais, para tentar
explicar o possivel efeito eletrocatalitico dos CNTs.

A amostra é bombardeada por raios X para produzir um padrdo de difracao que
é coletado com ajuda de um detector de raios X. Os atomos no cristal funcionam como
centros de espalhamento dos raios X. Nos planos cristalinos, cuja distancia interplanar
é d, é incidido um feixe de raios X e o fendbmeno de difracdo aparece pela reflexao
desses feixes por dois planos subsequentes. A condicdo de interferéncia construtiva,
em que a diferenga entre seus caminhos 6ticos s3ao numeros inteiros de
comprimentos, esta determinada pela lei de Bragg [215]:

nA = 2dsen®

8 — Angulo de incidéncia

A — Comprimento de onda

n — Numero inteiro (ordem de difracdo).

d — Distancia interplanar

Desta forma, medindo-se o angulo © e sendo o comprimento de onda
conhecido, a distancia interplanar pode ser determinada e assim, a estrutura cristalina.
A intensidade e a largura do pico (002) estdo relacionadas ao nimero de camadas, as
variacbes do espacamento intercamadas, as distor¢Ges da rede e a orientacdo dos

CNTs se comparados ao feixe de raios X incidentes [216].
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Esta técnica fornece informacdes sobre a pureza dos nanotubos e permite
inferir sobre a criagdao de defeitos causados pelos tratamentos oxidativos. A Figura 18

apresenta os resultados para SD-MWCNT e LD-MWCNT.
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10 20 30 40 50 60 70 80
20 / Graus
Figura 18. Difratogramas de raios-X do LD-MWCNT e SD-MWCNT apds a

funcionalizagao.

Pelo difratograma é possivel observar que ndo ha metais nas paredes dos CNTs
ou a quantidade é abaixo do limite de deteccdo do equipamento, pois os picos
observados sao todos caracteristicos do préprio nanotubo e ndo de outro metal, o que
descarta a possibilidade de um possivel efeito eletrocatalitico ser causado por metais
presentes na estrutura cilindrica dos tubos do material. Desta forma, defeitos
estruturais sdo necessarios para que haja grupos funcionais acidos, o que aumenta o
poder eletrocatalitico dos nanotubos e pode facilitar uma reacao eletroquimica. A
largura de meia altura (FWHM) e a razdo das intensidades dos picos (100) e (002),
l100/l002, possuem uma relacdo direta com o aumento de defeitos nos CNT’s [217],
guanto maior estes valores, maior o nimero de defeitos estruturais.

Na Tabela 2 s3o mostrados os resultados para estes dois materiais para avaliar

a qualidade estrutural dos CNTs de diferentes diametros.
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Tabela 2. Razbes entre as intensidades dos picos (100) e (002) obtidos por DRX e

comparagao entre as larguras de meia onda do LD-MWCNT e SD-MWCNT.

AMOSTRA 1100/ 1002 FWHM (002)
LD-MWCNT 0,069 0,45°
SD-MWCNT 0,113 1,46°

A analise dos valores da razao lipo/lgo2 € por FWHM (Tabela 2) mostra que o SD-
MWCNT possui um maior numero de defeitos devido aos maiores valores obtidos de
l100/l002 € de FWHM, provavelmente causados apds tratamentos oxidativos ou pelo
préprio método de fabricacdo utilizada pela empresa que repassa os CNT’s, o que
indica um maior efeito catalitico para SD-MWCNT comparado com LD-MWCNT. Esta
técnica é bastante interessante por ser simples e de facil acesso para comparar a
qualidade estrutural de diferentes materiais nanoestruturados.

Utilizando a lei de Bragg é possivel encontrar os valores da distancia interplanar

(doo2) do SD-MWCNT e LD-MWCNT e essa comparacdo é apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Dados obtidos a partir dos difratogramas de raios X presentes na Figura 17.

AMOSTRA 20 (graus) pico (002) doo2 (A)
LD-MWCNT 26,03 3,42
SD-MWCNT 25,62 3,47

Geralmente, quanto maior o valor de dg maior o grau de “desordem”
estrutural do material carbondceo. Desta forma, mais uma vez, este resultado indica
maior desorganizacdo por parte do SD-MWCNT, o que pode indicar maior efeito
catalitico para esse material.

E importante ressaltar que esse experimento também foi realizado para SD-
MWCNT sem o tratamento oxidativo com acidos (ndo mostrado) e também ndo foram
registrados a presenca de metais nas paredes do CNT. Os resultados registrados
mostraram que este também possui uma grande quantidade de defeitos estruturais
causados provavelmente pelo método de fabricacdo da empresa que foi adquirida o
nanomaterial, ou seja, os valores encontrados pela largura de meia altura e pela razdo
das intensidades dos picos (100) e (002), l100/l002, foram similares aos encontrados para
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o SD-MWCNT ap6s o tratamento oxidativo. Porém isso ndo exclui a necessidade da
funcionalizagdo dos CNT’s, pois a inser¢cdo dos grupos carboxilicos ocorre apds o
tratamento com 4cidos, como apresentado nos resultados de caracterizacdo por

infravermelho.

3.4. ESPECTROSCOPIA RAMAN

E possivel ter um indicativo da quantidade de defeitos presentes no SD-
MWCNT e LD-MWCNT a partir da razao entre as bandas D e G utilizando
espectroscopia Raman [218]. A banda D esta relacionada a presenca de defeito
estrutural sp®, sp, presenca de heterodtomo e/ou ligagdo incompleta e a banda G esta
relacionada a presenca de carbono sp? Esse método permite obter informacdes a
respeito tanto da qualidade como da quantidade de defeitos estruturais (perturbacdes
na estrutura grafitica como vacancias, pares pentagonos-hexagonos ou mesmo bordas
livres) ou de impurezas carbonosas ricas em carbono com hibridizacao sp3, como o
carbono amorfo [219-222]. Porém, como o espalhamento é de natureza ressonante e
devido a maneira diferente como responde aos diferentes tipos de defeitos, ndo é
possivel estabelecer uma relacdo direta entre a concentracdo dos mesmos e o
parametro D/G, sendo este apenas um critério comparativo [218].

Desta forma, o valor da banda D foi dividido pelo valor da banda G, sendo que
maiores valores desta razao estao relacionados com o maior nimero de defeitos
estruturais do tipo spz. Os valores das areas das bandas foram obtidos através do
calculo das areas das respectivas bandas por deconvolucdo Lorentziana. Os espectros
obtidos e as razbes das areas das bandas D pela G juntamente com os nimeros de

onda encontram-se na Figura 19 e Tabela 4, respectivamente.
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Figura 19. Espectros Raman dos SD-MWCNT e LD-MWCNT apds a funcionalizagdo.

Tabela 4. Valores das bandas D e G, e também da razdo das areas das bandas D e G

(Ap/Ag) para SD-MWCNT e LD-MWCNT apds a funcionalizagdo.

LD-MWCNT SD-MWCNT

Banda D 1334,9 cm™ 1328,8cm™

Banda G 1581,7 cm™ 1584,4 cm™
Ap/Ac 1,38 1,86

A banda D’, que esta relacionada aos defeitos presentes na parede do
nanotubo, é vista claramente apenas em LD-MWCNT. Provavelmente em SD-MWCNT
esta banda esta encoberta pela banda G, que é mais larga em SD-MWCNT do que em
LD-MWCNT. A banda 2D, mais intensa em LD-MWCNT, esta relacionada a ordem
bidimensional do grafeno. E visto na literatura que a presenca de banda D indica a

formacao de um material desordenado e em escala de tamanho reduzido [56, 223]. O
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valor encontrado pela razdo Ap/Ag para SD-MWCNT foi maior mostrando a maior
quantidade de defeitos estruturais neste material do que no LD-MWCNT, e ainda, a
intensidade da banda D é maior para SD-MWCNT, o que também indica maior grau de
desordem estrutural do material. Além disso, o alargamento da banda G (estiramento
C-C destas estruturas) indica uma maior heterogeneidade e/ou desordem estrutural
[224], e esse alargamento é maior para SD-MWCNT. Os estudos por Raman
confirmaram os resultados apresentados no DRX através dos valores de dgp, retirados

dos difratogramas.

3.5. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A diferenca entre as morfologias dos CNTs se torna clara analisando as imagens
SEM apresentadas na Figura 20. Para o SD-MWCNT (Figura 20-a) observa-se uma
grande quantidade de CNTs, de pequeno didmetro, preenchendo de maneira bastante
densa a drea analisada. De maneira contraria, para o LD-MWCNT (Figura 20-b) sdao
verificados poucos tubos, com grande didmetro, sendo que esses estdo distribuidos
randomicamente ao longo do substrato, e de maneira menos compacta que no caso
do SD-MWCNT.

Observa-se também, para ambos os MWCNTs uma distribuicdo homogénea em
relacdo ao diametro desses materiais, esta caracteristica facilita o estudo de

propriedades fundamentais e a exploracao de novas aplicacdes para esses materiais.
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Figura 20. Imagens SEM de (a) SD-MWCNT e (b) LD-MWCNT.

3.6. ESTUDO DA AREA ATIVA DOS ELETRODOS

Apds as caracterizacbes dos diferentes CNTs funcionalizados, a modificacdo do
eletrodo de GCE foi realizada utilizando o método descrito de deposi¢ao da dispersao
de CNTs na superficie do GCE, e compararam-se os resultados entre GCE ndo
modificado, GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT.

A drea ativa geralmente é diferente da area geométrica, sendo este ultimo
maior na maioria das vezes, considerando as rugosidades que podem aparecer no
eletrodo com o tempo de uso muito prolongado, porque nem toda superficie do
eletrodo é composta por regides eletroativas, que sdo as regides que promovem a
transferéncia eletronica na superficie do eletrodo. Porém, quando o célculo é realizado
considerando uma superficie isenta de rugosidades ou qualquer tipo de defeito, esse
valor da area geomeétrica se apresenta menor que o valor da area ativa.

A area ativa do eletrodo foi analisada utilizando a técnica de voltametria ciclica
e a equacao de Randles-Sevcik, a qual mostra que em sistemas reversiveis com
transferéncia de massa controlada por difusdo existe uma relacdo entre a corrente de
pico e a area ativa do eletrodo. Essa area pode ser obtida a partir da equacdo de
Randles-Sevcik [39, 94] desde que conhecidos o nimero de elétrons, coeficiente de

difusdo e concentracdao da espécie eletroativa, velocidade de varredura do potencial e
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corrente de pico a uma dada temperatura. O processo de transferéncia de carga com o
par redox [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)e]*, que possui comportamento eletroquimico bem
conhecido, foi utilizado para essa analise de darea efetiva do eletrodo. A seguir a
equacado de Randles-Sevcik é apresentada:

A= lszx 5 13/2 1/2

v 2,686x10~>.n°/“.D-/=.Cy

Sendo,

A — area efetiva do eletrodo (cm?)

ip — corrente de pico (Ampere)

v — velocidade de varredura (V s)

n —numero de elétrons envolvidos na reacao redox (constante adimensional).
D — coeficiente de difusdo da espécie eletrolitica (cm*s™)

Co — concentragdo das espécies reduzidas ou oxidadas (mol cm™)

Para o sistema [Fe(CN)5]3_/[Fe(CN)5]4_ as variaveis s30: n =1, Co = 1 x 10°® mol
cm™, e o coeficiente de difusdo do ferrocianeto de potassio em meio de KCl 0,1 x 10
mol cm?3, que é igual a 6,39 x 10° cm? s [225]. Foram realizados voltamogramas
ciclicos em diferentes velocidades de varredura (20, 40, 60, 80 e 100 mV s™) em trés
dias diferentes para os trés eletrodos para adquirir um desvio padrdao das analises e
analisar a reprodutibilidade. Desenvolvendo-se as equagdes, chegamos a um valor de
area ativa para GCE, LD-MWCNT e SD-MWCNT e comparamos estes resultados na
Tabela 5. Além disso, na Tabela 5 s3do registradas algumas comparacdes entre a
variacdo dos potenciais dos picos catddicos e anddicos (AE) e também uma
comparacdo entre as correntes de pico anddicas para uma velocidade de varredura
igual a 60 mV s™. A Figura 21 ilustra um resultado obtido para o eletrodo SD-MWCNT,

ressaltando que o teste foi feito nas mesmas condi¢des para os demais eletrodos.
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Figura 21. Voltamogramas ciclicos em SD-MWCNT para o sistema redox

[Fe(CN)s]*>/[Fe(CN)e]*", realizado em solugio de 0,1 mol L™ KCl / 1 x 10 mol L*
Ka4[Fe(CN)]s. Velocidades de varredura = 20, 40, 60, 80 e 100 mV s™.

Tabela 5. Resultados obtidos em triplicata (n = 3) de corrente de pico anddica (ipa),
potencial de pico anddico (Epa) e catddico (Epc), variagcdo de potencial entre o pico

catdodico e anddico (AE), e area efetiva (A) para GCE, GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-

MWCNT.
ELETRODOS ipa/MA*  Epa/mV* Epc/mV* AE/mV* A/mm?
GCE 8,2+0,9 203 +8 183+ 15 110t9 4,7%0,8
GCE/LD-MWCNT 8,7+1,0 283 +10 183+ 11 100+18 5,7%+0,7
GCE/SD-MWCNT 9,8+0,5 275+13 190+ 4 85+10 59%0,5

.. T ™ . n -1
*Valores adquiridos em voltamogramas ciclicos utilizando velocidade de varredura igual a 60 mV s .

Quando GCE foi

modificado com ambos MWCNTs verificou-se maior

reversibilidade eletroquimica para o par redox estudado, comprovados pelos dados de
AE e as razdes das correntes de pico proximas a unidade. Os valores ainda

demonstram maior area efetiva e menor variacdo de potencial dos picos anddicos e
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catddicos para o eletrodo de GCE/SD-MWCNT, o que indica menor resisténcia elétrica
e maior efeito catalitico para este material. Posteriormente, serdo apresentados
resultados comparativos destes eletrodos em analises de compostos organicos

utilizados na industria farmacéutica.

3.7. INVESTIGAGAO DO PONTO DE CARGA ZERO DOS MWCNTs

Um dos fatores mais importantes nos estudos de interacdo entre compostos e
superficie dos eletrodos é o efeito do pH do meio [226]. Um interessante indice da
tendéncia de uma superficie se tornar positiva ou negativamente carregada em funcao
do pH, é o valor de pH requerido para que a carga liquida do material seja nula,
denominado ponto de carga zero (pHzc). Para valores de pH superiores ao pHzpc, a
carga superficial é negativa e a interagdo com cations é favorecida. Por outro lado, em
valores de pH inferiores ao pHz, a carga superficial é positiva e a interacdo com
anions é favorecida [227]. Neste trabalho foram utilizados ferrocianeto de potassio, o
qgual é um composto anidnico, portanto, teoricamente, valores de pH menores que o
pHzec é desejado, e cloreto de hexamin-ruténio (lIl), o qual é um composto catidnico,
portanto, teoricamente, para estes valores em que o pH é menor que o pHzc as

interacGes eletrostaticas devem ser desfavorecidas. A Figura 22 ilustra esse processo.

_ pH > pHezc
cCo+0O doador de proton

CNT
CO + OH pH = pHezc

sitio neutro

Grupos
Carboxilicog

Solugdo eletrolitica

Figura 22. Interface eletrélito-CNT funcionalizado com grupos carboxilicos, pHzpc: valor

de pH no ponto de carga zero.
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Desta maneira a técnica usada para encontra o valor do pHzpc para os MWCNTSs
foi CV utilizando tampao BR em diferentes pHs (2, 4, 6, 8, 10), e foram testados os dois
compostos com diferentes cargas, ferrocianeto de potassio (anionico) e cloreto de
hexamin-ruténio (lll) (catiénico), com a finalidade de observar a intera¢cdo dos
compostos nos diferentes pHs com os grupos carboxilicos dos MWCNTs, como
registrado na Figura 23 para LD-MWCNT e os valores de AE s3ao apresentados na

Tabela 6.

