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RESUMO

A detecgdo de sibutramina (SIB) em diferentes matrizes ¢ de grande relevancia devido
ao seu uso irregular em suplementos alimentares e produtos clandestinos para emagrecimento,
representando riscos a saude publica e implicagdes em andlises forenses e antidoping. Nesse
contexto, métodos eletroquimicos destacam-se como alternativas atrativas aos métodos
convencionais, por apresentarem baixo custo, rapidez, elevada sensibilidade e potencial de
aplicagdo in situ. Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método
eletroanalitico para a determinagdo de SIB utilizando folha de grafite (GS) como eletrodo de
trabalho. Diferentes estratégias de modificacdo da superficie foram avaliadas, sendo o
tratamento eletroquimico selecionado devido ao melhor desempenho analitico. A caracterizagao
do eletrodo tratado foi realizada por voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS), evidenciando aumento da area eletroativa e melhoria na cinética de
transferéncia de carga. O comportamento eletroquimico da SIB foi investigado, indicando um
processo de oxidagdo predominantemente controlado por adsor¢do. As técnicas de voltametria
de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV) foram avaliadas, sendo a
SWYV selecionada devido a maior sensibilidade analitica. Apds otimiza¢do dos parametros
experimentais, foram obtidas duas faixas lineares de resposta: a primeira no intervalo de 0,1 a
5,0 umol L™ (R = 0,993) e a segunda entre 7,5 a 45,0 umol L' (R = 0,994). Os limites de
deteccao (LOD) foram de 0,01 umol L™ para a primeira faixa e 1,89 umol L™ para a segunda,
enquanto os limites de quantificacdo (LOQ) foram de 0,03 umol L™ e 6,32 pmol L7,
respectivamente. O método desenvolvido foi aplicado com sucesso na determinacdo de SIB em
amostras de urina sintética, multivitaminico e amostras apreendidas, apresentando bons
resultados de recuperacao. A validagdo foi realizada por comparacdo com método de referéncia
por HPLC-UV/Vis, demonstrando boa concordancia entre os resultados. Os resultados obtidos
evidenciam que o eletrodo de folha de grafite tratado eletroquimicamente constitui uma
alternativa promissora, de baixo custo e facil preparo, para a determinacao de SIB em diferentes

matrizes, com potencial aplicagdo em analises forenses, controle sanitario e antidoping.

Palavras-chave: eletroanalise; voltametria de onda quadrada; sensores eletroquimicos;

tratamento de superficie.



ABSTRACT

The detection of sibutramine in different matrices is of significant importance due to its
irregular use in dietary supplements and illicit weight-loss products, posing risks to public
health and implications for forensic and antidoping analyses. In this context, electrochemical
methods stand out as attractive alternatives to conventional techniques, offering low cost, rapid
analysis, high sensitivity, and potential for in situ applications. This study aimed to develop an
electroanalytical method for the determination of sibutramine (SIB) using a graphite sheet as
the working electrode. Different surface modification strategies were evaluated, and
electrochemical treatment was selected due to its superior analytical performance. The treated
electrode was characterized by cyclic voltammetry (CV) and electrochemical impedance
spectroscopy (EIS), demonstrating an increase in electroactive area and improved charge
transfer kinetics. The electrochemical behavior of SIB was investigated, indicating a
predominantly adsorption-controlled oxidation process. Differential pulse voltammetry (DPV)
and square wave voltammetry (SWV) were evaluated, with SWV selected due to its higher
analytical sensitivity. After optimization, two linear response ranges were obtained: 0.1-5.0
umol L™ (R?=0.993) and 7.5-45.0 umol L™ (R? = 0.994). The limits of detection (LOD) were
0.01 pmol L' for the first range and 1.89 pmol L' for the second, while the limits of
quantification (LOQ) were 0.03 umol L' and 6.32 umol L, respectively. The developed
method was successfully applied to the determination of SIB in synthetic urine, multivitamin
samples, and seized materials, showing satisfactory recovery results. Validation was performed
through comparison with an HPLC-UV/Vis reference method, demonstrating good agreement
between the results. The findings indicate that the electrochemically treated graphite sheet
electrode is a promising, low-cost, and easy-to-prepare alternative for the determination of SIB
in different matrices, with potential applications in forensic analysis, sanitary control, and

antidoping.

Keywords:; electroanalysis; square wave voltammetry; electrochemical sensors; surface

treatment.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura molecular da SIB. ..........occuiieiiiiiiiiecieeeeeee e e 15
Figura 2. Forma estrutural do grafite..........ccceeviieiiiiiiieiieiiieieeeee et 25

Figura 3. Imagem dos componentes da célula impressa 3D. (A) Corpo da célula; (B) base da
célula com os parafusos que fixam a célula pelas extremidades; (C) tampa da célula; (D) chapa
de aco; (E) eletrodo de trabalho, folha de grafite; (F) o-ring utilizado para delimitar a area
EEOMELTICA (A = SINIM). .oeiiiiiiiiiieitie ettt et e et e st e et esbee et e e saeeenbeesnaeenneens 38

Figura 4. Estudo de comparagao dos tratamentos no eletrodo GS. (A) Voltamogramas ciclicos
na presenca de 50 pumol L' em tampido BR pH 7, usando o eletrodo GS com diferentes
tratamentos (B) Corrente de pico (Ip / uA) e potencial de pico (Ep / V) para os diferentes
ELALAIMIEIITOS. +...teiutieiiietieet ettt ettt et e bt e e st e bt e st e e s bt e e st e e bt e et e e bt e et enbeesaneens 44

Figura 5. Resposta de voltametria ciclica (CV) obtida na presenca de 1 mmol L' de
[Fe(CN)s]*/* em solucdo de KC10,10 mol L' a 50 mV s™'. (B) Diagrama de Nyquist registrado
na presenca da sonda de ferricianeto (1 mmol L™') em solugdo de KC1 0,10 mol L™! aplicando
+0,2165 e +0,2417 V vs. AglAgClKCl(sat.) para o GS nao tratado e tratado
eletroquimicamente, respectivamente. A faixa de frequéncia utilizada foi entre 50 kHz ¢ 0,1 Hz.
As curvas em vermelho correspondem aos eletrodos de GS nao tratados (puros), enquanto as
curvas em azul correspondem aos eletrodos de GS tratados eletroquimicamente. (C, D) Circuito
de Randles proposto para o sistema estudado para GS (C) € GSE (D). .cccovvvvvvvieeiniieiieenne 46

Figura 6. Voltamogramas ciclicos para 1 mmol L' [Ru(NH3)6]Cl3, variando a velocidade de
varredura de 10 — 200 mV s-1 nos eletrodos GS € GSE........ccccoooiiiiiiiiiniieeeeeeeeee, 48

Figura 7. (A) Anélise da densidade de corrente elétrica (AJ / pA cm™) com a variagdo da
velocidade de varredura de 5 - 30 mV s™! para as superficies dos eletrodos GS (linha azul) e GS
E (linha laranja), conforme indicado na Figura. (B) Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca
A 0,1 MOL L@ KCLt oottt ettt e et eae et e e e et eae et eseeeneeeanenes 50

Figura 8. Investigacdo do comportamento eletroquimico da SIB pelo estudo de velocidade de
varredura. (A) Voltamogramas ciclicos para 200 umol L' de SIB em tampao BR pH 7, variando
a velocidade de varredura 10 - 200 mV s™'. (B) Relacfo linear entre I, e v, (C) entre I, e v e

(D) Nt L € 10 V. ettt ettt ettt s e et esnbeeseeeneeenne 53

Figura 9. Estudo de pH. (A) Voltamogramas ciclicos para 100 umol L' de SIB, variando pH do
tampao BR 4 - 7. (B) Relagao Ip VS PH VS EP.eveiiiiiiiiieceeeeee e 54



Figura 10. Estudo de eletrdlitos. (A) Voltamogramas ciclicos para 100 umol L de SIB,
variando o eletrolito entre tampao BR, tampao fosfato e tampao citrato, todos em pH = 7. (B)
Relagdo entre I, € E, para cada tampao. ........cecveeriieeiieniieniieieeieete ettt 55

Figura 11. Otimizagdo SWV - Amplitude. (A) Voltamogramas de onda quadrada de 5 pmol L™!
de SIB variando amplitude 10 - 70 mV. (B) Relagao entra Ip e W12 com a variagdo da amplitude.
Condigdes SWV: =25 Hz; AE=5MV. ..o 57

Figura 12. Otimizagdo SWYV - Frequéncia. (A) Voltamogramas de onda quadrada de 5 umol L~
! de SIB variando frequéncia de 10 - 60 Hz. (B) Relagdo entre Ip e W12 para cada valor de
frequéncia estudado. Condigcdes SWV: a=40mV; AE=5mV.....ccccccooeviiniiiiienieienieenene 58

Figura 13.0timizacdo SWV - Incremento de potencial (AE). (A) Voltamogramas de onda
quadrada de 5 pmol L™! variando incremento de potencial de 1 - 10 mV. (B) Relacdo entre Ip e
W2 para cada valor de incremento de potencial estudado. Condigdes SWV: a =40; f=20 Hz.

Figura 14. Otimizacdo DPV - Tempo de modulagdo. (A) Voltamogramas de pulso diferencial
para 5 umol L' de SIB variando tempo de modulacio de 10 - 90 ms. (B) Relacdo de Ip e W12
para cada valor de tmod estudado. Condilgdes DPV: a=50 mV; AE=8 mV. .....cccovriencnnnn. 60

Figura 15. Otimiza¢do DPV - Amplitude. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para 5 umol
L' de SIB variando amplitude de 10 - 90 mV. (B) Relagio de Ip e Wi, para cada valor de
amplitude estudado. Condigdes DPV: tmod =40 mV; AE =8 mMV....cccooiiiiniininiiiiiicicn 61

Figura 16. Otimizacdo DPV - Incremento de potencial (AE). (A) Voltamogramas de pulso
diferencial para 5 pmol L' de SIB variando AE de 1 - 10 mV. (B) Relagdo entre Ip e W1, para
cada valor de incremento de potencial estudado. Condigdes DPV: tnod =40 ms; a = 60 mV..62

Figura 17. Comparacao entre SWV (linha vermelha) e DPV (linha azul) para anélise de 5 umol
L' de Sibutramina. Condicdes otimizadas SWV: a =40 mV; f=20 Hz; AE = 6 mV. Condicdes
otimizadas DPV: tmed =40 ms; a=60mV; AE=TmV........ccoooiiiiiiiiiiiie e, 63

Figura 18. (A) Votamogramas obtidos para concentragdes crescentes de SIB variando de 0,1 -
45 umol L' em BR 7 utilizando o GSE (linha vermelha) em comparagio com os voltamogramas
obtidos para GS sem tratamento (linha verde). (B) Grafico de calibracao da andlise de SIB
utilizando GSE (linha vermelha) e GS sem tratamento (linha verde). Condigoes SWV: a = 40
MV; £=20 HZ; AE = O MV, oottt e e e st eeee e 64



Figura 19. Voltamogramas obtidos para estudo de repetibilidade para 5 e 15 pmol L! de SIB
em eletrolito suporte tampao BR 7 utilizando GSE por SWV. Condi¢des SWV: a=40 mV; f=
20 HZ; AE = OIMV.c.oiiiieeeeeeee ettt sttt be ettt ettt ae b enes 66

Figura 20. Voltamogramas realizados em cinco eletrodos em A, B, C, D e E, estudo realizado
em triplicata para 5 pmol L-1 em eletrdlito suporte tampao BR7. Variagdo das intensidades de
corrente obtidas pelos trés eletrodos em D. Condigdes SWV; a=40 mV; =20 Hz; AE =6 mV.