LDMWCNT - Ferrocianeto de Potassio 1 LDMWCNT - Cloreto de Hexamin-Ruténio (lll)

| (A) N\ -
Ny —

| = =
% 2::
-4 —pHS8

pH 10

i/pA
o

-8

02 00 02 04 06 08 06 04 02 00 02

EIV E/IV
Figura 23. Voltamogras ciclicos de 1 mmol L™ de (A) ferrocianeto de potassio na faixa
de potencial de -0,2 a +0,7 V e (B) cloreto de hexamin-ruténio (Ill) na faixa de potencial
de 0,2 a-0,5 V. Eletrdlito: Tampdo BR (pH: 2, 4, 6, 8 e 10). Velocidade de varredura: 50

mV s,

Tabela 6. Resultados registrados de potencial de pico anédico (Epa) e catddico (Epc) e
variacdo de potencial entre o pico catddico e anddico (AE) para os voltamogramas
ciclicos contendo ferrocianeto de potassio e cloreto de hexamin-ruténio (lll) para
GCE/LD-MWCNT.

FERROCIANETO DE POTASSIO CLORETO DE HEXAMIN-RUTENIO (Il1)

pH Eandd. / V Ecat./V  AE/V  Ean0d./V  Ecat./V AE/V

2 0,338 0,222 0,116 -0,093 -0,159 0,066
4 0,266 0,156 0,110 -0,098 -0,166 0,068
6 0,335 0,108 0,227 -0,113 -0,176 0,063
8 0,425 0,049 0,376 -0,142 -0,205 0,063
10 0,462 0,010 0,452 -0,147 -0,210 0,063

Pela Figura 23A e pela Tabela 6 é claro o aumento do valor de AE a medida que

o valor do pH aumenta, isso pode ser explicado pela desprotonagcdo dos grupos
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carboxilicos dos MWCNTs em meios mais basicos, com essa desprotonacdo o
carboxilato (COO’), que possui sinal negativo igualmente ao ferrocianeto de potdssio
gue se encontra em solucdo, dificulta a interacdo deste com a superficie do eletrodo.
Esta diferenca entre os valores de AE e os valores de corrente comegam a ficar mais
evidentes em valores de pH acima de 4.

Pela Figura 23B e pela Tabela 6 a diferenga é bem menos significante, pois ao
contrdrio do ferrocianeto, o cloreto de hexamin-ruténio tem carga positiva, desta
forma, melhores resultados sdao esperados em meios mais basicos, devido a maior
interacdo entre a carga negativa do carboxilato com a carga positiva do composto em
solucdo, e acima de pH 4 os valores de AE diminuem levemente e os picos sofrem um
leve deslocamento para potenciais mais negativos. Esses resultados indicam o ponto
de carga zero deve estar entre pH 4 e 6, pois nesta faixa pode estar ocorrendo a
desprotonacdo nos grupos carboxilicos e para meios mais bdsicos ou acidos que estes
valores podem ocorrer diferentes respostas para diferentes compostos.

Outro teste realizado para avaliar a acidez destes MWCNTs é proposto por
Menendez e colaboradores [228], em que, resumidamente 60 mg dos MWCNTs
funcionalizados e ndo funcionalizados foram dispersos em 3 mL de 0,1 mol L de KNOs,
solucdo esta feita com dagua fervida. Essa dispersao foi selada, deixada sobre acdo do
gas N, durante 5 minutos e agitada por 24 horas, apds esse tempo, o pH da medida foi
registrado sem necessidade de filtracdo. Os valores encontrados para os MWCNTs nao
funcionalizados foram similares ao da solucdo de KNO;z (pouco menor que 7), ja para
SD-MWCNT e LD-MWCNT os valores foram respectivamente, 1,72 e 2,03. Estes
resultados mostram o quanto a insercdo dos grupos carboxilicos aumentam a acidez
desses nanomateriais, alterando a interacdo com diferentes analitos, além disso,
indicam que o SD-MWCNT pode apresentar maior quantidade de grupos carboxilicos

por apresentar uma valor de pH menor que LD-MWCNT.
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3.8. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE NAPROXENO EM GCE, LD-
MWCNT E SD-MWCNT

3.8.1. VOLTAMOGRAMAS CICLICOS COMPARATIVOS NA PRESENGA DE
NAPROXENO

NPX é soluvel em solugbes aquosas em condigdes ligeiramente alcalinas, ndo
sendo solivel em condicGes dacidas. Desta forma foram utilizados solucdes de
0,1 mol L™ de NaOH, 0,1 mol L™, de tamp3o fosfato (pH 7,5) e 0,04 mol L™ de tamp3o
BR em diferentes pHs (7,5; 8 e 9). As melhores respostas eletroquimicas para NPX
foram obtidas em solucdo tampdo fosfato em pH 7,5 e em solucdes com maiores
valores de pH houve pequeno decréscimo sinal. Desta forma, a solugdo tampao fosfato
(pH 7,5) foi escolhida para todas as analises que envolveram a determinacdo de NPX.
Estes resultados estdo de acordo com outros trabalhos que utilizaram eletrodos de
pasta de carbono para determinacdo de NPX [155, 156].

Foram realizados voltamogramas ciclicos para NPX e compararam-se as
respostas obtidas em GCE ndo modificado, com eletrodo de GCE/LD-MWCNT e
GCE/SD-MWCNT (Figura 24). O primeiro ciclo voltamétrico de NPX, em cada eletrodo;

é apresentado.
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Figura 24. Voltamogramas ciclicos obtidos para GCE (-), GCE/LD-MWCNT (-) e
GCE/SD-MWCNT (=) na presenca de 1 mmol L' de NPX. Eletrdlito suporte: 0,1 mol L™

de tamp3o fosfato (pH 7,5). Velocidade de varredura: 50 mV s™.
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Conforme visualizado, dois picos de oxidacdo irreversiveis foram observados
em 1,04 e 1,21 V em GCE ndo modificado, com oxida¢do a partir de 0,9 V (linha em
vermelho na Figura 24). No GCE/LD-MWCNT, dois picos de oxidac¢do irreversiveis em
1,00 e 1,18 V, com oxidagao a partir de aproximadamente 0,7 V (linha em verde), e um
aumento de 4 vezes em relagdo ao GCE foi observado. No GCE/SD-MWCNT, trés picos
de oxidacdo irreversiveis em 0,92; 1,02 e 1,18 V, com oxidacdo a partir de
aproximadamente 0,65 V (linha em azul), e um aumento de 5 vezes em relacdo ao GCE
foi obtido. Trabalhos anteriores relataram apenas um Unico pico de oxidagdo
irreversivel para naproxeno em diferentes superficies dos elétrodos [153-156], exceto
o trabalho de Adhoum e colaboradores [152] que investigou este processo em um
eletrodo de platina e um pequeno segundo pico de oxidacdo foi observado pela
técnica de voltametria ciclica, mas nao foi discutido.

Resumidamente, o GCE/SD-MWCNT apresentou melhor desempenho, devido a
maior sensibilidade e menor potencial de oxidacdo apresentados a deteccdo da
espécie analitica. Porém, ambos os eletrodos modificados com CNTs apresentam um
provavel efeito eletrocatalitico para a determinacdo de NPX. Alguns estudos para este
composto foram feitos adiante apenas para GCE ndo modificado e GCE/LD-MWCNT,
pois ainda n3o havia sido adquirido o GCE/SD-MWCNT pelo laboratério quando estes
testes foram realizados. Os testes que foram feitos apenas para GCE/LD-MWCNT
foram testes simples de otimizacdo de volume injetado e vazdo, e estudo do

transporte de massa.

3.8.2. MECANISMO DE OXIDACAO ELETROQUIMICA DE NAPROXENO

Voltamogramas ciclicos registrados na presenca de NPX em diferentes pHs (de
7,5 a 13) mostraram que o potencial de pico e a intensidade da corrente praticamente
ndo variam, o que sugere que a oxidacdo eletroquimica de NPX n3o é dependente do
pH.

A voltametria de onda quadrada (SWV) foi explorada para a determinacdo de
NPX utilizando o GCE/LD-MWCNT. Os parametros de SWV otimizados foram 40 Hz

como frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial, 30 mV como amplitude dos
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pulsos de potencial e 6 mV como incremento de varredura. O numero de elétrons
envolvidos nas duas etapas da oxidacdo eletroquimica do naproxeno foi calculado
utilizando SWV e considerando ambos os processos de oxidacdo eletroquimica como
irreversiveis e o coeficiente de transferéncia eletrénica (a) como 0,5 [229]. Dois
processos de um elétron foram obtidos apés o calculo utilizando dados adquiridos da
SWV. Todos os dados da literatura sobre o mecanismo de oxidagao do NPX relataram a
transferéncia de um Unico elétron [152-155], envolvendo a formacdo de um cation
radical seguida de descarboxilagdo, com base no isolamento e identificacdo dos
produtos de oxidacdo [230]. No entanto, os voltamogramas ciclicos em GCE e em
GCE/LD-MWCNT (Figura 24) mostram dois picos de oxida¢cdo e em GCE/SD-MWCNT é
possivel ver ainda trés picos de oxidacao.

Bosca e colaboradores [230] reportaram que a descarboxilacdo de NPX envolve
a transferéncia de unico elétron. Em solugdo aquosa, o principal produto (76 %) de
oxidacdo de naproxeno (obtida por eletrélise usando potencial controlado) foi um
derivado cetbnico (com eliminagdo do grupo carboxilico)[230].

Em pH 7,5 o NPX estd completamente desprotonado (pKa = 4,2) e, assim, um
radical (sem carga) seria formado durante o primeiro processo de oxidacdo
eletroquimica, seguido por descarboxilacdo, de acordo com a Figura 25. A segunda
transferéncia de um elétron pode envolver a formagdo de um cation que é estabilizado
pela estrutura ressonante do anel metoxi-naftalénico. Este mecanismo é reforgado
pelos produtos da oxidacdo eletroquimica isolados (1, 2 e 3 na Figura 24) por Bosca e
colaboradores [230]. Portanto, a oxidacdo eletroquimica de NPX em meio aquoso
ocorreu por meio da formacdo de uma das espécies intermedidrias (radical nao

carregado ou cation).
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Figura 25. Mecanismo proposto de oxidacdo eletroquimica de naproxeno.
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3.8.3. ESTUDO AMPEROMETRICO DE NAPROXENO EM GCE NAO MODIFICADO

Primeiramente foi feito um estudo amperométrico para determinagao de NPX
em eletrodo de GCE ndo modificado utilizando sistema BIA. Analisando o
voltamograma ciclico para NPX em GCE, foi escolhido e fixado um potencial de +1,3 V
para a deteccdo amperomeétrica em potencial constante. A Figura 26 apresenta uma

série de seis injecdes sucessivas de 50 umol L™ de NPX.

25
20 4
<
=
= 15
10 4 L
sl
' 1 . 1 . )
0.0 0.5 1.0 1.5

Tempo / min
Figura 26. Amperograma obtido para sucessivas inje¢cdes de 50 pmol L de NPX.
Potencial constante de trabalho: +1,3 V; eletrdlito: 0,1 mol L de tampao fosfato;

volume injetado: 200 pL; velocidade de despejamento: 160 uL st

Um constante decréscimo na corrente de oxidacdao foi verificado para
sucessivas injecdes de 50 pmol L™ de NPX, claramente indicando adsorcdo de NPX ou
dos produtos de oxidagao na superficie do eletrodo bloqueando sitios ativos. Graficos
de voltametria ciclica para este composto também demonstraram este bloqueio na
superficie do eletrodo, desaparecendo completamente o sinal caracteristico da
oxidacdo de 1 mmol L'* NPX apds o terceiro ciclo consecutivo de varredura.

Na literatura é possivel encontrar métodos eletroanaliticos para determinacao
de NPX que reportaram processos adsortivos resultantes da oxidacdo eletroquimica de

NPX [152, 153]. No entanto, estes métodos foram desenvolvidos em meios ndo-
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aquosos, enquanto que o presente método proposto emprega uma solugdo aquosa
como eletrdlito, o que pode ser uma explicagao para os diferentes comportamentos.
Trabalhos anteriores demostraram que a técnica de MPA é capaz de resolver tal
problema através da aplicacdo de pulso de potencial adicional para limpar a superficie
do eletrodo a partir da oxidacao de produtos adsorvidos [231, 232].

Assim, uma sequéncia de dois pulsos foi avaliada, tendo em consideragdo a
deteccdo de NPX e limpeza eficiente do eletrodo. Esta estratégia resultou em respostas
altamente repetitivas para injecdes de NPX. A Figura 27 apresenta um conjunto de 10
injecBes sucessivas de 50 umol L™ de naproxeno aplicando 1,5 V durante 200 ms e 1,0
V com tempo de pulso de 100 ms. A maior resposta de corrente para NPX e a limpeza
mais eficiente foram verificados sob essas condi¢cdes de pulso de potencial. O desvio

padrdo relativo (RSD) foi de 3% (n = 10).

1

s A
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Figura 27. Repetibilidade obtida por inje¢des sucessivas de 50 umol L™ de NPX (n = 10).
Potencial de trabalho aplicado: +1,5 V (200 ms) e potencial de limpeza: +1,0 V (100
ms); eletrdlito: 0,1 mol L de tampao fosfato; volume injetado: 200 uL; velocidade de

despejamento: 160 pL s ™.
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3.8.4. OTIMIZAGOES DO SISTEMA BIA E FAIXA LINEAR DE TRABALHO PARA
DETERMINAGAO DE NAPROXENO EM GCE

Os parametros BIA tais como volume injetado e velocidade de despejamento,
controlados por uma micropipeta eletrénica, foram otimizados. A Figura 28 apresenta
a variacao de resposta da corrente de NPX em fung¢do da velocidade de despejamento
e do volume injetado.
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Figura 28. Respostas amperométricas para estudo da velocidade de despejamento (a)
e volume injetado (b) para o naproxeno 50 umol L™ em GCE n3o modificado; Potencial
de trabalho: +1,5 V (200 ms) e potencial de limpeza: +1,0 V (100 ms); eletrélito:
tampao fosfato 0,1 mol L™. O volume injetado em (a) foi de 200 pL e a velocidade de

despejamento de 154 uL s™ foi aplicada em (b).

A corrente de pico aumenta a medida que a velocidade de despejamento
também aumenta (Figura 28a). Uma velocidade de despejamento de 160 pL st foi
selecionado para as préximas medidas. Apesar de maiores correntes serem adquiridas
sempre que maiores velocidades de despejamento sdo utilizados, baixas
repetibilidades e reprodutibilidades (alto desvio padrdo) foram verificadas para
velocidades de despejamento maiores que 160 puL st o pico de corrente aumenta
significantemente com o aumento do volume injetado, de 50 para 100 L, e continua
aumentando levemente de 100 para 300 pL. O volume de injecdo de 200 plL foi
selecionado para as proximas analises. A faixa dinamica linear sob condicbes
otimizadas foi construida de 10 a 125 pumol L™ de NPX. As respostas de corrente n3o

aumentaram linearmente para o naproxeno em concentragdes maiores que 125 umol
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L. Os limites de detecgio (LD) e quantificagdo (LQ) sob condi¢Bes otimizadas foram
estimados em 0,3 e 1,0 pmol L'l, respectivamente (LD = 3sg/S e LQ = 10sg/S, onde s é
o desvio padrdo de intercepto e S é a inclinacdo da curva de calibracdo).

Os valores de limite de deteccdo obtidos para o NPX através de sua
determinacdo por voltametria de pulso diferencial em platina [10] e eletrodos de
diamante dopado com boro [9] foram 0,9 e 0,03 umol LY respectivamente. No
entanto, ambos os procedimentos eletroanaliticos empregam eletrélitos ndo aquosos,
o que pode ser considerado uma desvantagem devido a toxicidade dos mesmos. A
Figura 29 apresenta as respostas amperométricas para injecdes em triplicata de
solugdes contendo concentragdes crescentes de naproxeno (a-e: 10-100 umol LY. As
respectivas curvas de calibracdo (crescente e decrescente) também sdo apresentadas.
A frequéncia analitica estimada é superior a 90 injecdes por hora (muito superior que

os métodos anteriormente relatados) [152, 153].
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Figura 29. Respostas amperométricas do BIA para injecGes em triplicata de (a) 10, (b)
25, (c) 50, (d) 75 e (e) 100 pmol L™ de solucdes padrio de NPX em GCE n3o modificado.
As curvas de calibracdo correspondem as injecdes em ordem crescente (A) e
decrescente (®). Potencial de trabalho: +1,5 V (200 ms) e +1,0 V (100 ms); eletrdlito:
tamp3o fosfato 0,1 mol L'}; volume injetado: 200 pL; velocidade de despejamento: 160

pL st
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Um comportamento linear, com alto coeficiente de correlagdo (R > 0,99), foi
observado na faixa de 10-100 pumol L™ de NPX com valores de inclinagcdo semelhantes
para ambas as curvas (0,357 e 0,336 pA L pmol™). N3o foi verificado processo de
adsorgdo no eletrodo entre as injegdes de solugdes padrao, tal como evidenciado pelo
fato de que as respostas de corrente ndo diminuiram durante as medicOes
amperométricas, devido a aplicagdo de um pulso de potencial de limpeza (1,0 V),

utilizando a técnica de deteccdo amperométrica pulsada.