Figura 21. Influéncia de cada espécie interferente na resposta eletroquimica da sibutramina,
utilizando relagdo sibutramina/interferente (1:1) na concentragio de 5 umol L em eletrdlito
suporte tampao BR 7 por SWV. Condi¢gdes SWV: a =40 mV; =20 Hz; AE =6mV. ........... 69

Figura 22. Influéncia de cada espécie interferente na resposta eletroquimica da sibutramina,
utilizando relagdo sibutramina/interferente (1:2) na concentragio de 5 pmol L' de SIB e 10
umol L! de interferente em eletrdlito suporte tampao BR 7 por SWV. Condi¢des SWV: a = 40
MV; £=20 HZ; AE = OMV. ..o e et 70

Figura 23. Voltamogramas obtidos para andlise de (A) amostras de urina, (C) amostra
apreendida (PCMG) e (E) multivitaminico composto com adi¢@o de padrdo. Em B, D e F curvas
respectivas obtidas para analise por adicao de padrao. ........cccceecvveriercieerieeniienie e, 72



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Comparagao entre métodos nao eletroquimicos ja reportados na literatura para
EteCQAO A SIB ..ottt e e et e e e et e e e e e eaaae e eeanees 31

Tabela 2. Comparagao entre métodos eletroquimicos encontrados na literatura para detecg¢ao

Tabela 3. Reagentes utilizados para preparacao de solugdes para realizacdo dos experimentos,
COmM SEUS IeSPectivos tEOres € PrOCEAENCIA . o.uvreeiurieeiiieeireeeiieeeieeeeiee e et e e sreeeeereeeereeeeaaeeenes 36

Tabela 4. Resumo dos parametros eletroquimicos entre os eletrodos folha de grafite nao
tratada (GS) e folha de grafite tratada eletroquimicamente (GSE). ........ccccooveevieniiieciieniienen. 51

Tabela 5. Valores resumidos da otimizagdo da SWV para analise de 5 pmol L ! de SIB........ 59

Tabela 6. Valores resumidos da otimiza¢io da DPV para analise de 5 umol L' de SIB. ........ 62

Tabela 7. Parametros analiticos obtidos para o estudo de SIB utilizando GS E por SWV....... 65

Tabela 8. Resultados (média + DP) para a determinacdo de SIB em urina sintética, amostras
apreendidas (PCMGQG) e multivitaminico usando o método proposto e GS tratado como
eletrodos de trabalho..........cc.oooiiiiiiiiiiii e 72

Tabela 9. Comparagao dos resultados da determinacdo de SIB obtidos por SWV e HPLC em
amostras apreendidas (PCMG) € multivitaminiCo..........coeueeueerieiiiienieeieeiie e 75

10



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

AE — Incremento de potencial

a —Amplitude de pulso

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Cdl — Capacitancia da dupla camada, do inglés, Capacitance double layer

CV — Voltametria Ciclica, do inglés Cyclic Coltammetry

DPV — Voltametria de Pulso Diferencial, do inglé€s Differential Pulse Voltammetry
Ea — Potencial de pico anddico

Ec — Potencial de pico Catoddico

Ep — Potencial de pico

EIS — Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, do inglés, Electrochemical Impedance
Spectroscopy

f— Frequéncia

GC/MS - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas, do inglés, Gas
chromatograph-mass spectrometer

GS — Eletrodo folha de grafite, do inglés, grafite sheet

GSE — Eletrodo folha de grafite tradado eletroquimicamente, do inglés, grafite sheet
electrochemistry treated

HPLC — UV-Vis — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detecgdo Ultravioleta-Visivel,
do inglés, High-Performance Liquid Chromatography coupled with UV-Visible detection

HPTLC — Cromatografia em Camada Delgada de Alta Eficiéncia, do inglés, High-Performance
Thin-Layer Chromatography

Ip, — Corrente de pico anddica

Ip. — Corrente de pico catodica

Ip — Corrente de pico

PCMG — Policia Civil de Minas Gerais

PF — Policia Federal

Rct — Resisténcia a transferéncia de carga

Rs — Resisténcia da solugao

RDC - Resolugdo da Diretoria Colegiada (ANVISA)

SCOUT - do inglés, Sibutramine Cardiovascular outcomes trial
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SIB — Cloridrato de Sibutramina

SWYV — Voltametria de Onda Quadrada, do inglés, Square Wave Voltammetry
UV-Vis — Espectrofotometria UV-Vis

WADA — World Anti-Doping Agency
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1. Introdugao

1.1. Sibutramina

A sibutramina (SIB) ¢ um farmaco sintético estruturalmente relacionado as anfetaminas,
originalmente desenvolvido para o tratamento da depressdo, que atua como inibidor da
recaptagdo de monoaminas, principalmente serotonina e¢ noradrenalina, ¢ em menor grau
dopamina. Quimicamente, a SIB ¢ uma amina tercidria sintética derivada das feniletilaminas,
comercializada na forma de cloridrato monoidratado de N-{1-[1-(4-clorofenil)cicloexil]-3-
metilbutil}-N,N-dimetilamina. A molécula apresenta um centro quiral, sendo comercializada
como uma mistura racémica de dois enantidmeros (Figura 1). Seu mecanismo farmacologico
baseia-se na inibicdo da recaptagdo de serotonina, noradrenalina ¢ dopamina nas fendas
sinapticas, promovendo aumento da saciedade e do gasto energético, o que justifica sua
aplica¢do clinica no tratamento da obesidade (MARCON et al., 2025; JAMES et al., 2010;
SAICHANAPAN; PROMSUWANB; LIMBUT, 2020).

Figura 1. Estrutura molecular da SIB.
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S - Sibutramina R - Sibutramina

Apesar de sua eficécia terapéutica, diversos estudos tém demonstrado riscos associados
ao uso prolongado da SIB. O estudo multicéntrico “SCOUT” (nome atribuido ao estudo
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realizado por James et. al, do inglés Sibutramine Cardiovascular outcomes trial), foi realizado
envolvendo mais de 10.000 pacientes, evidenciou um aumento significativo na incidéncia de
eventos cardiovasculares graves, como infarto do miocéardio e acidente vascular cerebral nao
fatal, especialmente em individuos com doenca cardiovascular preexistente ou diabetes mellitus
tratados com doses entre 10 e 15 mg por dia (JAMES et al., 2010; RODRIGUEZ-GUERRA et
al., 2021).

No contexto regulatorio brasileiro, a SIB ¢ o medicamento anorexigeno com registro
valido mais antigo junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), tendo sido
aprovada em marco de 1998. Atualmente, ha diversos fabricantes autorizados a produzi-la no
pais. Entretanto, devido aos seus potenciais efeitos adversos, especialmente cardiovasculares,
o farmaco passou por sucessivas reavaliagdes regulatorias. Em 2010, por meio da RDC n°
13/2010, a SIB foi remanejada da Lista C1 para a Lista B2 de substancias controladas.
Posteriormente, a RDC n° 52/2011 iniciou formalmente sua reavaliacdo de seguranga,
culminando em atualiza¢des normativas como a RDC n° 50/2014 e a RDC n° 133/2016, que
estabeleceu o limite méximo de prescricdo de 15 mg por dia e restringiu sua dispensagdo a
apresentacdo de notificacdo de receita B2, emitida por profissionais médicos habilitados

(BRASIL, Ministério da Saude, ANVISA).

Apesar do controle regulatdrio, a SIB tem sido frequentemente detectada de forma
irregular em suplementos alimentares, produtos fitoterdpicos e formulacdes clandestinas para
emagrecimento, muitas vezes sem qualquer controle de qualidade ou informagao adequada ao
consumidor. Essa pratica ilegal tem resultado em um aumento significativo de apreensdes por
orgdos de fiscalizacdo e seguranga publica, configurando ndo apenas infragdes sanitarias, mas
também um grave problema de satde publica, devido aos riscos associados ao consumo

inadvertido ou ndo monitorado do farmaco. (CASCARDO, 2024)

Nesse contexto, em 2022, a ANVISA determinou a apreensdo e a inutilizagdo de um
medicamento falsificado denominado SIBUTONIC, supostamente comercializado como SIB
15 mg, apds dentncia envolvendo a empresa Accord Farmacéutica Ltda., que declarou ndo
produzir nem deter registro do referido produto (‘““Anvisa determina apreensdo de sibutramina
falsificada”, 2022; “Accord Farma — Empresa Biofarmacéutica”, 2025). A decisdo foi
fundamentada na constatacdo de comercializagdo irregular por meio de sites estrangeiros,

conforme descrito no comunicado oficial:
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Anvisa determinou a apreensdo e a inutilizacdo do medicamento SIBUTONIC
(sibutramina 15 mg), 100 capsulas, lote TYU69852, supostamente fabricado por
Accord Farmacéutica Ltda. A empresa desconhece a existéncia do produto, ja que ndo
o produz e nem detém o registro junto a Anvisa. A falsificagdo foi identificada pela
Accord apo6s contato de uma consumidora revelar a comercializagdo do produto por
meio dos sites estrangeiros...

(“Anvisa determina apreensédo de sibutramina falsificada”, 2022)

De forma semelhante, em 2024, a Policia Civil do Estado do Rio de Janeiro (PCRJ)
deflagrou uma operacdo contra a comercializacdo de medicamentos ilegais voltados ao
emagrecimento, amplamente divulgados em redes sociais como produtos “naturais” e de efeito
rapido (CASCARDO, 2024). Entre os produtos apreendidos destacava-se o denominado “Seca
Maximo”, cuja composi¢ao ndo informava a presenga de sibutramina, apesar de esta ter sido

identificada em analise pericial, conforme relatado:

As investigagdes apontam que Marcelly Neves de Lima chefiava uma quadrilha,
formada por pelo menos mais cinco pessoas, que usava as redes sociais para vender
um produto chamado “Seca Maximo”. Os anuncios afirmavam que se tratava de
produto 100% natural, fitoterapico, com o qual seria possivel um emagrecimento
“milagroso”, perdendo-se até 10 kg em menos de duas semanas. Os kits eram
vendidos por R$ 110,00. Segundo a Policia, a investigacdo comegou apds uma vitima,
que pediu anonimato, informar ter adquirido o produto e, logo apods o uso, passou a
ter fortes efeitos colaterais, como tonturas, vomitos, tremores, sudorese, dentre outros.
A vitima levou o produto até a policia. O remédio foi apreendido e enviado para a
pericia, que identificou substancias como Sibutramina (inibidor de apetite que atua no
sistema nervoso central e precisa de receita médica de controle especial para ser
adquirido) e Bisacodil (um laxante).

(CASCARDO, 2024)

Mais recentemente, em 2025, a Policia Civil do Paran4 (PCPR) realizou a prisao de trés
individuos suspeitos de integrar uma associacdo criminosa responsavel pela falsificagdo e
comercializagdo de medicamentos sem registro na ANVISA, incluindo produtos destinados ao
emagrecimento (“PCPR prende 3 pessoas por falsificar medicamentos e canetas
emagrecedoras”, 2025). Entre os itens apreendidos encontravam-se substancias de uso

controlado e proibido, algumas com prazo de validade vencido, conforme noticiado:

A Policia Civil do Parana (PCPR) prendeu em flagrante trés homens, de 41, 26 e 30
anos, suspeitos de integrarem uma associagdo criminosa responsavel pela
comercializa¢do de medicagdes falsificadas. As prisdes aconteceram terga-feira (26),
nos bairros Sitio Cercado e Pinheirinho, em Curitiba. Entre os itens comercializados
estavam toxina botulinica (usado para procedimentos estéticos, como eliminagao de
rugas), semaglutida (canetas usadas para tratamento de diabetes e emagrecimento),
enzimas injetaveis, lipostabil (proibido pela Anvisa), canabidiol, oximetolona e
sibutramina sem registro na Anvisa, inclusive com data de validade vencida.

(“PCPR prende 3 pessoas por falsificar medicamentos e canetas emagrecedoras”,
2025)

Além dos riscos sanitarios associados ao uso indiscriminado e clandestino, a SIB

r

apresenta relevancia adicional no contexto esportivo, uma vez que ¢ classificada como
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substancia proibida pela World Anti-Doping Agency (WADA). De acordo com a Lista de
Substancias Proibidas, a sibutramina encontra-se incluida na Se¢do S6.B — Estimulantes
Especificados, sendo proibida em competi¢do, devido ao seu potencial de alterar o estado de
alerta, reduzir a sensacdo de fadiga e conferir vantagem competitiva indevida, além dos
reconhecidos riscos a saude. A presenca desse farmaco em suplementos alimentares,
multivitaminicos ou produtos comercializados de forma fraudulenta configura um problema
particularmente critico, pois pode resultar em testes antidoping positivos nao intencionais,
acarretando consequéncias esportivas, €ticas e legais para atletas e usuarios. Esse cendrio
evidencia a necessidade de métodos analiticos sensiveis, seletivos e confiaveis capazes de
detectar e quantificar a sibutramina em diferentes matrizes, mesmo em baixas concentragdes

(Coédigo Mundial Antidopagem — Padrao Internacional — Lista Proibida, WADA, 2026).