3.8.5. DETERMINACAO DE NAPROXENO DE AMOSTRAS FARMACEUTICAS

O método BIA otimizado com deteccdo amperométrica pulsada foi aplicado
para a determinac¢do de naproxeno em formulagdes farmacéuticas. Para comparacao,
as amostras foram também analisadas por espectrofluorimetria de acordo com

trabalho reportado na literatura [141]. Os resultados sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Valores de concentracdes de NPX obtidas pelo método proposto BIA em GCE
ndo modificado e por espectrofluorimetria (mg por comprimido) e os respectivos

valores de desvio padrdo (n = 3).

AMOSTRAS Valor do rétulo / mg BIA / mg Espectrofluorimetria / mg
Farmaco A 500 484 + 33 507 + 16
Farmaco B 550 557 +3 570+ 13

Todos os resultados obtidos pelo método proposto BIA foram concordantes
com os obtidos por espectrofluorimetria (Tabela 7). Ao nivel de confianca de 95%, os
valores do teste-t calculados (teste-t Student pareado) foram menores do que o valor
critico (2,78, n = 4), o que indica que ndo existem diferencgas significativas entre os
resultados obtidos em ambos os métodos.

A presenca de particulas sélidas da matriz da amostra (excipientes) em solucdo
ndo afetam a medicdo amperométrica e, portanto, uma etapa de filtracdo ndo foi
necessdria (vantagem de métodos eletroquimicos em comparacdo com métodos
opticos).
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Os testes realizados com GCE para determinag¢do de NPX em sistema BIA, como
dito anteriormente, s6 podem ser usados utilizando a técnica MPA com potencial de
limpeza, devido a alta adsor¢cdo do material na superficie do eletrodo. Porém, o
software GPES 4.9.007, que é o Unico que permite a aplicacdo e medicao da corrente
em varios pulsos de potencial (até 10 pulsos de potencial) ao mesmo tempo, é
fornecido unicamente pela empresa Metrohm Pensalab. A modificagdo deste GCE com
MWCNTs apresenta-se como uma boa alternativa na tentativa de minimizar ao
maximo esses efeitos de adsorgao na superficie do eletrodo e também na utilizagao da
técnica amperométrica convencional a potencial constante para a determinacdo de
espécies analiticas, como o NPX, técnica esta que a maioria dos softwares produzidos

por diferentes empresas possui.

3.8.6. INVESTIGAGAO DO TRANSPORTE DE MASSA

O efeito da velocidade de varredura para a oxidacdao de NPX foi investigado em
0,1 mol L* de tampado fosfato (pH 7,5) e este estudo foi realizado usando GCE/LD-
MWCNT com o objetivo de avaliar a natureza do transporte do material eletroativo
para a superficie do eletrodo. A Figura 30 apresenta os valores de corrente vs a
velocidade de varredura (A) e os valores da corrente vs a raiz da velocidade de
varredura (B), em uma solucdo de tamp3o fosfato 0,1 mol L™ contendo 1 mmol L™ de
NPX. Neste estudo, dois diferentes comportamentos foram observados. Em baixas
velocidades de varredura (10 a 100 mV s%), a corrente de pico de oxidagio do NPX (em
1,00 V) versus a velocidade de varredura foi linear (Figura 30A), o que sugere que o
processo de oxidacdo é controlado por adsorcdo. Por outro lado, em velocidades de
varredura mais altas (75-1000 mV s™), a corrente de pico de oxidacdo do NPX (em 1,00
V) versus a raiz da velocidade de varredura (75-1000 mV s™) foi linear (Figura 30B) o
gue sugere que o processo de oxidacao é controlado pela difusdo. Portanto, estes
resultados indicam sistema misto de transporte de massa, adsorcdo do analito na fina
camada do filme (baixas velocidades de varredura) e regime controlado por difusdo

semi-infinita (altas velocidades de varredura), conforme descrito por alguns
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pesquisadores na literatura,

modificados com CNTs [55, 233-235].

incluindo empregando

superficie de eletrodos
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Figura 30. Graficos da corrente de pico para 1 mmol L' de NPX em funcdo da (A)
velocidade de varredura e da (B) raiz quadrada da velocidade de varredura. Eletrdlito:

0,1 mol L™ de tamp3o fosfato.

Uma hipdtese seria que, em baixas velocidades de varredura, haveria tempo
suficiente para a difusdo através dos poros no filme de LD-MWCNT em GCE e, assim,
uma contribuicdo significativa de espécies de NPX causada pela difusdo dentro das
camadas finas do filme de CNT seria verificada. Em seguida, o filme poroso de LD-
MWCNT comportar-se-ia como um eletrodo tridimensional com uma elevada area
superficial, que as espécies de naproxeno teriam acesso, o que explica a corrente mais
elevada observada para a oxidacdo de naproxeno em GCE/LD-MWCNT comparado ao
GCE ndo modificado (Figura 21).

Experimentos usando ressonancia plasmoénica de superficie acoplada a
eletroquimica e microbalanca eletroquimica de cristal de quartzo também provaram a
inclusdo de espécies eletroativas em filmes de eletrodos modificados durante os

processos de oxidagao eletroquimica [236].
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3.8.7. ESTUDO AMPEROMETRICO DE NAPROXENO EM ELETRODOS MODIFICADOS
COM MWCNT

O sistema BIA, com detec¢do amperométrica a potencial constante, foi
utilizado na realizacdo das medidas dos voltamogramas hidrodindmicos para injecdes
de NPX em eletrodos modificados com CNTs. O GCE nao foi utilizado nesse teste, pois
seria necessario utilizar um potencial de limpeza adicional, ou seja, usar a técnica de
MPA, pois sem esse potencial de limpeza ocorre adsor¢dao do material na superficie do
eletrodo, como mostrado anteriormente, e seria impossivel seguir com as analises.
Desta forma, os testes foram realizados com LD-MWCNT e SD-MWCNT aplicando sete

potenciais separadamente (+0,8 V a +1,4 V) (Figura 31) com inje¢des de 20 pmol L' de

NPX.
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Figura 31. Voltamogramas hidrodinamicos obtidos para inje¢cdes de 20 umol L™ de NPX
plotando a corrente detectada (n = 3) em fung¢do do potencial para GCE/LD-MWCNT (=)
e GCE/SD-MWCNT (o). Eletrélito: 0,1 mol L™ de tampao fosfato (pH 7,5); Volume

injetado: 150 pL; Velocidade de despejamento: 193 plL s™.

O voltamograma hidrodinamico foi feito com base nas respostas de corrente
obtidas em diferentes potenciais aplicados em experimentos sequenciais (usando
amperometria potencial constante) e a maior corrente para oxidacdo de NPX, em
ambos os eletrodos modificados foi verificada em 1,4 V, que foi selecionado para
outras medicdes amperométricas. Neste potencial de trabalho ocorrem dois processos

de um elétron cada e, por esta razdo, uma corrente mais elevada foi observada. A
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oxidacdo de NPX em ambos eletrodos comegcam em 0,8 V e tem o seu maximo de

corrente em 1,4V, e sendo o GCE/SD-MWCNT o mais sensivel.

3.8.8. OTIMIZAGOES DO SISTEMA BIA PARA ELETRODO MODIFICADO COM
MWCNT

Os parametros do sistema BIA foram otimizados (volume injetado e velocidade
de despejamento) baseando-se no maior sinal analitico de corrente e os resultados sdo
apresentados na Figura 32 para inje¢des de 20 umol L™ de NPX em triplicata. Estas
otimizacBes foram feitas para GCE/LD-MWCNT, e estes resultados desta otimizacdo
também serdo usados para os outros eletrodos. O grafico da velocidade de

despejamento foi construido de 28 a 193 uL s e 0 do volume injetado foi de 50 a 300

pL.
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Figura 32. Valores de corrente em triplicata dos amperogramas obtidos para injecoes
de 20 pumol L de NPX para otimizacdo da (A) velocidade de despejamento e (B)
volume injetado. Eletrélito: 0,1 mol L de tampao fosfato. O volume injetado em (A)

foi de 200 pL e a velocidade de despejamento em (B) foi de 193 pLs™.

Como pode ser visto, a corrente maxima de velocidade de despejamento igual a

1 . .. ~ . . I’
193 ulL s~ foi adquirida, sendo entdo escolhida para as posteriores analises. Em
velocidades de despejamento inferiores, a corrente detectada é menor, assim como a
frequéncia analitica. Aqui verifica-se o comportamento quase linear da corrente em

funcdo da velocidade de despejamento.
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A corrente de oxidacdo de NPX aumenta com o aumento do volume injetado de
forma significativa até 200 pL e continua crescendo levemente até 300 pL. No entanto,
o volume injetado de 200 uL foi selecionado com o objetivo de reduzir o consumo de
amostras e reagentes, aumentar a frequéncia de amostragem e diminuir a
probabilidade de contaminacdo do eletrodo de trabalho. Além disso, ndo ha perda
significativa da sensibilidade.

Uma correlagcdo linear entre a corrente de oxidacdo da espécie quimica e a
velocidade de despejamento foi observada. Este resultado estd de acordo com uma
configuracdo em “wall-jet” em eletrodo de disco em que a maxima corrente em BIA

deve ser linearmente proporcional a v/ (velocidade de despejamento) [115].

3.8.9. FAIXA LINEAR E REPETIBILIDADE

Posteriormente, jd com as condi¢cdes otimizadas do sistema BIA, foram
realizadas injecdes de solucGes contendo concentracdes de NPX com o objetivo de
avaliar a faixa linear de resposta (corrente versus concentragdo) empregando sistema
BIA para GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT. A partir deste experimento foi obtida
uma curva de calibracdo linear para GCE/LD-MWCNT de 10 a 200 umol L'e para
GCE/SD-MWCNT de 10 a 75 pmol LY em um experimento que consistiu em um
intervalo de concentracdo de 10 a 500 umol L™}, como mostra a Figura 33. As figuras

de mérito das respectivas curvas encontram-se na Tabela 8.

75



(A)

LD-MWCNT

60 400

] (B)
50 4
40' SD-MWCNT
200 < J 200
150
3 30 4 75 100
204
10 4
N L

500

Tempo / min

Tempo / min

50 4 (C) ¢}
404 . LD-MWCNT o
© SD-MWCNT
30
< 50
-~ 204 | [ |
| o}
|
10 4 m
O ]
Lh
04
0 100 200 300 400 500

Concentragdo / pmol L™
Figura 33. Amperogramas obtidos para injecdes de solu¢des padrao de NPX (10 - 500
umol L) em: (A) GCE/LD-MWCNT e em (B) GCE/SD-MWCNT. Em (C) seguem as

respectivas curvas analiticas.

Tabela 8. Figuras de mérito obtidas na determina¢do de NPX em GCE/LD-MWCNT e em
GCE/SD-MWCNT. Eletrdlito: 0,1 mol L de tampao fosfato.

ELETRODOS Faixa de trabalho Equacao da reta de calibragao LD/ R
/ umol L pmol L
GCE/LD-MWCNT 10 - 200 i(HA) = 0,0593[NPX](umol L) + 1,3728 2,0 0,993
GCE/SD-MWCNT 10-75 i(WA) = 0,2897[NPX](umol L) + 1,2552 0,4 0,995

Este teste nao foi realizado para GCE ndo modificado devido aos problemas de
adsorcdo que ocorre no mesmo, ja citados anteriormente. O GCE/LD-MWCNT
apresentou menor efeito de memdria com uma faixa linear de trabalho de 10 a 200

pmol L. No entanto, a sensibilidade do GCE/SD-MWCNT foi 5 vezes maior, indicado
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pelo coeficiente angular das retas, que a sensibilidade do GCE/LD-MWCNT. A menor
faixa linear de trabalho do GCE/SD-MWCNT nao seria um problema para analises de
amostras farmacéuticas, pois NPX é geralmente é o Unico composto ativo da
formulagdo e ndo haveria problemas em trabalhar com concentragcdes menores que 75
pmol L™

Foram feitas também inje¢Ges sucessivas de solugdao contendo NPX na
concentragio de 20 pmol L™ para analisar a repetibilidade e a frequéncia analitica

desses eletrodos em sistema BIA, conforme mostra a Figura 34.

51 (A) LD-MWCNT (B) SD-MWCNT
5] C
| AU U

Figura 34. Amperogramas obtidos para injecOes sucessivas (n = 15) de solugdo de 20
umol L't de NPX no sistema BIA com deteccdo amperométrica em (A) GCE/LD-MWCNT
e (B) GCE/SD-MWCNT. E = 1,4 V. Eletrélito: 0,1 mol L™ de tampao fosfato (pH 7,5).

Pelos graficos é possivel observar que n3ao houve efeito de memodria na
superficie de ambos os eletrodos e que baixos RSD foram adquiridos, sendo 2,5 e 3,4 %
para GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT, respectivamente. Uma elevada frequéncia
analitica foi obtida, aproximadamente 120 inje¢des ht, para estes eletrodos, o que
mostra uma possibilidade de realizar inUmeras andlises em um dia todo de
experimentos, o que nado seria possivel, por exemplo, em um equipamento de HPLC.
Estes resultados demonstram que o método proposto (eletrodos modificados com
materiais nanoestruturados acoplado ao sistema BIA) apresenta adequada precisao,
seletividade e sensibilidade para a determinacdo de NPX em formulagGes

farmacéuticas.
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Visto que as condicGes otimas para o sistema BIA foram realizadas, juntamente
com a faixa linear de trabalho, foi feita uma simples comparagdao amperométrica do
eletrodo GCE/LD-MWCNT com GCE ndo modificado em uma curva com inje¢Ges nas
concentragdes de 10 a 100 umol L de NPX. A Figura 35 apresenta uma medida
amperométrica usando sistema BIA para injecdes em triplicata de 10, 25, 50, 75 e 100
pmol L™ de NPX em GCE/LD-MWCNT e a curva de calibragdao comparando as correntes

adquiridas.
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Figura 35. Respostas amperométricas em sistema BIA de GCE/LD-MWCNT para
injecBes em triplicata de (a) 10; (b) 25; (c) 50; (d) 75; and (e) 100 pumol L™ de padrio de
solucdes de NPX; e as correspondentes curvas de calibragdo inseridas no canto
esquerdo superior em eletrodo ndo modificado (m) e eletrodo modificado com GCE/LD-
MWCNT (e). Volume injetado: 200 uL; velocidade de despejamento: 193 pL s™

Eletrélito: 0,1 mol L de tamp3o fosfato (pH 7,5).

O eletrodo modificado respondeu rapidamente (~ 5 s) e de forma consistente
com as adicbes de NPX. As medicGes amperométricas em GCE convencional indicam
claramente uma forte adsorcao de NPX ou de seus produtos de oxidacao que inativam
a superficie do eletrodo durante o eletroandlise de NPX. O processo de adsorc¢do
ocorreu mesmo sob condicdes de fluxo do sistema de BIA como relatado
anteriormente. Por outro lado, a presenca de filmes de MWCNTSs na superficie de GCE

eliminou os processos de adsorcdo durante a oxidacdo NPX.
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Outra informacdo interessante verificada nos amperogramas é a baixa
diferenca na corrente registrada em ambas as superficies dos eletrodos, opostamente
ao enorme aumento na corrente verificada em experimentos de CV no eletrodo
modificado (Figura 24). Este resultado também indica que a corrente mais elevada
verificada no voltamograma ciclico em baixas velocidades de varredura pode ser
explicada pelo efeito de difusdao em camada fina enquanto sob condig¢des de alto fluxo
de BIA (193 mL s), ndo ha tempo suficiente para o aprisionamento de NPX dentro dos

filmes de MWCNT, o que contribuiria para o aumento da corrente.

3.8.10. DETERMINACAO DE NAPROXENO EM AMOSTRAS FARMACEUTICAS

Formulagdes farmacéuticas, contendo NPX, adquiridas em drogarias da cidade
de Uberlandia foram analisadas pelo método proposto utilizando GCE/LD-MWCNT. A
Figura 36A apresenta uma medicdo amperométrica neste eletrodo modificado para
injecdo de solucdes padrdao de NPX contendo um aumento crescente (a-e) e
decrescente (e-a) de concentragdes do material, e inje¢des de amostras farmacéuticas
apos o tratamento adequado (S; e S,) e depois de dopar estas com quantidades
conhecidas de NPX (Ss; e Ss,). Figura 36B apresenta as respectivas curvas de calibracdo
(sobreposicao da curva crescente e decrescente). A Tabela 9 apresenta os resultados
obtidos para duas amostras farmacéuticas analisadas e valores de recuperacdo
encontrados apds dopagem das mesmas amostras farmacéuticas com solugdo padrao
de NPX 25 pmol L™ (as amostras foram preparadas para concentrac3o final de 25 pmol

L e as dopagens feitas na mesma concentragao as solugdes de cada amostra).
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Figura 36. (A) as respostas amperométricas em sistema BIA do GCE/LD-MWCNT para
injecdes em triplicata de (a) 10, (b) 25, (c), 50, (d), 75, e (e) 100 umol L de padrées de
NPX, duas amostras comerciais (S; e S,) e as amostras dopadas (Ss; e Ss;). Em (B),
sobreposicao das curvas de calibragao crescente de decrescente. Mesmas condi¢Oes

da Figura 31.

Tabela 9. Resultados analiticos obtidos em BIA para a determinagdao de NPX em

formulagbes farmacéuticas e ensaio de recuperagao (n = 3).

AMOSTRAS Valor do rétulo / mg BIA/ mg Recuperacéo / %
1 500 531.4+0.14 104
2 550 501.4 £ 0.09 110

Um comportamento linear com étimo coeficiente de correlagao foi verificado
de 10 a 100 umol L™ de NPX com coeficientes angulares (sensibilidade) de 0,394 e
0,401 pAL umol'l para a curva crescente e decrescente, respectivamente. Para ambas
as curvas o coeficiente de correlacao (R) foi de 0,999.

Os valores de recuperacdo para amostras dopadas também pode ser
considerado aceitdvel (107 £ 5), atestando a exatiddo do método proposto e auséncia
de interferéncias de excipientes contidos nas formulacées farmacéuticas.

Essa tese apresenta pela primeira vez a oxidagdo eletroquimica do NPX usando
um eletrodo modificado com MWCNT. O menor potencial de oxidacdo e o aumento de
corrente em experimentos usando CV podem ser um indicativo de processo de difusdo
de espécies aprisionadas no interior do filme de MWCNTSs ao invés de eletrocatalise.
Este resultado é semelhante a estudos demonstrados na literatura para eletrodos
modificados com CNTs e hexacianoferratos metdlicos. [55, 233-235].
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As propriedades anti-adsortivas de MWCNTs foram demonstradas para a
deteccdo amperométrica de NPX no sistema BIA, que permitem a determinacgdo
precisa e exata de NPX em amostras farmacéuticas. Além disso, com o uso do sistema
BIA, essas andlises podem ocorrer in situ devido a portabilidade do sistema, podendo
ser acoplada a um potenciostato portatil.

Similares magnitudes de corrente de oxidagao de NPX foram verificadas para as
medi¢cdes amperométricas em GCE ndo modificado e modificado com MWCNTs
utilizando o sistema BIA de alto fluxo, o que pode ser explicado pelo curto tempo de
contato de espécies de NPX com o filme MWCNT. Consequentemente, as espécies de
NPX ndao penetram através dos filmes de MWCNT durante o processo de oxidagao
eletroquimica, ao contrdrio do que ocorre durante a CV em baixas velocidades de

varredura.

3.9. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE IBUPROFENO EM GCE, LD-
MWCNT E SD-MWCNT

3.9.1. VOLTAMOGRAMAS CICLICOS COMPARATIVOS NA PRESENCA DE IBF

IBF também é sollivel em solu¢des aquosas em condi¢cdes mais basicas, nao
sendo solivel em condigOes acidas. Desta forma foram utilizados solugdes de 0,1 mol
L™ de NaOH, 0,1 mol L de tampao fosfato (pH 7,5) e 0,04 mol L de tampdo BR em
diferentes pH’s (7,5; 8; 9; 10; 11 e 12). Solucdo tampado fosfato em pH = 7,5 produziu
melhores respostas eletroquimicas para IBF com picos mais bem definidos e mais
estaveis. Para valores maiores de pHs, hd maior dificuldade de visualizar as correntes
maximas de pico. Desta forma, a solucdo tampao fosfato (pH 7,5) foi escolhida para
todas as andlises que envolveram determinagao de IBF.

A Figura 37 compara os voltamogramas ciclicos da oxidacdo eletroquimica de
IBF em GCE ndo modificado, com eletrodo de GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT. O
primeiro ciclo de IBF, em cada eletrodo, pela técnica de CV é apresentado. Foram

realizadas adicdes de 1,0 mmol L™ de IBF em 0,1 mol L™ de tamp3o fosfato (pH 7,5).
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Figura 37. Voltamogramas ciclicos para adi¢cdo de 1 mmol L™ de IBF em 0,1 mol L™ de
solucdo de tampao fosfato (pH 7,5) em eletrodo ndao modificado (—), LD-MWCNT (—)

e SD-MWCNT (—) e os respectivos brancos. Velocidade de varredura: 50 mV s™.

Um pico irreversivel de oxidacdo foi observado em 1,45 V em GCE ndo
modificado, com a oxidagdo se iniciando em 1,2 V (linha preta na Figura 37). Em LD-
MWCNT (linha verde) e SD-MWCNT (linha vermelha), um pico irreversivel de oxidagao
em 1,25 V, com oxidacdo comecando em 1,0 V, e aumento de duas vezes na corrente
foi observado.

Resumidamente, o GCE/SD-MWCNT apresentou picos mais bem definidos. No
entanto, a sensibilidade e o potencial de inicio da oxida¢dao foram aproximadamente os
mesmos que em GCE/LD-MWCNT, e ambos os eletrodos foram mais sensiveis e
tiveram inicio na oxidacdo do material em potenciais menores do que em GCE nado
modificado. Assim, ambos os eletrodos modificados com CNTs apresentaram provavel

efeito eletrocatalitico para a determinacdo de IBF.
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3.9.2. INVESTIGAGAO DO TRANSPORTE DE MASSA

Com o objetivo de avaliar a natureza do transporte do material eletroativo para
a superficie do eletrodo, o efeito da velocidade de varredura na oxidagao de IBF foi
investigado em 0,1 mol L™ de tamp3o fosfato (pH 7,5) e este estudo foi realizado
usando GCE/SD-MWCNT e também com GCE ndo modificado. Desta forma, a corrente
de pico da oxidacao de IBF foi plotada vs a velocidade de varredura e também versus a
raiz da velocidade de varredura. Em processos em que este ultimo grafico apresenta
um coeficiente de correlagdo alto (proximo de 1) dizemos que o processo é difusional;
da mesma forma que se o primeiro grafico citado se mostrar com um valor elevado do
coeficiente de correlacdo (aproximadamente 1) dizemos que ha um processo
adsortivo. A Figura 38 mostra os voltamogramas ciclicos para o eletrodo GCE/SD-
MWCNT em diferentes velocidades de varredura (10 a 500 mV s) para adicdo de
1 mmol L™ de IBF em solugio de 0,1 mol L' de tamp3o fosfato (pH 7,5) e os valores da

corrente vs a raiz da velocidade de varredura também estdo inseridos no graficos.

500 mVs”
160 4
100
N 30mVs’
80 4 | |
|
120 < .
= 404
< 20 4 L] "
= 80 - . I.
~— 04
- 4 8 12 18 20 24
40 i Velocidade de Varredura / mV'? s™*
0-
T g T d T ¥ 1 v 1
0,0 0,4 0,8 1,2 1,6

E/V

Figura 38. Voltamogramas ciclicos de IBF 1 mmol L™ em solucdo de tamp3o fosfato (pH
7,5) 0,1 mol L%, Velocidades de varredura: 30, 40,50, 75, 100, 200, 300, 400 e 500 mV
s'. O gréfico da corrente de pico em funcdo da raiz quadrada da velocidade de

varredura estd inserido neste voltamograma.
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Diferentemente dos resultados observados para o NPX, tanto para o eletrodo
GCE n3do modificado (ndo mostrado) como para o eletrodo GCE/SD-MWCNT (Figura
38), os dados adquiridos sugerem, que tanto em baixas como em altas velocidades de
varredura, o transporte de massa é realizado apenas por processo de difusdo, visto
que a curva plotada entre as correntes de pico da oxidacdo de IBF (pico maximo de
corrente em 1,25 V) versus a raiz da velocidade de varredura se apresenta com uma
reta (R > 0,999). Como ja esperado, a curva da corrente maxima versus a velocidade de
varredura (ndo mostrado) se mostra como uma parabola. Esse teste também foi feito
para GCE/LD-MWCNT (ndo mostrado), e os resultados foram similares, demostrando

processo controlado por difusdao em altas e baixas velocidades de varredura.

3.9.3. MECANISMO DE OXIDACAO ELETROQUIMICA DE IBUPROFENO

Respostas voltamétricas em tampao BR de diferentes pHs (de 7,5 a 12)
apresentam uma forte evidéncia que o mecanismo de oxidacdo eletroquimica de IBF
ndo é dependente do pH, pois ndo houve deslocamento de pico de corrente com o
aumento do pH. Considerando que o IBF estd desprotonado no pH do eletrdlito
(pKa=4,9) e considerando os produtos de oxidacdo eletroquimica 4-
isobutilacetofenona e 1-(1-hidroxietil)-4-isobutilbenzeno isolados por Ambuludi e
colaboradores [237], a oxidacdo eletroquimica de IBF possivelmente envolve um
elétron via formacdao de radical, seguido por descarboxilagdo, muito similar ao
mecanismo do NPX, gerando os produtos anteriormente isolados, como mostra a

Figura 39.
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Figura 39. Mecanismo de oxidac¢do eletroquimica de ibuprofeno [237].

Neste trabalho, a equacdo de Laviron foi utilizada para mostrar a dependéncia
dos potenciais de picos anddicos com logaritmo da velocidade de varredura (v) para os
voltamogramas ciclicos. Pela Figura 40, é facilmente observdvel que em baixas
velocidades de varredura hd uma certa independéncia entre os potenciais de picos e as
velocidades de varredura; por outro lado, em velocidades de varredura acima de 300
mV s?, os potenciais de pico s3ao proporcionais ao log v, como previsto pela teoria de
Laviron [238].
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Figura 40. (A) Grafico de Laviron, Epa vs Log v e (B) Grafico de Laviron, Epa vs Log v,

para altas velocidades de varredura.
Um coeficiente de transferéncia de elétrons igual a 0,6 foi encontrado,

sugerindo que a comunicacdo eletrénica entre a superficie do eletrodo e 0 MWCNT

auxilia o processo interfacial, sendo este resultado obtido através valor da inclinacdo
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da reta para a por¢do anddica em altas velocidades de varredura. Essas porcoes de

. . . 2,3RT
pontos anddicos apresentam inclinacdes das retas iguais a —anF Em que:

T=298K
R = 8,314 J K™ mol™ (constante universal dos gases perfeitos)
n =1 (nimero de elétrons transferidos)

F = 96485,34 C mol™ (constante de Faraday)

3.9.4. ESTUDO HIDRODINAMICO COMPARATIVO

Sistema FIA com deteccdo amperométrica foi utilizada para determinacgdo de
IBF em GCE ndo modificado, GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT. Um voltamograma
hidrodinamico foi registrado baseado na resposta de corrente obtida através da
aplicacdo de diferentes potenciais (usando amperometria de potencial constante)
(+1,0 Va +1,5V) e o maior sinal de corrente de oxidagdao de IBF em todos os eletrodos
foi verificado em 1,5 V (Figura 41), o qual foi selecionado para todas as medidas

amperomeétricas.
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Figura 41. Voltamogramas hidrodindmicos obtidos para injecdes de 50 umol L de IBF
plotando a corrente detectada (n = 3) em fung¢do do potencial para GCE (o), GCE/LD-
MWCNT (o) e GCE/SD-MWCNT (A). Eletrdlito: 0,1 mol L' de tamp3o fosfato (pH 7,5);
Volume injetado: 250 pL; Vazdo: 3 mL min™.
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Sob condi¢bes hidrodinamicas, a corrente de oxidacdo de IBF em eletrodo ndo
modificado (GCE) comecou a aumentar por volta de 1,4 V, enquanto o potencial de
oxidagdo da espécie analitica para GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT comegou a
apresentar corrente de oxidagdao de IBF em 1,1 V. Portanto, a presengca de MWCNTs
em GCE melhorou a resposta de IBF, causando aumento da corrente e baixando os
potenciais de oxidagdo (diminuicdo de 300 mV no sobrepotencial da reagdo de
oxidagdo). As respostas para GCE/SD-MWCNT foram duas vezes maiores do que as

obtidas para GCE ndao modificado, demonstrando a acao eletrocatalitica dos MWCNTs.

3.9.5. OTIMIZAGOES DO SISTEMA FIA PARA ELETRODO MODIFICADO COM
MWCNT

Os parametros do sistema FIA de volume injetado (correspondente a diferentes
alcas de amostragem que sdo constituidas de tubos de polietileno com comprimentos
distintos e mesmos didmetros) e vazao (controlado por uma bomba peristaltica),
foram otimizados (Figura 42) em SD-MWCNT levando em consideragdo a maior
resposta analitica e foram selecionados 3,0 mL min™ e 300 pL como vaz3o (no intervalo
de 1 a4 mLmin) e volume de injecdo (na faixa de 100 e 300 uL), respectivamente. O

comprimento da tubulacdo entre a injecdo da amostra e a célula analitica utilizada foi

de 25 cm.
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Figura 42. Valores de corrente em triplicata dos amperogramas obtidos para injegdes
de 50 pmol L™ de IBF para otimizacdo da (A) volume injetado e (B) vaz3o. Eletrdlito: 0,1
mol L™ de tamp3o fosfato (pH 7,5). A vazdo em (A) foi de 3,0 mL min™ e o volume

injetado em (B) foi de 200 pL.
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A corrente de oxidacdo de IBF aumenta com o aumento do volume injetado
significativamente até 300 pL, e esta entdo foi escolhida para ser usada nos préximos
experimentos. Para valores superiores o consumo de amostras e reagentes também
nao justifica o seu uso.

Pela figura é possivel visualizar que o aumento da corrente é proporcional ao
aumento da vazdo, porém até 3,0 mL min™ a corrente cresce significativamente, ja
acima desse valor o aumento é leve e hd um consumo maior de amostras e reagentes,
0 que aumenta a chance de contaminar o eletrodo. Estes fatores sugerem que a vazao
de 3,0 mL min™ deve ser usada nas préximas andlises amperométricas. Em vazdes

inferiores, a corrente detectada é menor, assim como a frequéncia analitica.

3.9.6. FAIXA LINEAR E REPETIBILIDADE

Foram realizadas inje¢des de solugdes contendo concentragdes de IBF com o
objetivo de avaliar a faixa linear de trabalho (corrente versus concentracdo)
empregando sistema FIA, com as condi¢Oes ja otimizadas (vazao e volume injetado)
para GCE, GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT. A partir deste experimento foi obtida
uma curva de calibragao linear para GCE de 50 a 1000 pumol LY para GCE/LD-MWCNT
de 25 a 1000 pmol L' e para GCE/SD-MWCNT de 10 a 1000 pmol L™ em um
experimento que consistiu em um intervalo de concentracdo de 10 a 1000 pmol L™,
como mostra a Figura 43. As figuras de mérito das respectivas curvas encontram-se na

Tabela 10.
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Figura 43. Amperogramas obtidos para inje¢des de solugdes padrao de IBF (10 - 1000
umol L) em: (A) GCE, (B) GCE/LD-MWCNT e (C) GCE/SD-MWCNT. Em (D) segue a
respectiva faixa linear de trabalho com os valores de corrente versus a concentragao

para ambos os eletrodos. Vazdo: 3,0 mL min; volume injetado: 300 uL. E=+1,5V.

Tabela 10. Figuras de mérito obtidas na determinac¢do de IBF em GCE, GCE/LD-MWCNT
e GCE/SD-MWCNT. Eletrdlito: 0,1 mol L de tampao fosfato.