Diante desse contexto, torna-se fundamental o desenvolvimento e a aplicacdo de
métodos analiticos adequados que permitam a identificagdo segura da SIB em amostras
complexas, como suplementos alimentares, formula¢des farmacéuticas e matrizes bioldgicas.
Entre as diferentes abordagens disponiveis, os métodos eletroanaliticos destacam-se como
ferramentas promissoras, devido a sua elevada sensibilidade, rapidez de andlise, baixo custo

instrumental e potencial para aplicacdo em analises in situ. (TEJASHWINI et al., 2024)

1.2. Métodos eletroanaliticos

A eletroquimica ¢ o ramo da quimica que se dedica ao estudo da inter-relagdo entre
fendmenos elétricos e quimicos, abrangendo tanto as transformagdes quimicas induzidas pela
passagem de corrente elétrica quanto a geracao de energia elétrica a partir de reacdes quimicas
(BARD; FAULKNER, 2001). Nesse contexto, a eletroquimica forense tem se destacado como
uma area em rapida expansdo, impulsionada pela crescente demanda por métodos analiticos
sensiveis, rapidos e aplicaveis em diferentes cenarios. As aplicacdes da eletroquimica forense
abrangem diversos setores, incluindo as areas alimenticia, ambiental, biomédica, agricola,
petrolifera e criminal, com destaque para o uso de dispositivos portateis e de baixo custo para
a deteccdo de analitos. Nesse sentido, a voltametria tem ganhado destaque como uma
ferramenta eficiente para a identificagdo e quantificagdo de diferentes substancias quimicas,

permitindo a determinagdo de analitos por meio da medi¢do da corrente resultante de processos
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eletroquimicos sob aplicacao controlada de potencial (TEJASHWINI et al., 2024; OLIVEIRA
et al., 2018; DE ARAUJO et al., 2018; SINGH et al., 2024).

Os métodos voltamétricos baseiam-se na medida da corrente elétrica em funcdo do
potencial aplicado a um sistema eletroquimico. Em condi¢des de polarizacdo, a resposta de
corrente esta frequentemente associada a transferéncia de massa do analito até a superficie do
eletrodo, a qual controla a velocidade dos processos de oxidacao ou reducao (SKOOG et al.,
2005; BARD; FAULKNER, 2001; RICHARD GUY COMPTON et al., 2020). Dessa forma, a
voltametria permite ndo apenas a quantificacdo de espécies eletroativas, mas também a

investigagdo de mecanismos eletroquimicos.

Do ponto de vista fundamental, os processos eletroanaliticos ocorrem na interface entre
o eletrodo e o eletrélito, regido na qual ha transferéncia de carga entre espécies quimicas € o
material condutor. Nessa interface, a condugdo elétrica ocorre por mecanismos distintos: no
eletrodo, o transporte de carga se dd pelo movimento de elétrons, enquanto na solugdo
eletrolitica ocorre pelo deslocamento de ions. A aplicagdo de um potencial elétrico externo
promove uma diferenca de energia entre essas fases, controlando a dire¢do e a velocidade das
reacdes de oxidagdo e reducdo. Dessa forma, o controle preciso do potencial aplicado constitui
um dos aspectos mais importantes da eletroquimica experimental, uma vez que determina a
ocorréncia dos processos de transferéncia de carga e influencia diretamente a resposta de
corrente medida. Além disso, a regido interfacial € caracterizada pela presenga da dupla camada
elétrica, cuja estrutura e propriedades afetam significativamente os fendmenos de adsorgao,
cinética eletroquimica e transporte de massa, sendo, portanto, determinantes no desempenho de
sensores eletroanaliticos (BARD; FAULKNER, 2001; RICHARD GUY COMPTON et al.,
2020).

Dentre as técnicas voltamétricas, a voltametria de varredura linear (LSV, do inglés linear
sweep voltammetry) e a voltametria ciclica (CV, do inglés cyclic voltammetry) destacam-se pela
simplicidade experimental e pela capacidade de fornecer informagdes qualitativas sobre o
sistema eletroquimico. Por outro lado, as técnicas de pulso foram desenvolvidas com o objetivo
de melhorar a sensibilidade analitica, por meio da minimizagao da contribui¢do da corrente nao
faradaica associada ao carregamento da dupla camada elétrica. Nessas técnicas, a corrente ¢
geralmente medida ao final de cada pulso de potencial aplicado, reduzindo a interferéncia do
sinal de fundo. Entre os métodos de pulso, destacam-se a voltametria de pulso diferencial (DPV,

do inglés differential pulse voltammetry) e a voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés
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square wave voltammetry), amplamente empregadas em analises quantitativas devido a sua
elevada sensibilidade e melhor definicdo de picos. Nessas técnicas, a aplicacdo de pulsos de
potencial e o tratamento diferencial do sinal permitem a redugdo significativa das correntes
capacitivas, resultando em voltamogramas com maior relagao sinal/ruido e melhor resolugao

analitica (RICHARD GUY COMPTON et al., 2020).

1.2.1 Voltametria Ciclica

A CV ¢éuma das técnicas eletroanaliticas mais amplamente utilizadas para a investigacao
de sistemas eletroquimicos, sendo particularmente valiosa na elucidacdo de mecanismos de
transferéncia de carga e na caracterizacdo de processos redox. Sua ampla aplicagcdo deve-se a
capacidade de fornecer, de forma relativamente simples e rapida, informagdes tanto
termodindmicas quanto cinéticas, além de permitir a identificacdo de reagdes quimicas
acopladas ao processo eletroquimico (HEINZE, 1984; RICHARD GUY COMPTON et al.,
2020; BARD; FAULKNER, 2001).

Na CV, o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho ¢ variado linearmente com o tempo,
seguindo uma forma de onda triangular. Inicialmente, o potencial ¢ varrido em um sentido
(direto) até um valor previamente definido, denominado potencial de inversdo, apos o qual o
sentido da varredura ¢ revertido, retornando ao potencial inicial. Durante esse processo, a
corrente resultante € registrada em fun¢do do potencial aplicado, originando o voltamograma

ciclico (SKOOG et al., 2005; HEINZE, 1984).

A resposta de corrente obtida em experimentos de CV ¢ composta por duas
contribuigdes principais: a corrente faradaica, associada as reagdes de oxidacdo e reducao das
espécies eletroativas, e a corrente ndo faradaica, decorrente do carregamento da dupla camada
elétrica na interface eletrodo/eletrolito. A separacdo entre essas contribui¢des ¢ fundamental,
uma vez que a corrente capacitiva estd diretamente relacionada as propriedades interfaciais do
eletrodo, como area ativa e estrutura da dupla camada, podendo influenciar significativamente

a resposta experimental (BARD; FAULKNER, 2001; HEINZE, 1984).

A forma e as caracteristicas dos voltamogramas obtidos fornecem informagdes
relevantes sobre o comportamento do sistema eletroquimico, funcionando como uma

“impressao digital” do processo investigado. A andlise de parametros como corrente de pico
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(Ip), potencial de pico (Ep) e sua dependéncia com a velocidade de varredura (v) permite
distinguir diferentes regimes de controle do processo eletroquimico (BARD; FAULKNER,
2001).

Do ponto de vista mecanistico, a CV permite ainda classificar os sistemas
eletroquimicos quanto a sua reversibilidade. Em sistemas reversiveis, a transferéncia de carga
¢ suficientemente rapida para manter o equilibrio na interface eletrodo/solugdo, resultando em
picos bem definidos e separagdao de potencial caracteristica. J4 em sistemas quase-reversiveis
ou irreversiveis, a cinética de transferéncia de carga ¢ mais lenta, refletindo-se em alteragdes na
forma do voltamograma, deslocamento dos potenciais de pico e aumento da separagdo entre os

picos anddico e catodico (BARD; FAULKNER, 2001).

Dessa forma, a CV constitui uma ferramenta fundamental na caracterizacao de sistemas
eletroquimicos, permitindo a obtengdo de informagdes detalhadas sobre mecanismos de reacao,

transporte de massa e fendmenos interfaciais.

1.2.2 Voltametria de Pulso Diferencial

A aplicagdo de técnicas voltamétricas de pulso, como a DPV, baseia-se na imposi¢ao de
perturbagdes discretas de potencial ao eletrodo de trabalho, com posterior amostragem da
corrente em intervalos de tempo controlados. A utilizagdo de pulsos de potencial foi
inicialmente proposta por Barker, com o objetivo de melhorar a resposta analitica em
comparagdo as técnicas de varredura continua. Essa abordagem promove um aumento

significativo na razdo entre corrente faradaica e corrente capacitiva, uma vez que a corrente
. . A . 1
faradaica decai com o tempo segundo uma dependéncia do tipo 1/t / 2, enquanto a corrente

. . . t . . . N
capacitiva decai exponencialmente (e / RC), sendo rapidamente suprimida apods a aplicagao do

pulso (STOJEK Z. et.al, 2010; BARD; FAULKNER, 2001; SOUZA et al., 2003).

Como consequéncia direta desse comportamento temporal distinto, as técnicas de pulso
apresentam maior sensibilidade e menores limites de deteccdo quando comparadas a LSV ou
CV. A melhoria na razdo sinal/ruido estd associada a minimizacao da contribui¢cdo da corrente

de carregamento da dupla camada elétrica, fendmeno amplamente descrito na teoria da interface
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eletrodo/solugdo (BARD; FAULKNER, 2001; RICHARD GUY COMPTON et al., 2020;
STOJEK Z. et.al, 2010).

Na DPV, pulsos de potencial de amplitude constante sao superpostos a uma rampa linear
de potencial. A corrente ¢ medida em dois instantes distintos: imediatamente antes da aplicagao
do pulso e ao final do pulso. O sinal analitico ¢ obtido pela diferenca entre essas correntes,
sendo que a primeira esta associada predominantemente a corrente capacitiva, enquanto a
segunda contém majoritariamente a contribui¢ao faradaica. Essa operacao diferencial resulta
na supressao eficiente da corrente de fundo, permitindo a obtengdo de voltamogramas com
elevada defini¢do de pico e maior sensibilidade analitica (SOUZA et al., 2003; STOJEK Z. et.al,
2010).

Do ponto de vista operacional, a resposta obtida em DPV ¢ fortemente dependente dos
parametros experimentais empregados, tais como amplitude de pulso (a), tempo de modulagio
(tmoa, do inglés modulation time) e incremento de potencial (4E), os quais influenciam
diretamente a intensidade do sinal, a resolu¢do dos picos e a razdo sinal/ruido. O ajuste
adequado desses parametros permite otimizar a resposta analitica e adaptar a técnica para
diferentes aplicacdes, especialmente na determinagao de analitos em niveis traco (MOLINA;

JOAQUIN GONZALEZ, 2015).

Além disso, a forma do voltamograma obtido em DPV apresenta tipicamente um perfil
gaussiano, no qual a corrente de pico € proporcional a concentracdo da espécie eletroativa,
enquanto o potencial de pico esta relacionado as propriedades termodindmicas do sistema
redox. Essa caracteristica torna a técnica particularmente adequada para aplicagdes
quantitativas e para a andlise de espécies em baixas concentragdes (SOUZA et al., 2003;

RICHARD GUY COMPTON et al., 2020; BARD; FAULKNER, 2001).

1.2.3. Voltametria de Onda Quadrada

A SWYV ¢ uma técnica eletroanalitica altamente versatil, podendo ser considerada uma
combinagao dos principais aspectos de diferentes métodos voltamétricos de pulso. Essa técnica
retne a elevada sensibilidade e a eficiente supressao da corrente de fundo observadas na DPV,

o carater diagnostico da voltametria de pulso normal e a capacidade de investigar diretamente
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espécies eletroativas geradas durante o experimento, de forma semelhante a voltametria de

pulso reverso (BARD; FAULKNER, 2001; LOVRIC M., 2010).