ELETRODOS Faixa de trabalho Equacao da reta de calibragao LD/ R
/ umol L pmol L
GCE 50 - 1000 i(HA) = 0,0254[IBF](umol L") - 0,0217 3,7 0,999
GCE/LD-MWCNT 25 -1000 i(HA) = 0,0237[IBF](umol L) + 0,2453 4,0 0,995
GCE/SD-MWCNT 10-1000 i(MA) = 0,0503[IBF](umol L'l) +0,8061 1,9 0,998

Nenhum dos eletrodos apresentou efeito de memodria para o analito,
apresentando amplas faixas lineares de trabalho (até 1 mmol L™!). O GCE/SD-MWCNT

apresentou menores desvios entre os picos e uma maior sensibilidade
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(aproximadamente duas vezes, indicado pelo coeficiente angular das retas) comparada
aos outros eletrodos, pois tanto GCE como GCE/LD-MWCNT apresentam sinais de
corrente apenas para valores superiores a 25 umol L

O limite de detecgdo (LD) para todos os eletrodos foram calculados seguindo as
normas da IUPAC (LD = 3sg/S, em que sg € o desvio padrdo do ruido linha base e S é o
coeficiente angular da curva analitica).

O eletrodo GCE/SD-MWCNT apresentou melhores resultados (maior
sensibilidade e menor potencial de oxidagao de IBF) e, assim, foi escolhido para seguir
com as analises amperdmetricas. Foram feitas também inje¢Ges sucessivas de solugdo
contendo IBF na concentragao de 50 umol L* para analisar a reprodutibilidade e a
frequéncia analitica desses eletrodos em sistema FIA, conforme mostra a Figura 44.
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Figura 44. Amperograma obtido para injecdes sucessivas (n = 15) de solugdo de 50
pmol L™ de IBF no sistema FIA com deteccdo amperométrica em GCE/SD-MWCNT. E =
+1,5 V. Eletrdlito: 0,1 mol L™ de tamp3o fosfato (pH 7,5). Vazdo: 3,0 mL min’ e
Volume: 300 pL

Pelos graficos é possivel observar que ndo houve contaminacdo do eletrodo
durante as analises e baixo RSD foi adquirido, sendo 4,2 %. Uma elevada frequéncia
analitica foi obtida, aproximadamente 100 injecdes h™, o que mostra a possibilidade

de realizar inumeras analises em um dia todo de experimentos sem ter que realizar a
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troca do filme de MWCNTs. O método proposto (eletrodos modificados com materiais

nanoestruturados acoplado ao sistema FIA) apresenta adequada precisao e

sensibilidade para a determinacao de IBF em formula¢cdes farmacéuticas.

3.9.7. DETERMINAGAO DE IBUPROFENO EM AMOSTRAS FARMACEUTICAS

O método FIA otimizado com deteccdo amperométrica foi aplicado para

determinacdo de IBF utilizando GCE/SD-MWCNT em formulagdes farmacéuticas

(comprimidos sdélidos e amostras liquidas), contendo IBF, adquiridas em drogarias da

cidade de Uberlandia. A Figura 45 apresenta uma medicdo amperométrica neste

eletrodo modificado para injecdo de solu¢des padrdo de IBF contendo um aumento

crescente de concentragdes da espécie e injecdes de amostras farmacéuticas apds o

tratamento adequado (A_. e As). Inserido na figura segue a respectiva curva de

calibracdo. Para comparac¢do, as amostras foram também analisadas por eletroforese

capilar com deteccdo condutométrica sem contato. Todos os resultados sdo

apresentados na Tabela 11.
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Figura 45. Respostas amperométricas em sistema FIA do GCE/SD-MWCNT para

injecBes em duplicata de (a) 10, (b) 25, (c), 50, (d), 75, e (e) 100 umol L™ de padrdes de

IBF e duas amostras comerciais (A, e As). A curva de calibracdo estd inserida no grafico.

E=1,5V. Eletrélito: 0,1 mol L™ de tamp3o fosfato (pH 7,5).

91



Tabela 11. Comparacdo dos resultados obtidos para determinacdo de IBF em

formulacBes farmacéuticas por FIA-AMP e CE-C*D (n = 3).

Amostras Analito Valordo rétulo FIA-AMP CE-C'D
As — Comprimidos (mg) IBF 600 566 + 43 585+ 27
AL — Amostras liquidas (mg mL™) IBF 50 354 371

Todos os resultados obtidos pelo método proposto estavam de acordo com os
obtidos por CE-C*D. Considerando um nivel de confianga de 95 %, foi calculado o test t
de Student e os valores encontrados foram menores que o valor critico (2,78),
considerando grau de liberdade igual a 4, o que indica que ndao ha diferencas
significativas entre os resultados.

Essa tese apresenta pela primeira vez a oxidagdo eletroquimica do IBF usando
um eletrodo modificado com MWCNT com deteccdo amperométrica de potencial
constante.

O menor potencial de oxidacdo e o aumento de corrente em experiéncias
usando voltametria ciclica e amperometria de potencial constante mostram que o
GCE/SD-MWCNT apresentou melhores desempenhos e, diferentemente do que foi
observado para NPX, os resultados para IBF indicam a ocorréncia de eletrocatadlise.
Com o método proposto é possivel analisar e determinar de maneira precisa e exata
IBF em amostras farmacéuticas. Além disso, com o uso do sistema FIA essas analises
podem ter sofrido menores efeitos de adsorcao no eletrodo, pois constantemente o
fluxo do sistema renova a superficie do eletrodo com eletrélito, e consequentemente,
as espécies de IBF ndo penetram através dos filmes de MWCNT durante o processo de

oxidagdo eletroquimica.
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3.10. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE CLOREXIDINA EM GCE, LD-
MWCNT E SD-MWCNT

3.10.1. VOLTAMOGRAMAS CICLICOS COMPARATIVOS DE CLOREXIDINA

A CHX, ao contrdrio das outras espécies quimicas estudadas, apresenta
solubilidade em meios acidos, ndo sendo solivel em meios mais alcalinos. Desta
forma, foram utilizadas solu¢des de 0,1 mol L™ de HCIO,, 0,04 mol L™ de tampdo BRem
diferentes pHs (2; 4; 6 e 8). A solucdo de HCIO,; apresentou melhores respostas
eletroquimicas (baseado na estabilidade e sensibilidade), e para valores maiores de pH
ha um certo deslocamento de pico e pequeno decréscimo sinal. Desta forma, a solucado
de HCIO, 0,1 mol L foi escolhida para todas as analises que envolvem determinagao
de CHX.

Pela Figura 46 é possivel observar as respostas eletroquimicas obtidas em
comparacdo com GCE n3do modificado, com eletrodo de GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-
MWCNT para adi¢cdes de CHX. Os dois primeiros ciclos em solu¢ao contendo CHX, em

cada eletrodo, pela técnica de voltametria ciclica é apresentado.
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Figura 46. Voltamogramas ciclicos obtidos para adi¢do de 1 mmol L™ de CHX em (A)
GCE, (B) GCE/LD-MWCNT e (C) GCE/SD-MWCNT para (—) 19, (—) 22 ciclos e os (- - -)
respectivos brancos. Eletrdlito suporte: 0,1 mol L™ de HCIO,. Velocidade de varredura:

50 mV st

Pelo grafico é claramente observavel que as correntes de pico para
GCE/MWCNTs sdo muito mais elevadas do que aquelas para GCE sem modificacdo, ja
gue a modificacdo com MWCNT aumenta a drea eletroativa da superficie do eletrodo,
como mostrado nesse trabalho de doutorado e também na literatura [239].

Um pico de oxidagdo irreversivel foi observado em 1,28 V no GCE nado
modificado, com oxidacdo a partir de aproximadamente 1.1 V (A). O perfil voltamétrico
do primeiro ciclo para CHX apresenta um pico de redug¢dao em cerca de 0,35 V e o
segundo ciclo revela o pico de oxidacdo em 0,75 V. Este perfil foi também observado
para o terceiro e quarto ciclos subsequentes (ndo mostrado).

No GCE/LD-MWCNT (B) e GCE/SD-MWCNT (C), um pico de oxidagdo irreversivel
em 1,22 V, com oxidacdo se iniciando por volta de 1,1 V, e um aumento da corrente de
3 e 5 vezes para GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT, respectivamente, foram

observados. O perfil voltamétrico do primeiro ciclo para a clorexidina apresenta um
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pico de reducdo préximo de 0,35 V e o segundo ciclo revela o pico de oxida¢gdo em 0,60
V. Estes picos podem ser explicados pela formagao provavel de p-cloroanilina (ou
algum subproduto com estrutura bastante similar) [124], o qual é um produto de
degradacao eletrolitica de clorexidina. O composto é altamente tdxico e pode causar a

hemdlise e metemoglobinemia [124].

3.10.2. MECANISMO DE OXIDAGAO DE CLOREXIDINA

O eletrodo de GCE ndao modificado foi usado para investigar o efeito do pH na
oxidacdo eletroquimica de CHX. A Figura 47 apresenta os respectivos voltamogramas
para solucdes tampdo BR nos diferentes pHs (2,0; 4,0; 6,0 e 8,0) e solucdo de HCIO,,

contendo 1,0 mmol L de clorexidina em cada eletrdlito.
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Figure 47. (A) Voltamogramas ciclicos contendo 1 mmol L™ de CHX em 0.1 mol L de

HCIO, e (B) em 0.1 mol L™* de solucdo tamp3o BR de diferentes valores de pH (2.0; 4.0;

6.0; e 8.0). Inserido em (B) segue um grafico do potencial vs. pH. Velocidade de

varredura: 50 mV s

Foi realizado um estudo da relacdo entre o pH e o potencial e os resultados
mostram claramente (Figura 47) que, diferente dos outros analitos explorados, o
mecanismo da oxidac3o eletroquimica de CHX é dependente do pH. A medida que o
pH foi aumentado, observou-se um deslocamento no potencial de pico para valores de
potencial menos positivo. O grafico do potencial de pico versus os valores de pH

apresentou coeficiente angular de 55 mV por unidade de pH, o que indica que o
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mesmo numero de prétons e elétrons esta envolvido no processo de eletro-oxidacao.
Usando voltametria de onda quadrada [229], o numero de elétrons foi calculado em
um elétron (considerando a = 0,5 para um sistema irreversivel). O pKa da clorexidina é
10,78, indicando que este composto existe principalmente sob a forma protonada.
Portanto, um proton de um dos quatro grupos amino protonados da molécula pode
ser liberado pela oxidagao eletroquimica da clorexidina e assim a perda de um elétron
pode ser deduzida. Dessa forma, o processo envolve a transferéncia de um Uunico
elétron, possivelmente através da formacdao de um cdation radical no grupo amino
desprotonado. Similarmente, mecanismos envolvendo a formacdo de cdtion radical
tém sido demonstrados para a oxidagdo eletroquimica de cloroanilina e aminas
aromaticas [210, 240].

Pode-se observar na Figura 47, que o analito apresenta uma maior corrente de
oxidacdo em meio de acido percldérico, enquanto que nos testes com tampao BR (pH
2,0; 4,0; 6,0; 8,0) observaram-se efeitos de adsorcdo do analito contaminando o
eletrodo, o que nao foi observado em dacido perclérico. O segundo e o terceiro ciclos
voltamétricos (ndo mostrados) apresentam similares perfis aos dos brancos
(desaparecimento completo do sinal do analito), principalmente em pHs maiores
(especialmente 6 e 8), o que indica uma forte adsorcdo no GCE. Por esse motivo, para
todas as analises utilizou-se da solu¢do de acido percldrico, sendo que nesta solugao, o
analito em questdo obteve uma corrente de oxidagao satisfatoria.

Medigdes amperométricas em solugdes tampao BR com diferentes valores de
pH (2 a 6) confirmaram os processos de adsor¢do, de modo que o RSD para injecdes
sucessivas de 5 pmol L™ de CHX foi maior do que 20% em todos os casos (constante

diminuicdo da corrente para repetidas injecdes).

3.10.3. ESTUDO AMPEROMETRICO DE CLOREXIDINA EM GCE NAO MODIFICADO

Foi realizado um estudo amperométrico para determinacdo de CHX em
eletrodo de GCE n3ao modificado utilizando sistema BIA, porém nesse sistema havia
sempre um decréscimo de sinal a cada injecdo do material, indicando adsorc¢ao na

superficie do eletrodo, mesmo em HCIO,4. Dessa forma, utilizou-se o sistema FIA, visto
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gue este corresponde a uma analise em fluxo constante e esse fato ajuda a minimizar
efeitos de adsorgdo. Assim, o sistema FIA com deteccdo amperométrica foi avaliado,
tendo em consideracdo a deteccdo de CHX sem ocorréncia de queda do sinal analitico
(adsor¢ao na superficie do eletrodo). O estudo dos potenciais de oxidacdo da espécie
quimica foi analisado através de um voltamograma hidrodinamico utilizando
amperometria de potencial constante. Uma resposta significativa foi observada para a
clorexidina em potenciais iguais ou superiores a 1,3 V (Figura 48). Contudo, a falta de
repetibilidade foi verificada nas medidas amperométricas para inje¢Ges repetitivas de
CHX aplicando potenciais acima de 1,3 V. Portanto, o potencial de 1,3 V foi selecionado
para posteriores medi¢Ges amperométricas embora houvesse uma leve perda de

sensibilidade.
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Figura 48. Voltamograma hidrodindmico obtido para injecdes de 10 pmol L™ de CHX
plotando a corrente detectada (n = 3) em funcdo do potencial para GCE. Eletrdlito: 0,1

mol L™ de HClO,; Volume injetado: 200 pL; Vazdo: 3 mL min™.

A Figura 49 apresenta um conjunto de 10 injecBes sucessivas de 6,0 umol L de
CHX aplicando 1,3 V (escolhido pelo voltamograma hidrodinamico). De acordo com a
observacdo da figura, os estudos da repetibilidade resultaram em respostas
reprodutiveis, ou seja, os sinais amperométricos obtidos alcancaram valores de
corrente semelhantes ndo havendo adsorcdo do analito ao eletrodo e isso indica um

RSD de 5,1 % para n = 10.
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Figura 49. Estudo da repetibilidade por inje¢des sucessivas de 6,0 pmol L de
clorexidina (n = 10). Utilizando solugio de &cido perclérico 0,1 mol L' E = 1.3 V;

volume de injecdo de 200 pL e vazdo de 3,0 mL min™.

3.10.4. OTIMIZAGOES DO SISTEMA FIA PARA GCE

Os parametros FIA tais como volume injetado (correspondem a diferentes algas
de amostragem que sdo constituidas de tubos de polietileno com comprimentos
distintos e mesmos didametros) e vazado (controlado por uma bomba peristaltica, foram
otimizados). A Figura 50 apresenta a variacdo de resposta da corrente de CHX em
funcdo da (A) vazdo e do (B) volume injetado. O comprimento da tubulacdo entre a

injecdao da amostra e a célula analitica utilizada foi de 25 cm.
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Figura 50. Otimizagdo dos parametros FIA: variagdo de (A) o volume injetado (100, 200, 250 e
300 pL) e de (B) va z3o (1.0, 2.0, 3.0 e 4,0 mL min™) com base nas inje¢des em triplicata de 10
pmol L™ de CHX. Eletrdlito: 0,1 mol L HCIO,.
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Uma corrente mais elevada com menor desvio padrdo (n = 3) foi observada
para um volume de inje¢do de 200 uL de 10 pmol L™ no sistema de deteccdo de CHX
em sistema FIA (Figura 50A), o qual foi selecionado para as préximas anadlises
amperométricos. A vazdo do sistema de FIA (Figura 50B) foi avaliada mantendo-se
constante o volume de injecdao de 200 ul de 10 umol L™ de CHX. Observou-se um
aumento linear de corrente para vazdo de 1,0 a 3,0 mL mint e um leve aumento de
corrente foi atingido em 4,0 mL min™, porém nessa vazao ha um maior gasto de
reagentes e amostras. Consequentemente, as vazdes menores nao resultam em
respostas satisfatérias e fornecem um valor de corrente menor, ou seja, vazdes
inferiores fornecem picos pouco intensos e largos, devido a uma maior dispersdo da
zona da amostra na tubulacdo do sistema FIA e podem resultar em sinais
amperométricos com pouca intensidade. A vazdo de 3,0 mL min™ foi selecionada para

posteriores medicdes amperométricas.