A forma de aplicacdo do potencial na SWV ocorre quando uma onda quadrada ¢
superposta a uma escada de potencial. Nesse método, os pulsos de potencial de amplitude; sdo
aplicados sobre incrementos sucessivos de potencial (4E), com duragao total de um ciclo igual
a 1. A largura de cada semiciclo (7/2) ¢ definida como t, sendo a frequéncia de aplica¢do dos
pulsos dada por f = 1/t (SOUZA et al., 2003; MIRCESKI; GULABOSKI, 2014). Durante
cada ciclo, a corrente ¢ amostrada duas vezes: ao final do pulso direto, no sentido da varredura
de potencial, e ao final do pulso reverso, no sentido oposto. Essas correntes sdao denominadas
corrente direta e corrente reversa, respectivamente. A partir dessas medic¢des, sdo obtidos trés
sinais distintos: os voltamogramas de corrente direta, corrente reversa e corrente diferencial
(resultante), sendo este ultimo definido pela diferenga entre as correntes direta e reversa

(BARD; FAULKNER, 2001; SOUZA et al., 2003: SCHOLTZ/Milivoj Lovric).

1.3. Eletrodos de carbono

Os eletrodos desempenham um papel fundamental nos processos eletroanaliticos, uma
vez que a interface eletrodo/solucao € o local onde ocorrem as reagdes de transferéncia de carga
e os fendmenos interfaciais que governam a resposta eletroquimica, portanto a selecdo de um
material condutor adequado ¢ uma parte importante do desenvolvimento de um método

eletroanalitico. (MARRA et al., 2025)

Na superficie do eletrodo, ions eletroativos dissolvidos alteram suas cargas trocando um
ou mais elétrons com o material condutor. A reacdo eletroquimica na superficie do eletrodo
causa gradientes de concentracdo perpendiculares a superficie do eletrodo. A corrente ¢
proporcional a esses gradientes de concentragdo. Essa relacdo depende da geometria do
eletrodo, das condi¢des hidrodinamicas da solucdo (se ha agitagdo ou ndo) e da técnica
voltamétrica. No entanto, em todos os casos, a corrente atinge um méaximo, ou um valor limite,
que ¢ proporcional a concentragdo da solucdo reagente. Isso ¢ chamado de polarizagao de
concentragio do eletrodo de trabalho. E a base de todas as aplica¢des analiticas da voltametria

(KOMORSKY S., LOVRIC M., 2010).
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Nesse contexto, os materiais de carbono t€m se destacado amplamente como eletrodos
de trabalho devido as suas propriedades fisico-quimicas favoraveis, tais como: ampla janela de
potencial devido a cinética lenta da oxidagdo do carbono, baixa corrente de fundo, elevada
estabilidade quimica, boa condutividade elétrica e baixo custo. Além disso, a versatilidade
estrutural do carbono, que pode ser encontrado em diferentes formas alotropicas e graus de
organizagdo, permite a modificacdo de sua superficie e o ajuste de suas propriedades
eletrocataliticas, favorecendo a interagcdo com espécies eletroativas e a melhoria da
sensibilidade analitica (BARD; FAULKNER, 2001; KOMORSKY S., LOVRIC M., 2010;
KANGMENNAA; RICHARD BAFFOUR FORKUO; ERIC SELORM AGORKU, 2024).

Os eletrodos de carbono sdo feitos de diversos materiais, como grafite de pureza
espectral, carbono vitreo, p6 de grafite com ligantes liquidos ou solidos, fibras de carbono,
grafite pirolitico, nanotubos de carbono, diamante dopado com boro e carbeto de titanio
(BARD; FAULKNER, 2001; KOMORSKY S., LOVRIC M., 2010; USLU; OZKAN, 2007;
KANGMENNAA; RICHARD BAFFOUR FORKUO; ERIC SELORM AGORKU, 2024).

Os eletrodos de pasta de carbono s3o misturas preparadas a partir de p6 de grafite e
varios liquidos organicos imisciveis em agua, de carater nao eletrolitico. Esse tipo de eletrodo
de pasta de carbono ¢ classificado como eletrodo de carbono puro ou ndo modificado. (USLU;
OZKAN, 2007; SVANCARA et al., 2001) Na literatura encontra-se diversas aplicagdes desse
eletrodo na eletroquimica, Mbokou e colaboradores realizaram um estudo sobre a aplicagdo de
eletrodos de pasta de carbono para deteccdo de acetaminofeno. Javanbakht e colaboradores
utilizaram eletrodos de pasta de carbono modificados com gel de silica nanoporoso
organofuncionalizado para detec¢do de ions de Cobre (II) (Cu?**) (SERGE FOUKMENIOK
MBOKOU et al., 2016; MEHRAN JAVANBAKHT et al., 2007).

O carbono vitreo ¢ uma classe de carbono nao grafitizante amplamente utilizada como
material de eletrodo em eletroquimica. (USLU; OZKAN, 2007) Na literatura sdo encontradas
diversas aplicacdes desse eletrodo na eletroanalitica, Tyszczuk-Rotko e colaboradores
utilizaram o carbono vitreo para detec¢do de diclofenaco em amostras farmacéuticas,
modificando a superficie com tratamento eletroquimico realizando cinco varreduras
voltamétricas ciclicas de — 1,5 a 2,5 V a uma taxa de varredura (v) de 100 mV/s em NaOH 0,1
mol L' (TYSZCZUK-ROTKO; KELLER; LIWAK, 2025). Engin e colaboladores utilizaram o
eletrodo de carbono vitreo para detec¢do de paracetamol, e Li e colaboladores utilizaram este

eletrodo modificado covalentemente com poli (&lcool vinilico) (PVA), fabricado por meio de
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um procedimento de oxidacdo eletroquimica para deteccdo de dopamina, acido ascérbido e

acido urico (C. ENGIN et al., 2015; LI; LIN, 2006).

O diamante ¢ um polimorfo do elemento carbono, na forma dopada ¢ condutora de
eletricidade. O eletrodo de diamante dopado com boro ¢ caracterizado por uma ampla janela de
trabalho, corrente de fundo baixa e estavel e resisténcia a corrosdo. (KONDO, 2022;
KOMORSKY S., LOVRIC M., 2010; USLU; OZKAN, 2007) Moreira e colaboradores
utilizando o BDD para a determinagdo de colchicina (CO) em formulacdes farmacéuticas e
urina por amperometria de pulso multiplo (MPA) com sistema de andlise por inje¢do em fluxo

(FIA) (MOREIRA et al., 2018).

Como apresentado nesta se¢do, eletrodos de carbono possuem uma alta versatilidade,
por exemplo, um grafite de ponta de lapis pode ser usado como substrato para eletrodo de filme
de bismuto para a determinacdo de metais trago. (KOMORSKY S., LOVRIC M., 2010) O
grafite ¢ um polimorfo do elemento carbono. Possui uma estrutura lamelar onde os 4tomos se
encontram em um plano e estdo fracamente ligados as camadas de grafite adjacentes.
Estruturalmente, o grafite apresenta planos lamelares de carbono sp? organizados em
hexagonos, conforme mostrado na Figura 2, com um alto grau de deslocalizagao dos elétrons,
o que lhe confere boa condutividade elétrica. As camadas sdo mantidas unidas por fracas forgas

de Van der Waals. (USLU; OZKAN, 2007)

Figura 2. Forma estrutural do grafite.

Atomo de
carbono

Forg¢as de Van
der Walls
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Fonte: A autora

1.3.1 Folhas de Grafite (Graphite sheet, GS)

A GS ¢ um material produzido artificialmente. Na literatura ¢ reportado que sua
producao ocorre por deposi¢ao de vapor, produzido pela pirolise de hidrocarbonetos leves em
uma plataforma aquecida seguida de tratamento térmico a temperaturas mais elevadas. Durante
o tratamento em alta temperatura, as camadas sp> se orientam paralelamente umas as outras
com espacamento intercamadas, resultando em um material composto por camadas orientadas
paralelamente empilhadas de grafeno. (USLU; OZKAN, 2007, FERNANDEZ-SOLER et al.,
2023; NAKAMURA et al., 2017)

Grisdale e colaboradores, em 1951, reportaram que existem duas formas de realizar a
pirdlise: manter constante a pressdo de vapor do hidrocarboneto em um forno, ou empregando
um gas de arraste adequado para diluir e transportar o hidrocarboneto através do forno com
pressdo constante. De acordo com os autores, ndo existem diferencas nas propriedades dos
filmes obtidos pelas duas formas de producao. (GRISDALE; PFISTER; VAN ROOSBROECK,
1951; PEREIRA et al., 2019)

As GS sdo conhecidas por apresentar forte anistropia em suas propriedades mecanicas,
elétricas e térmicas, sendo empregadas em capacitores, baterias, condutores térmicos, e de
forma mais recente, sensores e bio-sensores (CERMAK et al., 2020; WEN; HUANG, 2008;
USLU; OZKAN, 2007)

Wei Liu e colaboradores desenvolveram um sensor baseado em nanoestruturas verticais
de NiO suportadas em uma GS para detecg¢@o de peroxido de hidrogénio. O grupo relatou um
procedimento simples para o crescimento direto de nanoestruturas de NiO alinhadas
verticalmente sobre o substrato condutor de grafite por meio de um processo simples e eficaz,

ou seja, o método de molde com surfactante. (LIU et al., 2015)

Limei Fan e colaboradores utilizaram GS para deteccao de catecol e hidroquinona. O
grupo utilizou um papel de grafite esfoliado como eletrodo de suporte para a eletrodeposi¢ao
de nanoparticulas de ouro na fabricagdo do sensor. Os resultados de microscopia eletronica de
varredura e CV revelaram que o sensor foi preparado com sucesso, apresentando estrutura

multicamadas e capacidade de transferéncia de elétrons aprimorada. (FAN; LI; KAN, 2016)
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Embora na literatura os autores demonstram que a GS ¢ um material acessivel para a
construcdo de sensores e bio-sensores, a grande maioria relaciona a necessidade de tratamento
superficial prévio para melhorar sua atividade eletroanalitica. Uma das estratégias relatadas na
literatura envolve a utiliza¢ao de uma fita adesiva comum aderida a superficie basal e removida
para a obten¢do de varias camadas de grafite no eletrodo, porém essa técnica ¢ pouco
reprodutivel principalmente por depender do operador. (USLU; OZKAN, 2007; MARRA et. al,
2025; HONG; CHUNG, 2015)

1.3.1.1 Tratamentos de superficie

A modificagdo da superficie de eletrodos de grafite constitui uma estratégia amplamente
empregada para ajustar propriedades interfaciais e melhorar o desempenho eletroanalitico
desses materiais. As modificagdes atuam principalmente sobre a densidade de defeitos e sitios
de borda, a natureza e quantidade de grupos funcionais superficiais, a rugosidade e area
superficial, o que resulta em alteragdo da hdrofobicidade/hidrofilicidade da superficie e na
cinética de transferéncia de carga, parametros que afetam diretamente a sensibilidade, a
seletividade e a reprodutibilidade dos sensores eletroquimicos. (OLIVEIRA L.S et al., 2018;
BANKS; COMPTON, 2005; SILVA et al., 2019)

A superficie do grafite nao deve ser entendida apenas em termos de composi¢ao quimica
global. Banks e Compton destacam que os sitios de borda e defeitos sdo os principais
responsaveis pela atividade eletroquimica do grafite. Além disso, procedimentos abrasivos de
modificacdo superficial, como o polimento sobre alumina ou a fixacdo abrasiva de particulas,
aumentam a densidade de defeitos, o que reduz sobretensdes e acelera a transferéncia eletronica.

(BANKS; COMPTON, 2005)

Além da criacdo de defeitos e exposicao de bordas, as modifica¢des superficiais do
grafite também estdo fortemente associadas a introdugdo, remogao ou reorganizacao de grupos
funcionais oxigenados. Oliveira et al. avaliaram pds de grafite comerciais e verificaram que
diferencas relativamente pequenas na morfologia ou na area superficial ndo explicavam, por si
s0, as diferengas de desempenho eletroquimico observadas entre os materiais. Segundo os
autores, a variavel decisiva era a quimica superficial, especialmente a natureza e a quantidade

de grupos funcionais superficiais. (OLIVEIRA L.S et al., 2018)

27



No caso especifico das GS comerciais, Silva et al. mostraram que o material pode
apresentar excelente desempenho eletroanalitico mesmo na condig¢@o sem pré-tratamento, desde
que se escolha adequadamente o tipo de folha. Os autores verificaram grande variagdo entre
diferentes grafites comerciais, relacionada a composi¢ao, homogeneidade e condutividade do
substrato de forma que o estudo evidencia que a escolha do substrato €, por si s6, uma forma
de “modificacdo” estratégica do sistema sensor, j& que materiais comercialmente distintos

respondem de maneira bastante diferente. (SILVA et al., 2019)

As modificagdes da superficie do grafite podem ser agrupadas em quatro grandes
classes: (i) modificagdes mecanicas, como polimento e rugosificagdo, que aumentam a
exposicao de planos de borda; (ii) tratamentos quimicos, especialmente acidos, que alteram
grupos funcionais, defeitos e até mesmo a topografia por delaminagdo localizada; (iii)
tratamentos térmicos, que influenciam a dessor¢ao de grupos funcionais e o grau de organizacao
estrutural; e (iv) tratamentos eletroquimicos, capazes de promover oxidagdo, esfoliagdo
superficial e formacdo de estruturas grafénicas diretamente sobre o eletrodo. Embora os
mecanismos especificos variem de um sistema para outro, o efeito comum ¢ a modulacao das
propriedades interfaciais do material, com impacto direto sobre a transferéncia de carga,
adsor¢do de analitos, seletividade e intensidade do sinal analitico. (EMIR BOULEGHLIMAT
etal., 2013; OLIVEIRA L.S et al., 2018; SILVA et al., 2019)

1.4. Métodos analiticos para determinagdo de sibutramina

A determinagdo de SIB envolve desafios analiticos relevantes, especialmente quando
associada a matrizes complexas e a necessidade de métodos rapidos e sensiveis. Diversas

técnicas analiticas tém sido reportadas na literatura para a determinacao de SIB.

A Tabela 1 apresenta os principais métodos ndo eletroquimicos empregados na
determinagdo de SIB em diferentes matrizes. De modo geral, observa-se a predominancia de
técnicas cromatograficas, como a cromatografia gasosa acoplada ao detector por
espectrometria de massas (GC-MS, do inglés Gas Chromatography coupled with Mass
Spectrometry) e a cromatografia liquida de alto desempenho (CLAE ou HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography), bem como métodos espectrofotométricos e

colorimétricos, amplamente utilizados devido a sua confiabilidade analitica e capacidade de
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identificacdo em matrizes complexas (VANYA RANGELOV KOZHUHAROV et al., 2023;
ARIBURNU et al., 2012; CHORILLI et al., 2011; IMRAN; PARAG PATHADE, 2011;
CHAISIWAMONGKHOL et al., 2020).

Dentre essas abordagens, a GC-MS destaca-se pela elevada seletividade e sensibilidade,
sendo frequentemente aplicada na analise de suplementos adulterados. O método desenvolvido
por Kozhuharov et al. apresentou limite de detec¢ao de 0,181 pg mL™" e possibilitou a
identificacdo de SIB em produtos comercializados para emagrecimento, evidenciando
concentragdes elevadas do farmaco em suplementos adulterados, o que refor¢a os riscos

associados ao consumo desses produtos (VANYA RANGELOV KOZHUHAROV et al., 2023).

Os métodos baseados em HPLC e cromatografia de camada delgada de alto desempenho
(HPTLC, do inglés, high-performance thin-layer chromatography) também sao amplamente
empregados, apresentando boa linearidade, precisdo e aplicabilidade em formulacdes
farmacéuticas e produtos comerciais. Trabalhos como os de Ariburnu et al. e Chorilli et al.
demonstram a viabilidade dessas técnicas para a quantificacdo de sibutramina, com
desempenho analitico adequado para andlises de rotina e controle de qualidade (ARIBURNU

etal., 2012; CHORILLI et al., 2011).

Por outro lado, técnicas espectrofotométricas, como UV-vis, oferecem alternativas mais
simples € de menor custo, embora apresentem limitagdes em termos de seletividade,
especialmente em matrizes complexas. O método proposto por Imran e Pathade apresenta boa
precisdo e aplicabilidade em formulagdes farmacéuticas, porém sua utilizagdo pode ser restrita
em andlises de amostras mais complexas devido a possibilidade de interferéncias (IMRAN;

PARAG PATHADE, 2011).

Mais recentemente, abordagens alternativas, como métodos colorimétricos baseados em
nanoparticulas e detec¢do por smartphone, tém sido exploradas com o objetivo de proporcionar
maior portabilidade e rapidez analitica. O método desenvolvido por Chaisiwamongkhol et al.
permite a deteccdo de SIB por mudanga de cor visivel, com boa precisdo e aplicabilidade em
campo, embora apresente limitacdes em relacdo a faixa linear e a sensibilidade quando

comparado as técnicas cromatograficas (CHAISIWAMONGKHOL et al., 2020).

De maneira geral, embora os métodos ndo eletroquimicos apresentem elevada
confiabilidade e sensibilidade, muitos deles requerem instrumentagao sofisticada, maior tempo

de analise e etapas de preparo de amostra mais elaboradas, o que pode limitar sua aplicacao em
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analises rapidas e in situ (VANYA RANGELOV KOZHUHAROYV et al., 2023; CHORILLI et
al., 2011; CHAISIWAMONGKHOL et al., 2020).
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Tabela 1. Comparagdo entre métodos ndo eletroquimicos ja reportados na literatura para detec¢ao de SIB

Método Faixa linear / pmol L1 ® Amostras LOD / pmol L! Ref *
GC-MS 0.54 - 0.64 Suplementos adulterados 0,54 (1)
HPTLC 250 — 2000 ng/spot™ ® Produtos para emagrecimento 77.34 ng (2)
Smartphone-colorimétrico 5,00 — 15,00 Suplementos adulterados 1,15 3)
RP-HPLC 13,46 — 58,32 Suplementos adulterados 1,99 (4)
UV-Vis 4,95 -74,78 Formulacao farmacéutica 0,39 (5)
RP-HPLC 29,91 - 299,10 Formulacao farmacéutica 0,27 (6)
CG/MS 2,99 — 1495,53 Formulagao farmacéutica 2,99 (7)

@ Qs valores de concentragdo foram convertidos para umol L' considerando a massa molar da SIB 334,33 g mol-1 (com exce¢do do método HPTLC). ® A
unidade de medida ng/spot-1 se refere a uma unidade especifica do método HPTLC. (1) (VANYA RANGELOV KOZHUHAROV et al., 2023) (2) (ARIBURNU
etal., 2012) (3) (CHAISIWAMONGKHOL et al., 2020) (4) (CHORILLI et al., 2011) (5) (IMRAN; PARAG PATHADE, 2011) (6) (SUTHAR; DUBEY; PATEL,
2009) (7) (KHAZAN et al., 2014)



A Tabela 2 apresenta os principais avancos no desenvolvimento de estratégias
eletroanaliticas para a determinacdo de SIB, evidenciando o crescente interesse no uso de
sensores eletroquimicos baseados em materiais de carbono modificados. De modo geral,
observa-se que a modificagdo da superficie do eletrodo desempenha um papel fundamental na
melhoria do desempenho analitico, especialmente em termos de sensibilidade, seletividade e
limite de deteccdo (ANANYA KONGSUWAN et al., 2023; JHONYS MACHADO FREITAS
et al, 2019; JENJIRA SAICHANAPAN; KIATTISAK PROMSUWAN; WARAKORN
LIMBUT, 2020; TERADAL; NARAYAN; JALADAPPAGARI, 2013; PRAOBOON et al.,
2023). Dentre os materiais empregados, destacam-se os eletrodos modificados com
nanomateriais de carbono, como nanotubos de carbono dopados, grafeno e 6xido de grafeno
reduzido, que promovem aumento da area superficial ativa e melhoria na cinética de
transferéncia de carga. Ananya Kongsuwan et al., demonstrou que a modificagdo com
nanotubos de carbono dopados com sédio e fosforo resultou em maior atividade eletrocatalitica,
permitindo a obtencgdo de baixos limites de detec¢do e boa resposta analitica para sibutramina

em produtos para emagrecimento (ANANYA KONGSUWAN et al., 2023).

De maneira semelhante, eletrodos baseados em grafeno e suas derivagdes tém sido
amplamente explorados, devido a sua elevada condutividade elétrica e grande area superficial.
O uso de tinta de grafeno poroso, por exemplo, possibilitou aumento significativo da
sensibilidade analitica, atribuido a maior interacdo entre o analito e a superficie do eletrodo,
bem como a processos de adsor¢do que contribuem para a amplificagdo do sinal eletroquimico

(JENJIRA SAICHANAPAN; KIATTISAK PROMSUWAN; WARAKORN LIMBUT, 2020).

Eletrodos modificados com filmes de 6xido de grafeno eletroquimicamente reduzido
também apresentam excelente desempenho, evidenciando comportamento eletrocatalitico
favoravel e permitindo a determinacdo de sibutramina em matrizes biologicas, como urina e
soro. Esses sistemas frequentemente apresentam multiplos processos de oxidagdo, associados
a diferentes mecanismos de transporte de massa, incluindo regimes controlados por difusdo e

adsorcao (TERADAL; NARAYAN; JALADAPPAGARI, 2013).

Outro aspecto relevante ¢ a utilizacdo de técnicas voltamétricas de alta sensibilidade,
como a SWV, que possibilita analises rapidas e com preparo de amostra simplificado. Freitas
et al. demonstra a viabilidade do uso de eletrodos de diamante dopado com boro (BDD) para a
deteccao rapida de SIB em suplementos e multivitaminicos, com potencial aplicacio em

analises portateis e triagem em campo (JHONYS MACHADO FREITAS et al., 2019).



Mais recentemente, abordagens integradas tém sido propostas, combinando dispositivos
microfluidicos, impressdo 3D e técnicas eletroquimicas  avangadas, como
eletroquimioluminescéncia, permitindo a obten¢ao de limites de detec¢ao extremamente baixos
e alta sensibilidade analitica. Praoboon et al. exemplifica essa tendéncia, demonstrando a
aplicagdo de um sistema portatil com excelente desempenho analitico para determinagdo de

sibutramina em suplementos alimentares (PRAOBOON et al., 2023).

De forma geral, os métodos eletroanaliticos apresentam vantagens significativas em
relacdo as técnicas tradicionais, incluindo menor custo, rapidez de andlise, possibilidade de
miniaturizacdo e aplicacdo em campo. No entanto, muitos dos trabalhos reportados dependem
do uso de materiais modificadores complexos ou processos de fabricagao mais elaborados, o
que pode limitar sua reprodutibilidade e aplicabilidade em larga escala. Nesse contexto, o
desenvolvimento de eletrodos simples, eficientes e de facil preparacdo, como aqueles baseados
em GS tratadas eletroquimicamente, surge como uma alternativa promissora para a

determinagao de SIB.
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Tabela 2. Comparacao entre métodos eletroquimicos encontrados na literatura para detec¢do de SIB.