3.10.5. FAIXA LINEAR DE TRABALHO E DETERMINAGCAO DE CLOREXIDINA EM
AMOSTRAS ANTISSEPTICAS

A faixa linear de trabalho foi avaliada utilizando as condi¢Ges otimizadas do FIA.
Um comportamento linear com elevado coeficiente de correlacao foi verificado entre 1
e 10 umol L™ de CHX. O limite de deteccdo (LOD) para a determinacdo de CHX foi
calculada de acordo com a IUPAC (LOD =3SB /S, em que sg € o desvio padrdo do ruido
de linha de base e S é a inclinagdao da curva analitica, 0,029 pA L mol™). Utilizando a
inclinacdo da curva de calibracdo (inserido na Figura 51), o limite de deteccdo foi
estimado em 0,3 pumol L™

As condicBes otimizadas de potencial e do sistema FIA foram aplicadas para
determinacdo de CHX em duas amostras de enxaguante bucal e uma amostra de
antisséptico hospitalar, concentracdo destas preparadas por diluicdo (de acordo com o
valor rotulado) para 5 umol L. A resposta amperométrica para inje¢des de padrdes de

CHX (curva analitica) e amostras (apds diluicdo) é apresentada na Figura 51. Para
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comparacdo, as amostras foram analisadas também por HPLC. Todos os resultados

estdo presentes na Tabela 12.
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Figura 51. Respostas amperométricas obtidas em sistema FIA para injecOes em
triplicata de solugdes padrao de CHX 1, 2, 4, 6, 8 umol L™ (a-e). InjecBes em triplicata
das duas amostras de enxaguante bucal (A e B) e da amostra de antisséptico hospitalar
(C). Analises feitas em potencial fixado em 1,3 V, utilizando solu¢do de HCIO4 0,1 mol L°
! como eletrdlito suporte, volume de injecdo 200 pL e vazdo de 3,0 mL min™. Curva de

calibracdo correspondente (R = 0,99).

Tabela 12. Concentragdo (m/v) de CHX em amostras comerciais analisadas pelo

método FIA proposto e por HPLC (n = 3).

AMOSTRAS Valor do rétulo / % FIA/ % HPLC /%
A 0,12 0,12 +0,01 0,12 +0,01
B 0,12 0,12 +0,01 0,10+ 0,01
C 2 1,96 + 0,09 1,83 +0,09

Os resultados obtidos pelo método FIA proposto estavam de acordo com os
obtidos por HPLC a um nivel de confianca de 95% (os valores t calculados a partir do

teste t de Student foram menores do que o valor critico, 2,78, para n = 4), atestando a
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exatiddo do método proposto. OQutros compostos contidos nas diferentes amostras
comerciais nao interferiram na determinagdo amperométrica de CHX. Além disso,
foram realizados testes de recuperacdo utilizando a amostra B fortificada com uma
quantidade conhecida de clorexidina (metade da concentracao de seu valor de rétulo).
Valores de recuperacdo de 97 + 1% (n = 3) foram obtidos, fato este que também atesta

a precisdo do método proposto e auséncia de interferéncia de matriz da amostra.

3.10.6. INVESTIGAGAO DO TRANSPORTE DE MASSA

O efeito da velocidade de varredura para a oxidacdo de CHX foi investigado em
0,1 mol L™ de &cido perclérico e este estudo foi realizado usando GCE/SD-MWCNT com
o objetivo de avaliar a natureza do transporte do material eletroativo para a superficie
do eletrodo. A Figura 49 apresenta os valores de corrente vs a velocidade de varredura
em uma solugdo de acido perclérico 0,1 mol L™ contendo 1 mmol L™ de CHX. O gréfico
da corrente de pico de oxidacdo de CHX (de 1,22 V) versus a velocidade de varredura
(de 10 a 750 mV s™) (Figura 52) é linear (R = 0,999), o que sugere que o processo de
oxidacdo é controlado por adsorcdo (difusdo em camada fina) devido a natureza

porosa da camada do modificador.
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Figura 52. Voltamogramas ciclicos de CHX 1 mmol L em HClO, 0,1 mol L
Velocidades de varredura: 10, 20, 30, 40,50, 75, 100, 200, 300, 400, 500 e 750 mV s .

O gréfico da corrente de pico em funcdo da velocidade de varredura estd inserido

neste voItamograma.
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Os dados obtidos sugerem que tanto em baixas como em altas velocidades de
varredura o comportamento do transporte de massa é realizado predominantemente
por processos adsortivos, visto que a curva plotada entre as correntes de pico da
oxidacdo de CHX (pico maximo de corrente em 1,22 V) versus a velocidade de
varredura se apresenta com uma reta (R > 0,999). Como ja esperado, a curva da
corrente maxima versus a raiz da velocidade de varredura (ndo mostrado) se mostra

como uma sigmoide.

3.10.7. ESTUDO HIDRODINAMICO COMPARATIVO

BIA com deteccdo amperométrica foi avaliada por determinacdo CHX em CGE
ndo modificado e GCE/MWCNTs. Um voltamograma hidrodinamico foi plotado (Figura
53) com base na resposta de corrente obtidas em diferentes potenciais (+0,8 a +1,5 V)

aplicados (usando amperometria a corrente constante).
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Figura 53. Voltamogramas hidrodindmicos obtidos para injecdes de 10 pmol L™ de CHX
plotando a corrente detectada (n = 3) em fung¢do do potencial para GCE (o), GCE/LD-
MWCNT (o) e GCE/SD-MWCNT (A). Eletrélito: 0,1 mol L™ de HCIO,; Volume injetado:

200 pL; Velocidade de despejamento: 193 L min™.

A corrente para a oxidacdao CHX cresce consideravelmente até 1,3 V em todos
os eletrodos, que foi selecionado para outras medicdes amperométricas. Nos
eletrodos GCE e GCE/LD-MWCNT, ha um ligeiro aumento de corrente até 1,5 V, porém

em potenciais maiores, diminui-se a seletividade, pois outras espécies podem se oxidar
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juntamente com CHX. No eletrodo GCE/SD-MWCNT houve um decréscimo do sinal de
corrente apds 1,3 V.

Os trés eletrodos apresentaram potencial de oxidacdo comecando em 1,1 V
com baixas correntes de oxidagao. Em 1,3 V, potencial escolhido para as medidas
amperométricas, o eletrodo GCE foi o menos sensivel, conforme esperado, e da
mesma forma que para os outros analitos estudados, neste trabalho os MWCNTSs
melhoraram a resposta de CHX. O eletrodo GCE/LD-MWCNT foi o que apresentou
maiores correntes, sendo levemente mais sensivel que o eletrodo de menor didametro
GCE/SD-MWCNT. As respostas para GCE/LD-MWCNT foram 1,5 vezes maiores do que
as obtidas para GCE nao modificado, provavelmente devido a maior area superficial

dos MWCNTSs.

3.10.8. OTIMIZAGOES DO SISTEMA BIA PARA ELETRODO MODIFICADO COM
MWCNT

As otimizacdes do sistema BIA (volume injetado e velocidade de despejamento)
foram feitas baseando-se no maior sinal analitico de corrente e os resultados sao
apresentados na Figura 54 para inje¢cbes de 10 umol L™ de CHX em triplicata. Estas
otimizacdes foram feitas para GCE/SD-MWCNT, e estes resultados desta otimizacdo
também serdo usados para os outros eletrodos. O gréfico da velocidade de

despejamento foi construido de 28 a 257 L s e o do volume injetado foi de 25 a 300

KL
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Figura 54. Valores de corrente em triplicata dos amperogramas obtidos para inje¢des
de 10 umol L™ de CHX para otimizac3o da (A) velocidade de despejamento (28, 57, 100,
153 e 257 pL s ') e (B) volume injetado (25, 50, 100, 200 e 300 pL. Eletrdlito: 0,1 mol L™
de HCIO;. Em (A) o volume injetado foi de 200 uL e em (B) a velocidade de

despejamento foi de 193 pL s™.

Pelo grafico, foi adquirida corrente maxima de velocidade de despejamento
(Figura 54A) igual a 257 pL st apresentando boa reprodutibilidade, sendo entdo
escolhida para as posteriores andlises. Em velocidades de despejamento inferiores, a
corrente detectada é menor, assim como a frequéncia analitica.

O aumento do volume injetado (Figura 54B) causa um aumento na corrente de
oxidacdo de CHX de forma significante até 100 uL e continua crescendo, quase de
forma imperceptivel, até 300 uL. Desta maneira, o volume injetado de 100 puL foi
selecionado com o objetivo de reduzir o consumo de amostras e reagentes, aumentar
a frequéncia de amostragem e minimizar os efeitos de contaminacdo do eletrodo de
trabalho. Para valores menores que 100 pL, a queda de corrente foi bastante intensa,

fato esse que diminuiu a sensibilidade do eletrodo para deteccao de CHX.

3.10.9. FAIXA LINEAR E REPETIBILIDADE

A faixa linear de resposta (corrente versus concentracdao) empregando sistema
BIA, ja com as condi¢des otimizadas, para GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT foram

investigadas. Foram realizadas inje¢des de solucbes contendo concentracdes de CHX
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com o objetivo de avaliar o limite de corrente que responde proporcionalmente a
concentragdo de CHX. Nao foi feito faixa linear de trabalho para GCE ndao modificado,
pois, mesmo em sistema BIA, hd adsor¢cdao muito intensa do material ou dos produtos
dessa oxidacao na superficie do eletrodo bloqueando os sitios ativos (Figura 55), ou
seja, fica claro que os MWCNTSs contribuiram bastante para eliminar esses efeitos de
adsorcdo na superficie do eletrodo utilizando sistema BIA. Os testes em voltametria
ciclica mostraram claramente esses feitos adsortivos, uma vez que o sinal de CHX

desapareceu completamente apds o terceiro ciclo.

3
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Figura 55. Amperograma obtido para injecdes sucessivas de 10 umol L™ de CHX. E = +
1,3 V; eletrdlito: 0,1 mol L? de HCIO4; volume injetado: 100 pL; velocidade de
despejamento: 257 uL s. A direita da imagem estd inserido o ultimo pico da
repetibilidade ampliado para melhor visualizagdo do perfil deste.

Em seguida foi obtida uma curva de calibragdo linear para GCE/LD-MWCNT de 1
a 75 umol L'e para GCE/SD-MWCNT de 1 a 300 umol L em um experimento que
consistiu avaliar o intervalo de concentrag3o de 1 a 500 umol L™, como mostra a Figura

56. As figuras de mérito das respectivas curvas encontram-se na Tabela 13.
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Figura 56. Faixa linear de trabalho em (m) GCE/LD-MWCNT (R = 0.999) e (o) GCE/SD-
MWCNT (R = 0.997) para injecdes em triplicata de CHX nas concentracgées: 1, 5, 10, 25,
50,75, 100, 150 e 300 pmol L. Eletrdlito: 0,1 mol L™ de HCIO4; volume injetado: 100

uL; velocidade de despejamento: 257 pLs™.

Tabela 13. Figuras de mérito obtidas na determinacdo de CHX em GCE/LD-MWCNT e
GCE/SD-MWCNT. Eletrdlito: 0,1 mol L™ de HCIO,.

ELETRODOS Faixa de trabalho Equacao da reta de calibracao LD/ R
/ umol L pmol L
GCE/LD-MWCNT 1-75 i(LA) = 0,2305[CHX](mol L") + 0,4103 0,2 0,999
GCE/SD-MWCNT 1-300 i(WA) = 0,2640[CHX](umol L) + 1,5360 0,2 0,997

O limite de deteccdo (LD) para todos os eletrodos foram calculados seguindo as
normas da IUPAC (LD = 3sg/S, em que sg € o desvio padrdo do ruido linha base e S é o
coeficiente angular da curva analitica).

O GCE/SD-MWCNT apresentou menor efeito de memaria com uma maior faixa
linear de trabalho de 1 a 300 umol L. No entanto, a sensibilidade dos dois eletrodos
foi praticamente a mesma, indicada pelo coeficiente angular das retas.

Foram feitas também injecGes sucessivas de solucdo contendo CHX na
concentragio de 10 umol L™ para analisar a reprodutibilidade e a frequéncia analitica

desses eletrodos em sistema BIA, conforme mostra a Figura 57.
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Figura 57. Amperograma obtido para inje¢des sucessivas (n = 10) de solu¢dao de 10
umol L' de CHX no sistema BIA com deteccdo amperométrica em (A) GCE/SD-MWCNT
e (B) GCE/LD-MWCNT. E = 1,3 V. Eletrdlito: 0,1 mol L™ de HCIO,.

Como mostrado acima nao houve contaminacdo do eletrodo durante as
andlises e baixo RSD foi adquirido, sendo 1,6 % para (A) GCE/LD-MWCNT e 1,8 % para
(B) GCE/SD-MWCNT. Uma frequéncia analitica satisfatéria foi obtida,
aproximadamente 43 injecOes ht para GCE/LD-MWCNT e 60 injecGes ht para GCE/SD-
MWCNT, o que mostra a possibilidade de realizar inUmeras andlises em um dia
completo de experimentos sem ter que realizar a troca do filme de MWCNTs. O
método desenvolvido (eletrodos modificados com materiais nanoestruturados
acoplado ao sistema BIA) apresenta boa precisdo, seletividade e sensibilidade para a
determinacdo de CHX.

Nenhum outro grupo de pesquisa havia desenvolvido um trabalho para
determinacdo eletroquimica de CHX pela sua oxidacdo. Este trabalho mostra o
desenvolvimento de um método em eletrodo puro usando sistema FIA e o seu
aperfeicoamento em sistema BIA utilizando MWCNTs, os quais minimizaram ao
maximo os efeitos de adsorcdo que acontece em GCE ndo modificado, sendo entdo
impossivel usar GCE em sistema BIA, e ainda, foi ampliada a faixa de trabalho que, para
o eletrodo n3o modificado foi de 1 a 10 pmol L™, para 1 a 300 umol L™ para o eletrodo

GCE/SD-MWCNT.
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3.11. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE 4-CLOROANILINA EM GCE, LD-
MWCNT E SD-MWCNT

3.11.1. VOLTAMOGRAMAS CICLICOS COMPARATIVOS NA PRESENCA DE 4-CLA

Inicialmente a solubilidade da 4-CLA foi avaliada em solucdes contendo
diferentes pHs e a solubilidade desta substancia aumenta em meios mais acidos. O
estudo foi feito utilizando 0,04 mol L™ de solucdo tamp3do BR (Britton-Robinson) em
pHs distintos, sendo estes pH 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0. A solucdo de tampdo BR em pH =2,0
apresentou melhores respostas eletroquimicas (baseado na melhor defini¢cao dos picos
e sensibilidade), e para valores maiores de pH ha um certo deslocamento de pico e
pequeno decréscimo sinal. Desta forma, a solucdo de BR (pH 2,0) foi escolhida para
todas as andlises que envolvem determinagao de 4-CLA.

Pela Figura 58 é possivel observar as respostas eletroquimicas obtidas em
comparacdo com GCE ndo modificado, com eletrodo de GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-
MWCNT para adi¢cdes de 4-CLA. E registrado o segundo ciclo em solu¢do contendo 4-
CLA, pela técnica de voltametria ciclica, comparando a oxidacdo eletroquimica de 4-
CLA em GCE ndo modificado, em GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT. Foram realizadas
adicdes de 1,0 mmol L™ de 4-CLA em 0,1 mol L de tamp3o BR (pH 2,0).
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Figura 58. Voltamogramas ciclicos (22 ciclo) para adi¢io de 1 mmol L' de 4-CLA em 0,1
mol L™ de solucdo de tampdo BR (pH 2,0) em eletrodo n3o modificado (—), LD-

MWCNT (—) e SD-MWCNT (—). Velocidade de varredura: 50 mV s™.

Para todos os eletrodos foram observados 3 picos na janela de potencial
avaliada, sendo dois picos anddicos e um catddico. E importante ressaltar que o
primeiro pico anddico (em 0,4 V) s6 é formado no segundo ciclo, pois ele é formado
apos a reducdo do produto oxidado da 4-CLA. O primeiro pico de oxidacdo (a partir do
segundo ciclo) foi observado em 0,43 V em GCE ndo modificado, com a oxidacdo se
iniciando em 0,35 V (linha preta na Figura 58). O segundo pico de oxidacdo irreversivel
foi registrado em 0,91V, iniciando-se em 0,81 V. O pico catddico foi adquirido em 0,39
V, com inicio de redugdo em 0,47 V.

Em LD-MWOCNT (linha vermelha) foi observado para o primeiro pico anddico em
0,42 V, com a oxidacdo se iniciando em 0,32 V(a partir do 22 ciclo). O segundo pico de
oxidacdo irreversivel foi registrado em 0,89 V, comegando em 0,73 V. O pico catddico
foi adquirido em 0,38 V, com inicio de reducdao em 0,50 V.

Para o SD-MWCNT (linha verde), observou-se comportamento semelhante ao
LD-MWCNT, com potenciais de pico e valores de corrente proximos. O primeiro pico
de oxidacdo foi registrado em 0,41 V com a oxidagdo se iniciando em 0,32 V (22 ciclo).
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O segundo pico de oxidacdo irreversivel foi observado em 0,87 V, come¢ando em 0,71
V. O pico catédico foi adquirido em 0,38 V, com inicio de redu¢ao em 0,50 V.

Portanto, a resposta eletroquimica para ambos os eletrodos modificados com
MWCNTs foram parecidas em termos de sensibilidade e potenciais de pico de oxidagao
e reducdo do analito, porém com maior sinal analitico quando comparado ao eletrodo
ndao modificado, apesar dos potenciais de inicio de oxida¢do e reducdo ter sido
aproximadamente os mesmos. Isso mostra que os possiveis efeitos eletrocataliticos
dos CNTs ndo foram tdo acentuados para 4-CLA como verificado para os outros

analitos.

3.11.2. INVESTIGAGAO DO TRANSPORTE DE MASSA

Com a finalidade de avaliar a natureza do transporte do material eletroativo
para a superficie do eletrodo, o efeito da velocidade de varredura na oxidacdo de 4-
CLA foi investigado em 0,04 mol L™ de tamp3o BR (pH 2,0) e este estudo foi realizado
usando GCE/SD-MWCNT, GCE/LD-MWCNT e também com GCE ndo modificado. Desta
forma, a corrente de pico da oxidacdo de 4-CLA foi plotada vs a velocidade de
varredura e também versus a raiz da velocidade de varredura (ndo mostrados). Como
citado anteriormente, em processos em que este ultimo grafico apresenta um
coeficiente de correlacdo alto (proximo de 1) dizemos que o processo é difusional; da
mesma forma que se o primeiro grafico citado se mostrar com um valor elevado do
coeficiente de correlacdo (aproximadamente 1) dizemos que ha um processo
eletrédico envolvendo espécies imobilizadas/adsorvidas. Para comprovar os
resultados, foi feito também o grafico de log i versus o log v, sendo que para valores
de coeficiente angular igual ou préximo de 0,5 correspondem a processos difusionais e
para valores préximos de 1 representam processos que envolvem blogueamento da
superficie do eletrodo com os produtos da oxidacdo do analito. Os voltamogramas
ciclicos para o eletrodo GCE/SD-MWCNT em diferentes velocidades de varredura (10 a
1000 mV s™) para adicdo de 1 mmol L! de 4-CLA em solucdo de 0,04 mol L™ de tamp3o
BR (pH 2,0) sdo registrados na Figura 59A e os valores do logaritmo da corrente vs o

logaritmo da velocidade de varredura também estdo registrados na Figura 59B.
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Figura 59. (A) Voltamogramas ciclicos de 4-CLA 1 mmol L™ em solugio de tamp3o BR
(pH 2,0) 0,04 mol LY. Velocidades de varredura: 10, 20, 30, 40, 50, 75, 100, 200, 300,
400, 500, 750 e 1000 mV s™. (B) O grafico do log da corrente de pico (~0,87 V) em

funcdo do log da velocidade de varredura estd a direita dos voltamogramas.

Similar aos resultados adquiridos para o estudo feito com o IBF, em baixas e
altas velocidades de varredura na presenga de 1 mmol L™ de 4-CLA, tanto para o
eletrodo GCE n3do modificado e GCE/LD-MWCNT (ndo mostrados), como para o
eletrodo GCE/SD-MWCNT (Figura 59), os resultados adquiridos sugerem que o
transporte de massa é realizado majoritariamente por processo de difusao, visto que a
curva plotada entre o log da corrente de pico da oxidacdo de 4-CLA versus o log da
velocidade de varredura se apresenta com uma reta (R > 0,996) apresentado
coeficiente angular igual a 0,46. Os valores de corrente de pico foram plotados versus
a velocidade de varredura (ndo mostrado) e, como ja esperado, a curva se mostra
como uma parabola e quando plotado a corrente de pico versus a raiz quadrada da
velocidade de varredura registrou-se uma reta (R>0,998), comprovando a ocorréncia
do processo difusional. Também foram realizados graficos para os picos de corrente de
oxidacdo registrados em 0,41 V e os resultados também indicaram processos
difusionais, sendo R = 0,997 para o grafico de corrente versus a raiz da velocidade de

varredura e parabola para o gréfico de corrente versus a velocidade de varredura.
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3.11.3. MECANISMO DE OXIDAGAO DE 4-CLOROANILINA

Para investigar a relacdo entre o pH e as correntes de oxidacdo de 4-CLA, foram
realizados, utilizando GCE/SD-MWCNT, CVs em diferentes valores de pH (de 1 a 10). O
estudo foi feito utilizando 0,1 mol L' de &cido perclérico (pH 1,0) e 0,04 mol L™ de
solugbes tampado BR (pH 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0), como mostra a Figura 60 os
respectivos voltamogramas (22 ciclo) contendo 1,0 mmol L' de 4-CLA em cada

eletrdlito citado.
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Figura 60. Voltamogramas ciclicos contendo 1 mmol L™ de 4-CLA em 0,1 mol L de
HCIO, e em 0,04 mol L™ de solucdo tampao BR de diferentes valores de pH (2,0; 4,0;
6,0; 8,0 e 10,0). Velocidade de varredura: 50 mV st

Pela Figura 60 é possivel observar claramente uma relagao dependente entre o
processo de oxidacdo e reducdo da 4-CLA com o pH do eletrdlito utilizado. E
importante ressaltar que na Figura 60 estdo apresentados os segundos ciclos de cada
eletrélito analisado, pois no primeiro ciclo aparece apenas o segundo pico de oxidacado

(acima de +0,75 V), e desta forma, consequentemente, a reducdo desta espécie
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oxidada. A partir do segundo ciclo, o primeiro pico de oxidagdo ja pode ser observado
devido a oxidagao da espécie que foi reduzida anteriormente.

Quanto maior os valores de pH, mais os picos se deslocam para a esquerda
(para mais préximo de 0,0 V). Os graficos dos potenciais dos picos versus os valores de
pH para o primeiro pico oxidacdo (~0,41 V) e para o pico de reducdo apresentaram
valores dos coeficientes angulares, respectivamente, de 52 e 57 mV, em uma faixa de
pH de 1,0 a 6,0, o que significa, como citado para CHX, valores encontrados préximos
de 59 mV, mostram uma oxidagao e redu¢ao envolvendo o mesmo numero de prétons
e elétrons.

O gréfico dos potenciais dos picos versus os valores de pH para o segundo pico
de oxidacdo (~0,87 V) apresentou valor de coeficiente angular igual a 48 mV, valor
relativamente préximo do tedrico que indica uma oxidacdo que envolve o mesmo
numero de proétons e elétrons, sendo dependente do pH apenas na faixa de pH de 1,0
a 4,0. Esta pequena faixa de pH, pode ser explicada pelo pKa da 4-CLA que é igual a
3,98 [241], o que indica que para valores de pH acima de 4 a molécula se encontra na
forma desprotonada e abaixo de 4 protonada.

Em trabalho apresentado por Zettersten e colaboradores [210], é proposto um
mecanismo de oxidacdo envolvendo uma dimerizacdo de um cation radical (produto
da oxidacdo da 4-CLA protonada; 22 pico de oxidacdo). Em potenciais menores, a
forma oxidada deste dimero (DIMoxi) pode sofrer reducdo na varredura do sentido
catddico, se transformando na forma reduzida do dimero (DIMred), e este dimero
reduzido, em seguida na varredura anddica, sofre uma oxidac¢do (12 pico de oxidagao),

como mostra a Figura 61. Este processo foi descrito envolvendo 1 elétron 1 préton.

2¢l NH, CI@N@:NH — m@—ﬁ@—wz

4-CLA DIMoxi DIMred
Figura 61. Esquema proposto para a oxida¢do inicial eletroquimica de 4-CLA em

DIMoxi e, em seguida, a reducdo deste para DIMred [210].

113



3.11.4. ESTUDO HIDRODINAMICO COMPARATIVO

Mais uma vez os trés eletrodos foram utilizados para a deteccdo
amperométrica em sistema BIA para determinagao de 4-CLA. Foram feitas injeces em
triplicata usando amperometria de potencial constante (+0,5 V a +1,5 V) baseado na
resposta de corrente obtida. O maior sinal de corrente de oxidagao de 4-CLA para os
eletrodos modificados com CNTs foi observado em 1,4 V e para GCE ndao modificado foi
em 1,5 V (Figura 62A). Porém, é importante ressaltar que esse potencial de trabalho
para oxidar a 4-CLA ndo deve ser muito elevado a ponto de oxidar eletroquimicamente
também a CHX, visto que esse composto seria um interferente, ja que o objetivo é
determinar 4-CLA (produto de degradacdo téxico da CHX) em amostras que possuem
CHX, mesmo que CHX esteja em concentracdes bem maiores. Pensando nisso, a Figura
62B mostra uma comparac¢do entre os voltamogramas hidrodinamicos de CHX e 4-CLA
para o eletrodo de GCE/SD-MWCNT, nas mesmas condi¢cdes, para escolher um

potencial para continuar as anadlises, sem ter a interferéncia de CHX.
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Figura 62. (A) Voltamogramas hidrodinadmicos obtidos para injecdes de 10 pmol L™ de
4-CLA versus a corrente detectada (n = 3) em funcdo do potencial para GCE (m),
GCE/LD-MWCNT (e) e GCE/SD-MWCNT (A) e (B) voltamogramas hidrodinamicos
obtidos para inje¢des de 10 pmol L' de 4-CLA (m) e CHX (®) plotando a corrente
detectada (n = 3) em funcdo do potencial para GCE/SD-MWCNT. Eletrélito: 0,04 mol L™
de tampado BR (pH 2,0); Volume injetado: 100 uL; Velocidade de despejamento: 153 plL

min’’.
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Pela Figura 62A é possivel observar que em condi¢Ges hidrodinamicas, a
corrente de oxidagao de 4-CLA em todos os eletrodos comegou a aumentar por volta
de 0,75 V, apesar de comegar maior para GCE/SD-MWCNT e menor em GCE ndo
modificado. Portanto, a presenca de MWCNTs em GCE ndo melhorou
significativamente a resposta de 4-CLA como observado para os outros analitos
avaliados.

Observando a Figura 62B fica claro que a 4-CLA comeca a oxidar antes da CHX
nas mesmas condi¢des, 0,75 V para 4-CLA e 1,05 V para CHX, este fato indica que
guaisquer potenciais entre estes dois valores podem ser utilizados para determinar
apenas 4-CLA, sem interferéncia de CHX. Para obter melhores respostas em rela¢do a
sensibilidade e desvios padrdes, o potencial de 1,0 V foi escolhido para as prdoximas

analises amperométricas em potencial constante.

3.11.5. OTIMIZAGOES DO SISTEMA BIA PARA ELETRODO MODIFICADO COM
MWCNT

As otimizagdes dos parametros do sistema BIA estdo relacionadas ao principal
instrumento utilizado nas determinagdes, que é a pipeta eletronica. As condi¢cdes de
volume injetado e velocidade de despejamento sdo programadas eletronicamente na
prépria pipeta eletronica, e este é o principal instrumento para fazer-se o estudo da
velocidade de injecao e do volume injetado. Foram selecionadas cinco velocidades de
despejamento para estudo, sendo que as mesmas sdo selecionadas diretamente na
pipeta eletrénica e analisadas separadamente em triplicata por amperometria de
potencial constante. Os valores de velocidade de injecdo investigados foram 28, 57,
100, 153 e 257 uL s'l, ja os volume injetados analisados foram 10, 20, 50, 100 e 200 pL
e ambas as otimiza¢Ges avaliadas em funcdo da resposta amperométrica do analito. As
Figuras 63A e 63B mostram, respectivamente, os resultados obtidos pelo estudo da
velocidade de despejamento e volume injetado, indicando a média de corrente obtida
para cada triplicata. Esses resultados apresentados foram realizados para GCE/SD-

MWCNT, porém os resultados para os outros eletrodos foram similares.
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Figura 63. Valores de corrente em triplicata dos amperogramas obtidos para injegdes
de 10 pmol L™* de 4-CLA para otimizaco da (A) velocidade de despejamento (28, 57,
100, 153 e 257 L s) e (B) volume injetado (10, 20, 50, 100 e 200 pL). Eletrélito: 0,04
mol L™ de tamp3o BR (pH 2,0). Em (A) o volume injetado foi de 100 pL e em (B) a

velocidade de despejamento foi de 153 L st

Pelo gréfico, foi adquirida corrente maxima de velocidade de despejamento
(Figura 63A) igual a 257 pL s, porém este grafico se mostra linear até 153 pLs™ e para
maiores valores ha uma perda de reprodutibilidade, sendo entdo 153 puL s escolhida
para as posteriores anadlises. Em velocidades de despejamento inferiores, a corrente
detectada é menor, assim como a frequéncia analitica.

O aumento do volume injetado (Figura 63B) causa um aumento na corrente de
oxidacdo de 4-CLA de forma significante até 50 puL e com baixos desvios entre cada
injecdo, acima deste valor a corrente aumenta de forma insignificante e estabilidade
dos sinais diminui. Desta maneira, com o objetivo de consumir menos reagentes, obter
respostas mais rapidas com menores efeitos de contaminagao do eletrodo de trabalho

o volume injetado de 50 L foi selecionado.
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3.11.6. FAIXA LINEAR E REPETIBILIDADE

Posteriormente as otimizacdes realizadas para velocidade de despejamento e
volume injetado, foram feitos testes de repetibilidade e faixa linear, inicialmente, para
o GCE nao modificado. Este teste foi realizado com uma série de inje¢cdes de 50 uL,
utilizando solucdo padrdo contendo 50 pmol L* de 4-cloroanilina na presenca de 1,0
mmol L! de clorexidina em solucdo tampao BR (pH 2,0), mantendo o potencial fixo em
1,0 V (escolhido pelo voltamograma hidrodindmico). O objetivo de injetar altas
concentracdes de CHX junto com os padrdes de 4-CLA é exatamente para simular
futuras amostras reais, que deverao conter uma quantidade de CHX bem maior que de
4-CLA, visto que 4-CLA é um produto de degradacdo de CHX e obter respostas
amperométricas satisfatdrias para o analito em questdo. A Figura 64 exibe os
resultados do estudo da repetibilidade e da faixa linear crescente e decrescente para

injecdes de 4-CLA até 300 pmol L™.
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Figura 64. (A) Respostas amperométricas obtidas em sistema BIA para injecGes em
triplicata de solucdes padrdo de 4-CLA (a-g) 10, 25, 50, 75, 100, 150 e 300 umol L™, na
presenca de 1,0 mmol LY de CHX. As curvas de calibragdo inseridas nesta figura
correspondem as curvas crescente (m) e decrescente (@) e (B) Estudo da repetibilidade
por injecdes sucessivas de 50 pmol L™ de 4-CLA na presenca de 1,0 mmol L™ de CHX (n
= 10). Eletrdlito: 0,04 mol L™ de solugdo tamp3o BR pH 2,0; E = +1,0 V; volume injetado
de 50 pL e velocidade de despejamento de 153 pLs™.
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Como pode ser observada na Figura 64A, a injecdao das solugdes padrdo
resultou em respostas amperométricas com boa magnitude, sendo que todos os
padrdes analisados continham uma grande quantidade de CHX (1,0 mmol L), o qual
nao interferiu nos sinais de oxidagdo de 4-CLA. Além de que o método de analise em
qguestdo apresentou vantagens como uma elevada frequéncia analitica (96 injecGes h”
!). De acordo com a observagdo da Figura 64B, os estudos da repetibilidade resultaram
em respostas reprodutiveis, ou seja, os sinais amperométricos obtidos alcancaram
valores de corrente semelhantes nao havendo adsor¢ao do analito no eletrodo e isso
indica um baixo RSD de 2,20 % para n = 10.