Material
Tratamento superficie Faixa Linear / umol L'  LOD / pmol L' Amostras Ref *
condutor
Nanotubos de . Produtos para
Dopagem com sodio e fosforo 0,075 -59e¢59-179 0,03 ' (1)
carbono emagrecimento
Tratamento eletroquimico catddico Suplementos naturais e
BDD 0,015 -0,15 0,0002 — 0,005 o ‘ (2)
(H2S04 0,1 mol L) multivitaminicos

. Medicamento e produtos
Carbono Vitreo Tinta de grafeno porosa 0,045 -29¢29-149 0,014 ] 3)
para emagrecimento

Carbono Vitreo Filme de grafeno eletro-reduzido 0,250 —-20,0 0,05 Urina e plasma 4)
Pasta de carbono  Nanotubos de carbono suportados por Produtos para
_ _ 1,49x10% - 0,003 8,97x107° _ (5)
grafeno nanoparticulas bimetalicas de Au-Pt emagrecimento

Os valores da faixa linear e LOD foram convertidos para considerando a massa molar de SIB 334,33. *(1) (ANANYA KONGSUWAN et al., 2023) (2) JHONYS
MACHADO FREITAS et al., 2019) (3) (JENJIRA SAICHANAPAN; KIATTISAK PROMSUWAN; WARAKORN LIMBUT, 2020) (4) (TERADAL,;
NARAYAN; JALADAPPAGARI, 2013) (5) (PRAOBOON et al., 2023)
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver e aplicar um sensor eletroanalitico baseado em folha de grafite tratada
eletroquimicamente (GSE) para a determinacdo sensivel, seletiva e reprodutivel de SIB,
utilizando técnicas voltamétricas, com énfase na SWV, visando sua aplicagdo em diferentes

matrizes de interesse analitico.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar e comparar diferentes tratamentos de superficie da GS, selecionando aquele que

proporcione melhor desempenho eletroanalitico para a determinacdo da SIB;

Investigar o comportamento eletroquimico da SIB na superficie do eletrodo GSE,
avaliando os efeitos da velocidade de varredura, do pH do meio e do eletrodlito suporte, visando

a compreensao do mecanismo de oxidacao do analito;

Otimizar os parametros da técnica de SWV com o intuito de obter um melhor sinal

voltamétrico para SIB;

Demonstrar a viabilidade do eletrodo GSE como sensor eletroanalitico para a

determinagdo de SIB, considerando aplicagdes em controle sanitario, forense e antidoping.

3. Procedimento experimental

3.1. Reagentes e solugdes

Todas as solugdes aquosas foram preparadas utilizando dgua deionizada de alta pureza
e resistividade > 18 MQ cm, obtida através de um sistema de purificacdo Milli Q (Millipore

Direct-Q3, Bedford, MA, USA).

O padrao de cloridrato de sibutramina foi adquirido através do laboratério de pericia da
Policia Federal. Uma solugio estoque de 10 mmol L' foi preparada a partir da dissolu¢io em

dgua deionizada. Para realizacdo dos estudos, aliquotas dessa solugdo foram diluidas em
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eletrolito suporte até a concentragdo desejada. Como eletrolito suporte foi utilizado tampao

Britton-Robinson (BR) preparado pela mistura de 4cido borico, acido acético e acido fosforico

(BRITTON, H. T. S.; ROBINSON, R. A. LXI, 1931) todos a 0,04 mol L™, e o pH foi ajustado

utilizando uma solucdo de hidréxido de sédio 1 mol L. Todas as solucdes utilizadas nos

experimentos foram preparadas com reagentes de grau analitico. A Tabela 3 apresenta os

reagentes utilizados, bem como seus respectivos teores de pureza e fabricantes.

Tabela 3. Reagentes utilizados para preparacao de solucdes para realizacdo dos experimentos,
com seus respectivos teores e procedéncia.

Reagente Teor Empresa

Acido Acético 98% m/v Vetec (Rio de Janeiro, Brasil)

Acido Bérico 99,8% m/m  AppliChem Panreac (Barcelona, Espanha)
Acido Fosférico 85% m/v Labsynth (Sao Paulo, Brasil)

Acido citrico 98% m/m Vetec (Rio de Janeiro, Brasil)

Citrato de Sodio 98% m/m Reagen (Parand, Brasil)

Hidréxido de Sodio 98 % m/m  AppliChem Panreac (Barcelona, Espanha)
Trietilamina 99,5 % SigmaAldrich® (St. Louis, MO, EUA)
Metanol >99,9 % SigmaAldrich® (St. Louis, MO, EUA)
Ferricianeto de Potassio 99% m/m Labsynth (Sao Paulo, Brasil)
Ferrocianeto de Potassio 99% m/m Labsynth (Sao Paulo, Brasil)

Cloreto de Hexaamino rutenio 99% m/v SigmaAldrich® (St. Louis, MO, EUA)
(111)

Acido Ascorbico (AA) 99% m/m Vetec (Rio de Janeiro, Brasil)

Cafeina (CAF) 99% m/m Synth (Diadema, Brasil)

Cocaina (COC) 99% m/m Policia Federal

Paracetamol (PAR) 99% m/m Synth (Diadema, Brasil)

Ureia (URE) 99% m/m SigmaAldrich® (St. Louis, MO, EUA)
Nicotinamida (NIC) 99% m/m SigmaAldrich® (St. Louis, MO, EUA)
Piridoxina (PIR) 99% m/m SigmaAldrich® (St. Louis, MO, EUA)
Riboflavina (RIB) 99% m/m Vetec (Rio de Janeiro, Brasil)
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3.2. Amostras

As amostras analisadas foram definidas com base nas problematicas envolvendo o
medicamento. Foram analisadas uma amostra de urina sintética produzida em laboratdrio
fortificada com SIB, um multivitaminico composto adquirido em farmacias locais ¢ uma
amostra de entorpecente apreendido fornecida pelo Laboratério de pericia de Uberlandia —
PCMG (PCMGQG), a qual foi detectado SIB em sua composi¢do. A urina sintética foi preparada
conforme descrito na literatura (BROOKS; KEEVIL, 1997) usando 0,37 g L' de acido
ascorbico, 0,04 g L' de cloreto de calcio, 2,10 g L' de bicarbonato de sodio, 0,07 g L™ de
acido trico, 9,99 g L' de ureia, 0,40 g L' de acido citrico, 1,41 g L' de sulfato de sodio, 5,20
g L' de cloreto de sddio, 0,95 g L' de sulfato de magnésio, 0,95 g L' de fosfato monopotassico
e 1,30 g L™ de cloreto de amdnio. Amostras de urina sintética foram enriquecidas com
sibutramina em trés niveis de concentracao (25, 50 e 75 pumol L) e posteriormente analisadas
ap6s simples diluicdo em eletrélito suporte, com fatores de dilui¢ao de 50 vezes. Amostras
farmacéuticas foram obtidas em uma farmacia local (Uberlandia, Minas Gerais, Brasil). Para
isso, dez comprimidos (n = 10) contendo sibutramina foram pulverizados com um almofariz e
pistilo. Uma quantidade adequada dessa amostra foi dissolvida e diluida em eletrolitos suporte
antes da analise. Amostras apreendidas obtidas pela PCMG na forma de comprimidos foram

preparadas seguindo o mesmo procedimento descrito para as amostras farmacéuticas.

3.3. Instrumentagdo e materiais

As medidas eletroquimicas foram realizadas no potenciostato (Metrohm Autolab,
Utrecht, Holanda) com agitador magnético 728 (Metrohm Autolab, Utrecht, Holanda),
controlado pelo programa NOVA 2.1.6, o qual também foi utilizado para aquisi¢ao e tratamento
dos dados. Todos os experimentos eletroquimicos foram efetuados em temperatura ambiente na

presenca de oxigénio dissolvido.

Os experimentos foram realizados utilizando uma célula eletroquimica impressa em 3D
desenvolvida no proprio grupo de pesquisa (CARDOSO et al., 2018). A célula eletroquimica
de 10 ml foi impressa utilizando a impressora GTMax3D Core (GTMax3D, Brasil) e um
filamento comercial de ABS (acrilonitrila butadieno estireno). Os componentes da célula sao

mostrados na Figura 3.
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Figura 3. Imagem dos componentes da célula impressa 3D. (A) Corpo da célula; (B) base da cé¢lula com
os parafusos que fixam a célula pelas extremidades; (C) tampa da célula; (D) chapa de ago; (E) eletrodo
de trabalho, folha de grafite; (F) o-ring utilizado para delimitar a area geométrica (d = Smm).

Fonte: A autora

1

As GS pirolisadas (condutividade elétrica = 55,6 S cm™'; espessura = 0,07 mm) foram

adquiridas da Panasonic (Mansfield, TX, EUA). Como eletrodo de referéncia e auxiliar foram
utilizados o eletrodo de Ag|AgCl|KClsat) construido em laboratério (PEDROTTI; ANGNES;
GUTZ, 1996) e um fio de platina, respectivamente.

3.4. Tratamento das folhas de grafite

3.4.1. Tratamento eletroquimico
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Os eletrodos de GS s3o cortados de uma folha de grafite (1 cm?), o eletrodo ¢é
posicionado sob a chapa de aco encaixada na base da célula e entdo a base ¢ encaixada com o
corpo da célula e fechada pelos 3 parafusos. A area geométrica do eletrodo ¢ definida por um
anel de borracha com didmetro de 5 mm. Enfim, antes do uso para as medidas eletroquimicas,
o eletrodo passa pela ativagdo eletroquimica a qual consiste na aplicacdo de +5,0 V (vs.

Ag|AgClKClsat)) por 10 s em uma solu¢io de NaOH 0,5 mol L™ ! (MARRA et. al., 2025).

3.4.2. Tratamento com Caneta de Plasma

Os eletrodos de GS sdo cortados de uma folha de grafite (1 cm?), e antes de serem
posicionados sob a chapa de ago, os eletrodos passam pelo tratamento com uma caneta de
plasma de ar atmosférico (PLASMAX - modelo EHF 2204, KLD Biosistemas, Sao Paulo,
Brasil) operando em modo continuo, a distdncia entre a ponta da caneta de plasma e a superficie
do eletrodo GS foi menor que 1 mm. As seguintes condi¢des de tratamento com o plasma foram
usadas para tratar a superficie do eletrodo GS: modo de aplicacdo (linhas horizontais), tempo
de aplicagdo (2 min) e poténcia do plasma (3000 mW), conforme descrito por Marra e
colaboradores. (MARRA et. al, 2025) Apds o tratamento o eletrodo € posicionado sobre a chapa

de aco e a célula ¢ montada, para o inicio das medidas eletroquimicas.

3.4.3. Tratamento com Plasma O»

As GS tratadas por plasma frio de Oz foi obtido através do Departamento de Fisica
Aplicada da Universidade Federal do Triangulo Mineiro. A GS foi tratada usando um sistema
de deposi¢dao quimica de vapor aprimorado por plasma de micro-ondas projetado sob medida.
Descargas com plasmas de O: foram feitas para modificar as superficies. Em ambos os casos,
argoénio foi adicionado na cdmara de vacuo para obter a descarga de plasma a temperatura
ambiente. Detalhes sobre a configuracdo do plasma ¢ citado por Pereira e colaboradores.

(PEREIRA et al., 2019)

3.5. Medidas eletroquimicas
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3.5.1. Comparag¢do entre tratamentos

Foi realizada a comparagdo entre trés tratamentos aplicados a GS — tratamento
eletroquimico, caneta de plasma e plasma de O. — ¢ a folha sem tratamento, na presenga de 50
umol L' de SIB em tampao BR pH 7. A partir da avaliacao dos resultados obtidos, foi definido
o tratamento mais adequado para a continuidade do trabalho, sendo selecionado o tratamento

eletroquimico.

3.5.2. Caracterizagdo eletroquimica

As caracterizagdes por espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) dos eletrodos
GS e GSE foram realizadas na presenca de 1,0 mmol L de [Fe(CN)s]* /4", utilizando KC1 0,1
mol L' como eletrolito suporte. A sonda redox foi empregada para avaliar o comportamento
interfacial do eletrodo no intervalo de frequéncia de 50.000 a 0,1 s'. Os dados experimentais
foram ajustados por meio do circuito equivalente de Randles, permitindo a obtencdo da
resisténcia de transferéncia de carga (Rct) entre a superficie do eletrodo GS e a sonda redox. A
constante heterogénea de transferéncia de elétrons (kO) da superficie do GS e GSE foi
investigada por CV utilizando 1,0 mmol L™ de [Ru(NHs)s]**/** em soluc¢ao de KCI 0,1 mol L™
como sonda redox. As medidas foram realizadas com varia¢do da velocidade de varredura (v)

entre 10 € 200 mV s

A andlise eletroquimica da superficie do eletrodo também foi conduzida por meio da
determinagdo da capacitancia da dupla camada elétrica (Cdl), empregando voltametria ciclica

na presen¢a de KC1 0,1 mol L, com velocidades de varredura variando de 5 a 30 mV s™".