Desta maneira, os eletrodos modificados com CNTs também foram utilizados e
uma faixa linear de trabalho para cada um foi avaliada (Figura 65). Outra faixa de linear
de trabalho foi realizada para GCE nao modificada até concentragao maior igual a
1 mmol L, visto que na Figura 64A é possivel observar que até 300 pmol L™ as
respostas de corrente se mostram proporcionais as concentracdes dos padroes de 4-
CLA. A partir deste experimento foi obtida uma curva de calibragao linear para GCE de
1 a 1000 umol L*, para GCE/LD-MWCNT de 1 a 300 pmol L™ e para GCE/SD-MWCNT de
1 a 300 pmol L em um experimento que consistiu em um intervalo de concentracao
de 1 a 1000 pmol L™, como mostra a Figura 65. As figuras de mérito das respectivas

curvas encontram-se na Tabela 14.

100 *
804 é
. [ -
60
=T . .
— 404 . -
' « GCE
| ]
204 ‘f . LD-MWCNT

0-' F ¢+ SD-MWCNT

T T T T v T T T v T J
0 200 400 600 800 1000

Concentragao / pmol L
Figura 65. Faixa linear de trabalho com os valores de corrente versus a concentragao
injetada em triplicata de 4-CLA (1; 5; 10; 25; 50; 75; 100; 150; 300; 500; 750 e 1000
umol L) para GCE, GCE/LD-MWCNT e GCE/SD-MWCNT. Volume injetado = 50 pL e

velocidade de despejamento = 153 pLs™. E=+1,0 V.
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Tabela 14. Figuras de mérito obtidas na determinacdo de 4-CLA em GCE, GCE/LD-
MWCNT e GCE/SD-MWCNT. Eletrdlito: 0,04 mol L' de tamp3o BR (pH 2,0).

ELETRODOS Faixa de trabalho Equacao da reta de calibragao LD/ R
/ umol L? pmol L™

GCE 1-1000 i(LA) = 0,0678[4-CLA](umol L) + 0,06 0,999
1,1323

GCE/LD-MWCNT 1-300 i(uA) = 0,1805[4-CLA](umol L) + 0,02 0,996
1,7374

GCE/SD-MWCNT 1-300 i(UA) = 0,1820[4-CLA](umol L) + 0,02 0,993
2,1443

Diferentemente dos resultados observados para os outros analitos, no caso de
4-CLA a utilizacdo dos CNTs apresentou efeitos adsortivos a partir de 300 pmol L e
para o GCE ndo modificado aprese sentou faixa linear de trabalho até 1000 umol LY
porém a sensibilidade para os eletrodos modificados foi maior (aproximadamente 3
vezes) comparada ao GCE ndo modificado. Todos os eletrodos apresentaram sinais de
corrente para injecbes a partir de 1 pmol L™ e os eletrodos modificados com CNTs
apresentaram respostas bastante similares.

Apesar de apresentar uma menor faixa de trabalho em relagao ao GCE nao
modificado, o eletrodo GCE/SD-MWCNT apresentou maior sensibilidade, e para este
trabalho esse fator é mais importante, pois como a 4-CLA deve ser encontrada em
menores concentracdes nas amostras que contém CHX, devido a sua degradacdo, nao
€ necessario ampla faixa linear de resposta e sim eletrodo mais sensivel ao analito.

Desta forma, GCE/SD-MWCNT foi utilizado para as analises amperométricas
envolvendo a determinacdo de 4-CLA na presenga de CHX e também nos testes em
gue foram utilizadas amostras reais. Foram feitas também injecdes sucessivas (n = 15)
de solucdo contendo 4-CLA na concentracao de 10 umol L para analisar a
reprodutibilidade e a frequéncia analitica desse eletrodo em sistema BIA conforme
mostra a Figura 66A, além disso, também foi feito um teste de seletividade (Figura
66B) mostrando a possibilidade de determinar simultaneamente CHX e 4-CLA
utilizando MPA, com injecdes de 10 pmol L* da mistura e de cada analito

separadamente.
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Figura 66. (A) Estudo da repetibilidade por inje¢cOes sucessivas de 10 umol L™ de 4-CLA
na presenca de 1,0 mmol L™* de CHX (n = 15) em E = +1,0 V. (B) Amperogramas de
multiplos pulsos com 10 injecdes sucessivas de solucdo contendo 10 pmol L™ da
mistura de 4-CLA e CHX, 5 injecbes de solu¢dao contendo 10 pmol LY CHX e 5 injecOes
de solugio com 10 pmol L™ de 4-CLA. O amperograma de limpeza igual a +0,8 V / 100
ms n3o foi apresentado. Eletrdlito: 0,04 mol L™ de solucdo tamp3o BR pH 2,0; volume

injetado de 50 pL e velocidade de despejamento de 153 pLs™.

Como registrado na Figura 66A, A repetibilidade apresentada demonstra uma

boa reprodutibilidade com baixos desvios para o analito, sendo possivel a analise de
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varias amostras de 4-CLA com presenca de CHX sem perda no sinal analitico
igualmente para o GCE ndo modificado. Os valores de RSD encontrado e a frequéncia
analitica para 4-CLA, foram respectivamente: 1,2% e 130 inje¢des/h.

A Figura 66B mostra a possibilidade de determinar simultaneamente ambos os
compostos (CHX e 4-CLA), e para essa determinacdo simultanea foi necessario utilizar a
técnica MPA para aplicar mais de um pulso de potencial. Para a oxidagdo de 4-CLA, ja
foi estudado anteriormente o melhor potencial sem interferéncia de CHX e escolhido
em +1,0 V durante 70 ms. Pelo voltamograma hidrodinamico da CHX (Figura 62B) o
potencial de +1,2 V foi selecionado para oxidacdo de CHX, e consequentemente
oxidacdo também de 4-CLA. O potencial de +0,8 V durante 100 ms foi escolhido para
realizar a limpeza do eletrodo, promovendo a dessorcdo de produtos de oxidacao dos
analitos avaliados. O RSD para a mistura em 1,2 V foi igual a 2,4 %, mostrando a boa
reprodutibilidade do método apresentado.

Foram entdo selecionados +1,0 V (oxidacdo de 4-CLA) durante 70 ms, +1,2 V
(oxidagdo de 4-CLA + CHX) durante 70 ms, e +0,8 V (potencial de limpeza) durante 100
ms. Os tempos de cada pulso foram otimizados (ndo apresentados). Como no potencial
de +1,2 V as duas espécies sdao oxidadas é necessario criar um fator de correcao para
determinar a quantidade exata de CHX, pois a corrente de 4-CLA em +1,0 V é diferente
da corrente obtida para 4-CLA em +1,2 V,como segue a equacgao abaixo:

FC=iscaem2v/iaciaemov
letx = iv1,2v — (FC X iv1,0v)

No entanto, como a quantidade de CHX nas amostras sao bem maiores que a
guantidade de 4-CLA, a determinacdo simultanea, neste caso, fica complicada devido a
diferenca enorme que seria observada nos sinais analiticos e, por conseguinte, para a
determinacdo de 4-CLA nas amostras reais, que serdo apresentadas a seguir, foi
utilizada a técnica de amperometria convencional de potencial constante,

determinando apenas 4-CLA, que é o analito de interesse.
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3.11.7. DETERMINACAO DE 4-CLOROANILINA EM AMOSTRAS ANTISSEPTICAS

O método BIA otimizado com deteccdo amperométrica foi aplicado para
determinacdo de 4-CLA utilizando GCE/SD-MWCNT em amostras antissépticas
adquiridas em drogarias da cidade de Uberlandia, sendo duas amostras de enxaguante
bucal e uma amostra médica, todas contendo CHX descritas no rétulo, e ainda, um
padrdo liquido de digluconato de clorexidina estocado por mais de 2 anos no
laboratério de analise. Essas amostras possuem descritas no rétulo que possuem o
composto CHX e a sua quantidade, porém nada descrevem sobre 4-CLA, o qual é um
produto toxico de degradacdao de CHX, que ndo deveria estar presente em nenhuma
amostra analisada. As quatro amostras analisadas sdo descritas abaixo e foram
comparadas por espectrometria de massas (CE-MS), com a colaboracdo do grupo de
pesquisa da Universidade de Sao Paulo - USP.

Amostra 1 (A1) — Amostra de enxaguante bucal em recipiente plastico
transparente contendo CHX na concentragdo descrita pelo de rétulo de 0,12 %. Foi
feita uma diluicdo de 20 vezes.

Amostra 2 (A2) — Amostra médica em recipiente plastico da cor branca
contendo CHX na concentracdo descrita pelo de rétulo de 2,00 %. Foi feita uma
diluicao de 40 vezes.

Amostra 3 (A3) — Amostra de enxaguante bucal em recipiente plastico marrom
(sem passagem de luz) contendo CHX na concentracdo descrita no rétulo de 0,12 %.
Foi feita uma diluicdo de 20 vezes.

Amostra 4 (A1) — Padrao liquido de digluconato de clorexidina, estocado em
vidro ambar durante 2 anos, na concentragao descrita no rotulo de 20 %. Foi feita uma
diluicdo de 400 vezes.

Figura 67 apresenta uma medicdo amperométrica neste eletrodo modificado
para injecdo de solu¢des padrdo de 4-CLA (1 a 100 umol L™) contendo um aumento
crescente de concentracGes da espécie e injecdes das quatro amostras (Al a A4).
Inserido na figura segue a respectiva curva de calibracdo. Para comparacdo, as
amostras foram também analisadas por CE-MS. Todos os resultados sdo apresentados

na Tabela 15.
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Figura 67. Respostas amperométricas em sistema BIA do GCE/SD-MWCNT para
injecOes em triplicata de 1, 10, 25, 50, 75 e 100 umol L de padroes de 4-CLA e quatro
amostras, sendo Al, A2 e A3 comerciais e A4 padrdo estocado. A curva de calibragao

estd inserida no grafico. E = 1,0 V. Eletrdlito: 0,04 mol L' de tamp3o BR (pH 2,0).

Tabela 15. Comparacdo dos resultados obtidos para determinacdo de 4-CLA em

amostras antissépticas e padrao estocado por BIA-AMP e CE-MS (n = 3).

BIA-AMP / uM SD RSD CE-MS / uM SD RSD
Al 157 122 14,2 % 145 +40 27,6%
A2 235 +18 8,0 % 235 7 3,3%
A3 4 +2 54,1 % <DL -- --
A4 2872 +110 3,8% 2800 *33 1,2%

z

E importante destacar que este valor encontrado para a amostra 4 nao
corresponde aos picos da Figura 67, pois o valor encontrado para esta curva foi de
2978 pmol L* com SD igual a + 59,6 e RSD igual a 2,0 %, porém como o padrdo
preparado para ser injetado na curva ficou em ambiente com presenca de luz parado

durante algum tempo pode ter causado esse aumento na concentra¢do encontrada,
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entdo, uma nova curva (ndo mostrado) foi realizada com outro padrao preparado no
momento da curva, novamente diluido 400 vezes, e entdo o valor obtido dessa nova
curva é o que consta na Tabela 15, para as outras amostras os valores indicados na
tabela sdo os que foram registrados pela Figura 67.

Todos os resultados obtidos pelo método proposto estavam de acordo com os
obtidos por CE-MS. A confiabilidade do método foi realizada calculando o teste t de
Student, considerando um nivel de confianca de 95 %, e os valores encontrados foram
menores que o valor critico (2,78), considerando grau de liberdade igual a 4, o que
indica que ndo ha diferencas significativas entre os resultados.

Essa tese apresenta pela primeira vez a oxidagao eletroquimica de 4-CLA
usando um eletrodo modificado com MWCNT com deteccdo amperométrica de
potencial constante e ainda sua determinacdo em amostras que possuem CHX,
indicando a presenca de 4-CLA, produto de degradacao de CHX que pode causar varios
riscos a saude se ingerido em altas concentracdes. Além disso, a possibilidade de
determinacdo simultanea de CHX e 4-CLA foi apresentada pela primeira vez por
métodos eletroquimicos.

Pequenos deslocamentos para potenciais mais préximos de zero e aumento
consideravel de corrente foram observados para os eletrodos modificados com
MWCNTs na determinacao de 4-CLA utilizando CV e amperometria de potencial
constante. Com o método proposto é possivel analisar e determinar de maneira
precisa e exata amostras farmacéuticas que contenham 4-CLA, mesmo que em

pequenas concentragdes.
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3 CONCLUSOES




O presente trabalho demonstrou a potencialidade dos nanotubos de carbono
de diferentes diametros para utilizacdo em sensores eletroquimicos acoplados as
técnicas BIA e FIA com deteccdo amperométrica no desenvolvimento de métodos de
anadlise de rotina, principalmente para analises de produtos farmacéuticos. De maneira
geral, os resultados obtidos com os nanotubos de carbono apresentaram diversas
vantagens em relagdo ao eletrodo ndo modificado (carbono vitreo): menores
potenciais de oxidacdo, picos mais bem definidos e de maior magnitude, maior
sensibilidade, menores efeitos de adsorcao que dificultavam as analises e maiores
frequéncias analiticas por conta do efeito eletrocatalitico verificado. Além disso, a
simplicidade dos métodos também é algo bastante vantajoso.

Este é o primeiro trabalho que investiga a potencialidade dos nanotubos de
carbono de diferentes diametros em sensores eletroquimicos e a aplicagao de forma
satisfatdria para determinacdo dos farmacos naproxeno, ibuprofeno, clorexidina e 4-
cloroanilina usando sistemas BIA e/ou FIA para andlise de produtos comerciais.
Comparagdes com outros métodos (HPLC, eletroforese capilar, espectrofluorimetria e
espectrometria de massas) foram realizadas para mostrar a exatiddo do método
desenvolvido e todos os testes ficaram de acordo com o teste t pareado “Student”
com nivel de confianca de 95%.

Os métodos usados de caracterizagdao dos nanotubos sugerem que nao ha
metais, como o ferro, presentes nos tubos dos nanotubos de carbono, o que mostra
gue o efeito eletrocatalitico apresentado em alguns casos é causado pelos defeitos
estruturais presentes nos nanotubos de carbono, e em maior propor¢ao no de menor
diametro, confirmado pela espectroscopia Raman. Este fato explica os melhores
resultados para os nanotubos de carbono de menor diametro.

O nanotubo de carbono de menor didmetro apresentou melhores resultados
quase que em sua totalidade e observa-se o aumento da area ativa de cerca de 20 %
maior que aquela encontrada em eletrodo de carbono vitreo ndo modificado. A
funcionalizacdo dos nanotubos foi realizada de forma satisfatéria, com a inser¢cdo dos
grupos carboxilicos e o ponto de carga zero desse material foi avaliado por voltametria
ciclica e situado entre os valores de pH de 4,0 a 6,0. Varios estudos do mecanismo de

transporte de massa (difusional para ibuprofeno e 4-cloroanilina, misto para
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naproxeno e adsortivo para clorexidina), da transferéncia de elétrons e do processo de
oxidagdo das espécies quimicas foram realizados.

O eletrodo modificado com nanotubo de menor didmetro apresentou os
seguintes resultados, respectivamente a naproxeno / ibuprofeno / clorexidina/ 4-
cloroanilina: baixos limites de deteccdo de 0,4 pmol L™ / 1,9 umol L* / 0,2 pmol L™ /
0,02 umol L, baixos desvios padrdo relativos de 3,4 % /4,2 % /1,8 %/ 1,2 %, elevada
frequéncia analitica de 120 injecdes h™ / 100 injecdes h™ / 60 injecdes h™* / 130
injecOes h'e amplas faixas lineares de trabalho 10 a 75 umol L™ /10 a 1000 pmol L/
12300 pumol L'/ 1a300 umol L.

O produto de degradacdo da clorexidina, 4-cloroanilina, foi monitorado
eletroquimicamente por amperometria utilizando o método descrito nesta tese, e pela
primeira vez na literatura, a determinacdo de 4-cloroanilina na presenca de altas
concentracdes de clorexidina foi desenvolvida. Além disso, a determinac¢do simultanea
destes compostos explorando os nanotubos de carbono de diferentes diametros e
utilizando sistema BIA com deteccdo amperométrica de multiplos pulsos foi
aprimorada.

A metodologia apresenta inumeras vantagens do ponto de vista analitico, como
facil execucdo dos experimentos, possibilidade de realizacdo de dezenas de medidas
utilizando uma mesma solu¢do, volumes muitos baixos de analitos (~100 uL) e baixos
tempos de analise. Outra vantagem é a possibilidade de utilizacdo de sistemas

portateis, nos estudos com células BIA.
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