3.5.3. Comportamento eletroquimico da sibutramina, otimizacao e curva analitica

O comportamento eletroquimico da SIB foi investigado por meio do estudo da
influéncia da velocidade de varredura, utilizando CV na presenga de 200 umol L' de SIB em

tampao BR pH 7, com velocidades de varredura variando entre 10 € 200 mV s
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O efeito do pH sobre o comportamento eletroquimico da SIB foi avaliado variando-se
o pH em incrementos de 0,5 unidades, na faixa de pH 4 a 7. Apds a defini¢ao do valor de pH
mais adequado para o desenvolvimento do método, foi realizada a escolha do eletrélito suporte,
comparando-se os tampdes BR, citrato e fosfato. Ambos os estudos foram conduzidos por CV

na presenga de 100 umol L™ de SIB.

A comparagao entre as técnicas de DPV e SWV foi realizada apos a otimizagdo dos
parametros experimentais de ambas as técnicas. As analises foram conduzidas na presenca de
5 umol L™ de SIB em tampao BR pH 7. Apds a etapa de otimizagdo, foi construida a curva
analitica e determinados os pardmetros analiticos do método. Posteriormente, foram realizados
estudos de interferentes e a aplicagdo do método em trés tipos de amostras: urina sintética
fortificada, um multivitaminico composto (amostra complexa) ¢ comprimidos fornecidos pela
PCMG, o método de adi¢ao de padrao foi adotado para realizar a analise das amostras e obter
os valores de recuperagdo. O método de adicdo de padrao foi adotado para realizagdo das

analises e obtencao dos valores de recuperacgao.

3.6 Método HPLC com detecgdo por espectrofotometria na regido do UvVis

3.6.1. Metodologia e condi¢des experimentais

O método de HPLC empregado foi adaptado da literatura (SEGALL et al., 2011). As
andlises cromatograficas foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) da marca Shimadzu, composto por desgaseificador (DGU-20A5R), bomba
quaternaria de gradiente de baixa pressao (LC-10ADvp + FCV-ALvp) acoplada a um
misturador de quatro canais, controlador do sistema (CBM-20A), forno (CTO-40C) e detector
de arranjo de diodos (DAD, SPD-M40), sendo o controle operacional realizado pelo software
LabSolutions. A separagdo foi conduzida utilizando coluna de fase reversa C18, em modo
1socratico, com vazao de 1,1 mL min™, tempo total de andlise de 10 min e temperatura
ambiente. A deteccdo dos analitos foi realizada por espectrofotometria de absor¢ao na regido

do ultravioleta, em comprimento de onda de 225 nm.

3.6.2. Fase moével e solugdes
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A fase moével utilizada foi composta por metanol, agua e trietilamina, na proporgao
volumétrica de 80:20:0,3 (% v/v), respectivamente. O pH da fase movel foi ajustado para 4,5

com acido fosforico a 85%.

Uma solugdo padrdo de SIB, com concentragdo de 10 mmol L™, foi preparada em
metanol. A partir dessa solucdo, uma aliquota foi utilizada para o preparo da solucdo estoque,
consistindo em uma solugao de SIB 1 mmol L™ preparada na fase movel. A curva de calibragao
foi construida com base no trabalho de Segall e colaboradores, sendo estabelecida na faixa de
concentragdo de 30 a 96 pg mL™". A conversdo desses valores para unidades molares resultou

em uma faixa de concentracdo de 89,7 a 287,2 umol L™".

As amostras de urina sintética, comprimidos fornecidos pela PCMG e multivitaminico
composto foram preparadas seguindo os mesmos procedimentos adotados para o preparo das
solugdes estoque. Inicialmente, as amostras foram solubilizadas em metanol e, posteriormente,

diluidas na fase modvel até as concentragdes adequadas para anélise por HPLC-UV/Vis.

4. Resultados e Discussao

4.1. Comparagao entre tratamentos

Com o objetivo de avaliar a influéncia de diferentes tratamentos de superficie no
desempenho eletroanalitico da GS, foram comparados os sinais voltamétricos obtidos para o
eletrodo ndo tratado e para os eletrodos submetidos a diferentes estratégias de modificagao.
Essa comparagdo permite identificar a condi¢do mais adequada para a determinagdo de SIB,

considerando a magnitude da resposta de corrente.

Analisando os voltamogramas referentes aos diferentes tratamentos e ao eletrodo ndo
tratado (linha azul-marinho: tratamento eletroquimico; linha verde: plasma de O-; linha
vermelha: caneta de plasma; linha azul-claro: eletrodo ndo tratado), apresentados na Figura 4A,
observa-se que o eletrodo tratado eletroquimicamente (GSE) apresenta maior resposta de
corrente para a analise de SIB quando comparado aos demais tratamentos e ao eletrodo nao
tratado. Esse comportamento ¢ evidenciado pelo aumento expressivo da corrente de pico

associada a oxidacdo da SIB em aproximadamente +0,62 V (vs. Ag|AgCI|KCl(sat.)) aumentou
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de 2,5 £ 0,1 pA para 5,2 + 0,3 pA, indicando um aumento substancial na atividade

eletrocatalitica para a detec¢do de SBM.

Embora esses tratamentos de superficie tenham sido relatados na literatura como
eficazes no aprimoramento das respostas eletroquimicas, particularmente quando testados com
sondas redox comuns, como ferricianeto e hexaaminoruténio, seu impacto real na deteccdo da
molécula-alvo também deve ser considerado. O comportamento eletroquimico de analitos reais
pode diferir significativamente do de sondas padrao devido a variagdes em tamanho,
distribuicdo de carga, afinidade de adsor¢do e mecanismo redox (MCCARLEY, 2012;
KUBANNEK; KREWER, 2020). Portanto, avaliar a influéncia de cada tratamento na resposta
eletroquimica especifica do SBM ¢ essencial para selecionar a modificagcdo de superficie mais

adequada para fins analiticos.

O tratamento por plasma de O: também promove um aumento de corrente em relagdo a
folha de grafite ndo tratada (GS), embora em menor magnitude em relagdo ao tratamento
eletroquimico. Por outro lado, o tratamento utilizando caneta de plasma nao apresenta
alteragdes significativas na corrente de pico em comparagao ao GS, sendo observada apenas

uma ligeira diminui¢ao no potencial de pico, sem impacto relevante na resposta analitica.

A Figura 4B apresenta a relacdo entre Ip e Ep em fungao do tipo de tratamento aplicado.
Observa-se o maior ganho de corrente obtido para a GS tratada eletroquimicamente em
comparagao aos demais eletrodos, bem como o melhor desempenho do plasma de O: em relagao
a caneta de plasma. Além disso, verifica-se a similaridade entre os valores de corrente de pico
obtidos para o eletrodo nao tratado e aquele tratado com caneta de plasma. Observa-se ainda
uma discreta diferenca nos valores de potencial de pico do GS em relagdo as folhas tratadas;
entretanto, ndo se observam variacdes significativas de Ep entre os diferentes tratamentos

aplicados.
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Figura 4. Estudo de comparagdo dos tratamentos no eletrodo GS. (A) Voltamogramas ciclicos na
presenga de 50 pmol L' em tampdo BR pH 7, usando o eletrodo GS com diferentes tratamentos (B)
Corrente de pico (Ip /uA) e potencial de pico (Ep / V) para os diferentes tratamentos.
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Fonte: A autora

O efeito do tratamento eletroquimico pode ser compreendido a partir dos resultados
reportados por Marra et. al, que, por meio de microscopia eletronica de varredura, observaram
que a rugosidade quadratica média do GS sem tratamento foi de 11,6 nm, indicando uma
superficie mais lisa e compacta. Em contrapartida, o GS tratado eletroquimicamente apresentou
rugosidade quadratica média de 24,8 nm, aproximadamente duas vezes superior a do GS ndo
tratado, evidenciando um aumento significativo da rugosidade superficial e da densidade de
defeitos na superficie do eletrodo (MARRA et al., 2025). Esses resultados estdo em consonancia
com estudos previamente publicados sobre tratamentos eletroquimicos aplicados a superficie
de GS, os quais indicam que a energia aplicada durante o processo pode penetrar nas camadas
internas do GS, promovendo a geracao de sitios ativos adicionais (J.M. MUNUERA et al., 2017;
ABDELKADER et al., 2015).

Durante a aplica¢ao de um potencial eletroquimico elevado (+5,0 V por 10 s) em meio
basico, diversas espécies reativas ionizadas podem ser geradas, incluindo e0O., eOH, eO ¢
HO:e, resultando no aumento da quantidade de grupos funcionais contendo oxigénio
associados a formacao de defeitos estruturais na superficie do eletrodo (WANG et al., 2017).
De modo geral, a modificagdo da superficie do GS pode ser atribuida a diferentes mecanismos,
tais como: (i) a eletrdlise da agua na supertficie do eletrodo, com formacao de radicais hidroxila

e oxigénio; (ii) a a¢do de radicais de oxigénio, que promovem a exfoliagdo superficial do GS e
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a criacdo de sitios de defeitos; e (iii) processos de anodizaciao que podem gerar Os € O2, 0s quais
se intercalam entre as camadas de grafite nos sitios defeituosos, iniciando a expansao estrutural

do eletrodo GS (ABDELKADER et al., 2015; WANG et al., 2017).

A comparagdo entre os resultados obtidos por Pereira e colaboradores, por meio de
espectroscopia Raman aplicada ao tratamento de GS com plasma frio de O, e aqueles
reportados por Marra e colaboradores para o tratamento eletroquimico permite compreender o
melhor desempenho observado para o GS tratado eletroquimicamente. Embora ambos os
tratamentos promovam a incorporagdo de grupos oxigenados na superficie do eletrodo, a
densidade de defeitos gerada difere significativamente entre os métodos. A razdo entre as
intensidades das bandas D (=1353 cm™), associada a defeitos estruturais e as hibridizagdes sp?
e sp? da rede de carbono, e G (<1579 cm™), relacionada as vibra¢des de atomos de carbono sp?,
expressa pelo parametro ID/IG, ¢ amplamente utilizada como indicador do grau de defeitos em
materiais carbonéaceos. Valores mais elevados de ID/IG indicam maior densidade de defeitos

estruturais. (BOKOBZA et al., 2014; PATIL et al., 2016)

Marra e colaboradores reportaram valores de ID/IG de 0,05 e 0,56 para o GS ¢ GSE,
respectivamente, enquanto Pereira e colaboradores obtiveram valores aproximados de 0,17 para
a GS tratada com plasma de O.. Esses resultados indicam que a superficie do GS tratado
eletroquimicamente apresenta uma densidade significativamente maior de sitios defeituosos
quando comparada a superficie tratada com plasma de O, justificando o melhor desempenho

eletroquimico observado para o GSE na detec¢do da SIB.

4.2. Caracterizacao eletroquimica do eletrodo folha de grafite com tratamento eletroquimico

A técnica EIS baseia-se na aplicacdo de um estimulo de pequena amplitude, de tensdo
ou corrente alternada, geralmente sobreposto a um sinal de corrente continua (CC), a um
sistema eletroquimico, seguida da medicdo da resposta resultante (corrente ou tensao,

respectivamente) em uma ampla faixa de frequéncia (LAZANAS; PRODROMIDIS, 2023).

Inicialmente, varreduras de CV foram realizadas a uma taxa de varredura de 50 mV s™
em uma solucao contendo 1,0 mmol L' de [Fe(CN)s]* /" em solucao de KCI1 0,10 mol L™,
utilizando os eletrodos GS e GSE. Como mostrado na Figura 5A, os eletrodos nao tratados

exibiram uma resposta eletroquimicamente menor, caracterizada por uma separagao pico a pico
45



(4Ep) de 403 £ 10 mV e uma corrente de pico catodica (Ip.) de 18,2 £ 0,3 pA. Em contraste,
observou-se uma melhoria significativa no comportamento voltamétrico apds o pré-tratamento
(4Ep =156 £ 6 mV e Ip. = 38,2 £ 0,8 pA). Esses resultados destacam a eficacia do método de
pré-tratamento simples e rapido proposto neste estudo. De fato, o ferricianeto ¢ uma sonda
redox bem estabelecida, cuja resposta eletroquimica ¢ altamente sensivel as terminagdes da
superficie, tornando-o particularmente adequado para a caracterizagao da superficie no contexto

deste estudo (MCCREERY; MCDERMOTT, 2012; TANIMOTO; ICHIMURA, 2013).

O diagrama de Nyquist obtido por EIS ¢ apresentado na Figura 5B para o eletrodo de
grafite ndo tratado (GS, linha azul) e para o eletrodo tratado eletroquimicamente (GSE, linha
laranja). Observa-se que o semicirculo na regido de altas frequéncias para o GS apresenta
didmetro significativamente maior em relacdo ao do GSE, indicando que a resisténcia a
transferéncia de carga na superficie do eletrodo ndo tratado € superior aquela observada para o

eletrodo tratado eletroquimicamente.

A extrapolagdo do semicirculo para o eixo da impedancia real permite a determinagao
da resisténcia a transferéncia de carga (Rct), pardmetro diretamente relacionado a cinética do
processo eletroquimico heterogéneo de transferéncia de elétrons na interface eletrodo/eletrolito.
Esse processo pode ser eletricamente representado por uma resisténcia associada em paralelo a
um capacitor, associado a capacitancia da dupla camada elétrica formada na interface
eletrodo/solucdo. O circuito elétrico equivalente mais comumente utilizado para descrever esse
comportamento € o circuito de Randles, inclui, além da Rct e da capacitancia da dupla camada,
a impedancia de Warburg (W), responsavel por representar a limitagao difusional associada ao
transporte de massa das espécies redox até a superficie do eletrodo, sob regime de difusao linear
semi-infinita. Esse circuito constitui uma representacao adequada do comportamento observado
no diagrama de Nyquist. Os circuitos ajustados aos dados experimentais para os eletrodos GS
e GSE sdo apresentados nas Figuras 5C e 5D, respectivamente. Dessa forma, os diferentes
elementos do circuito e suas respostas em fun¢do da frequéncia representam, de maneira
integrada, o comportamento eletroquimico global do sistema (LAZANAS; PRODROMIDIS,
2023; CARVALHO; ANDRADE; BUENO, 2006).

Figura 5. Resposta de voltametria ciclica (CV) obtida na presenga de 1 mmol L' de [Fe(CN)s]* /4 em
solugdo de KC1 0,10 mol L' a 50 mV s™'. (B) Diagrama de Nyquist registrado na presenca da sonda de
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ferricianeto (1 mmol L") em solugdo de KCI 0,10 mol L aplicando +0,2165 ¢ +0,2417 V vs.
Ag|AgCIlKCl(sat.) para o GS ndo tratado e tratado eletroquimicamente, respectivamente. A faixa de
frequéncia utilizada foi entre 50 kHz e 0,1 Hz. As curvas em vermelho correspondem aos eletrodos de
GS ndo tratados (puros), enquanto as curvas em azul correspondem aos eletrodos de GS tratados
eletroquimicamente. (C, D) Circuito de Randles proposto para o sistema estudado para GS (C) e GSE

(D).
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Fonte: A autora

Observa-se que o valor de Rct determinado para o GS foi de 3,7 Q cm™, enquanto para
o GSE foi obtido um valor significativamente menor, de 0,21 Q cm™, evidenciando a melhoria

substancial na cinética de transferéncia de carga promovida pelo tratamento eletroquimico.

Os resultados obtidos para a constante heterogénea de transferéncia de elétrons (k°),
determinados por CV na presenca de 1,0 mmol L' de [Ru(NHs)s]**/>** em solucao de KCI 0,1
mol L' como sonda redox, com variagdo da velocidade de varredura (v) de 10 a 200 mV s,
sdo apresentados na Figura 6 para os eletrodos GS e GSE, respectivamente. A analise dos
voltamogramas evidencia que o GSE apresenta um aumento significativo da /p em comparagao
ao GS, indicando uma melhoria na eficiéncia da transferéncia eletronica na interface

eletrodo/solugdo apos o tratamento.
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos para 1 mmol L' [Ru(NH3)6]Cls, variando a velocidade de varredura
de 10 —200 mV s-1 nos eletrodos GS e GSE.
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Fonte: A autora

Essa abordagem permite a estimativa do parametro cinético, k°, uma vez que os valores
de separacdo de picos (AEp) obtidos em diferentes velocidades de varredura podem ser usados
para calcular o parametro cinético adimensional () em cada condi¢do, como demonstrado
pelas equacdes abaixo. Posteriormente, o k® pode ser estimado graficamente por regressao

linear, conforme descrito por Lavagnini e colaboradores. (LAVAGNINI et.al, 2004)

_ (—0,6288 + 0,00214Ep) (1)
B (1—0,0164ED)
nDnFv. 4 (2)
U = kO - /2
RT

onde D é o coeficiente de difusdo do [Ru(NH:)s]*'/**, n ¢ o numero de elétrons
transferidos na reacdo eletroquimica, R = 8,314 J mol™ K™, T = 298 K, e F (constante de

Faraday) = 96.485 C mol ™.

O aumento do valor do k° observado para o GSE ¢ significativamente expressivo,

correspondendo a um incremento de aproximadamente 2,4 vezes em relacdo ao eletrodo nao
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tratado. Esse resultado evidencia que o tratamento eletroquimico promove uma modificagao
substancial na cinética de transferéncia eletronica da interface eletrodo/solu¢o, ndo se tratando
apenas de uma variagdo experimental marginal. Esse comportamento estd em plena
concordancia com os resultados obtidos por EIS, nos quais foi observada uma redugdo
significativa da resisténcia a transferéncia de carga (Rct) para o eletrodo GSE em comparagao
ao GS. A correlagdo direta entre o aumento de k° e a diminui¢do de Rct confirma que o
tratamento eletroquimico favorece processos de transferéncia de carga mais rapidos e eficientes,
reforgando a melhoria das propriedades eletroativas da superficie do eletrodo apos a

modifica¢ao.

A analise eletroquimica da superficie do eletrodo por meio da determinacdo da
capacitancia da dupla camada elétrica (Cdl) permite avaliar a formacdo da dupla camada na
interface eletrodo/solucdo e inferir alteragdes na area eletroquimicamente ativa do material. A
analise da densidade de corrente em fun¢ao da velocidade de varredura fornece informagdes
relevantes sobre o comportamento eletroquimico da superficie do eletrodo em regides de

potencial dominadas por processos capacitivos.

Na Figura 7B e C ¢ apresentado os voltamogramas ciclicos obtidos para os eletrodos
GS e GSE na presenga de KCI 0,1 mol L™ respectivamente com variacdo da velocidade de
varredura entre 5 e 30 mV s™'. Observa-se que os voltamogramas obtidos para o eletrodo tratado
eletroquimicamente apresentam maior separacdo entre as correntes anddica e catodica,
indicando uma resposta capacitiva mais pronunciada em comparagdo ao eletrodo ndo tratado.
A Figura 7A apresenta o estudo realizado da densidade de corrente elétrica (AJ / pA cm?) em

fungdo da velocidade de varredura.
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Figura 7. (A) Andlise da densidade de corrente elétrica (AJ / A cm™) com a variagdo da velocidade de
varredura de 5 - 30 mV s para as superficies dos eletrodos GS (linha azul) e GS E (linha laranja),
conforme indicado na Figura. (B) Voltamogramas ciclicos obtidos na presenga de 0,1 mol L' de KCI.
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Fonte: A autora

A partir das densidades de corrente anodica (Ja) e catddica (Jc), expressas em pA cm 2,

foi calculada a variagdo da densidade de corrente (AJ), conforme as Equacdes 1 e 2:

Jaje = 1225 ()
geo
4 = ]a - ]c (4)

onde i corresponde as correntes anddica e catddica, respectivamente, € Ageo representa
a area geométrica do eletrodo. Como pode ser visto na Figura 7A, a plotagem de AJ em fun¢ao
da velocidade de varredura apresenta comportamento linear para ambos os eletrodos, sendo o
coeficiente angular das respectivas retas diretamente associado ao valor de Cdl. Os valores de
Cdl determinados foram de 400,50 uF cm para o eletrodo GS (linha azul) e de 931,60 uF cm™

para o eletrodo GSE (linha laranja), evidenciando um aumento significativo da capacitancia por
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area apOs o tratamento. A comparacdo quantitativa desses resultados demonstra que o
tratamento eletroquimico promoveu um incremento de aproximadamente 2,3 vezes no valor de

Cdl em relacao ao GS.

Esse aumento expressivo da Cdl indica uma ampliacdo efetiva da area
eletroquimicamente ativa do material, uma vez que, conforme descrito pela equacdo da area
eletroativa (Equagdo 5), a Cdl ¢ diretamente proporcional a Ace. Esse comportamento esta
associado a geracao de sitios de defeitos e ao aumento da rugosidade superficial induzidos pelo
tratamento eletroquimico, os quais favorecem a formacao de uma interface eletrodo/eletrolito

mais extensa e eletroquimicamente reativa.

Ageo

Aele = Cdl(C—)
s

)
onde Cicorresponde a capacitancia especifica do material.

A Tabela 4 apresenta, de forma resumida, a comparacdo dos principais parametros

eletroquimicos obtidos para os eletrodos GS e GSE.

Tabela 4. Resumo dos parametros eletroquimicos entre os eletrodos folha de grafite ndo
tratada (GS) e folha de grafite tratada eletroquimicamente (GSE).

Parametro GS GSE
Ip./ uA/ [Fe(CN)s]*/* 18,2+0,3 38,2+0,8
AED /mV / [Fe(CN)sJ*7* 403+ 10 156 £ 6
Rs / Q / [Fe(CN)s]*7* 246 206
Rct / Q ecm? / [Fe(CN)s]*/* 3,72+0,21 0,21 £ 0,05
K’/ em s/ [Ru(NH3)]Cls 1,283 x 1072 3,098 x 1072
Cdl / pF ¢cm? 400,50 931,60

A partir da selecdo do eletrodo apresentada no topico 4.1 e da avaliagdo conjunta dos
parametros obtidos na caracterizagdo eletroquimica, deu-se continuidade ao desenvolvimento
do trabalho utilizando o GSE. Essa escolha se justifica ndo apenas pela melhor resposta analitica
observada para a SIB em comparagdo aos demais tratamentos avaliados, mas também pelo
desempenho eletroquimico superior evidenciado pelos parametros cinéticos e interfaciais

51



determinados, tais como menor Rct, maior k® e maior Cdl. Em conjunto, esses resultados
confirmam o melhor desempenho do eletrodo GSE para a execu¢do do método eletroanalitico

proposto para a determinagdo de SIB.

4.3. Comportamento eletroquimico da sibutramina

Apo6s a selecdo do eletrodo GSE, procedeu-se ao estudo do comportamento
eletroquimico da SIB com o objetivo de compreender os aspectos cinéticos € mecanisticos do

processo de oxidagdo do analito na superficie do eletrodo.

A Figura 8A apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para a SIB utilizando o
eletrodo GSE, na presenca de 200 umol L™ de SIB em tampao BR pH 7, com variacdo da
velocidade de varredura entre 10 € 200 mV s™'. Observa-se um aumento progressivo da corrente
de pico anddica com o incremento da velocidade de varredura, acompanhado de um ligeiro
deslocamento do E, para valores mais positivos, comportamento tipico de processos
eletroquimicos irreversiveis ou quase-irreversiveis. As Figuras 8B e 8C apresentam as relagdes
entre I, vs v e I, vs. v! 2 respectivamente. A dependéncia linear observada para 7, em fungao de
v (R? =0,998), indica que a etapa limitante do processo ¢ predominantemente controlada por
adsor¢do. Esse comportamento ¢ corroborado pela relagdo linear entre log I, vs. log v,

apresentada na Figura 8D, cujo coeficiente angular foi de 0,99.
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Figura 8. Investigacdo do comportamento eletroquimico da SIB pelo estudo de velocidade de varredura.
(A) Voltamogramas ciclicos para 200 pmol L' de SIB em tampdo BR pH 7, variando a velocidade de
varredura 10 - 200 mV s™'. (B) Relagao linear entre /, e v, (C) entre 1, e v/’ ¢ (D) entre I, e log v.
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Fonte: A autora

O estudo da influéncia do pH foi realizado por CV utilizando tampao BR como eletrélito
suporte, com variagdo do pH na faixa de 4,0 a 7,0, em intervalos de 0,5 unidade. Valores de pH
superiores a 7 nao foram investigados devido a diminuigao significativa da solubilidade da SIB,
evidenciada pela formacao de turbidez na solucdo. Esse comportamento estd em concordancia
com estudos previamente reportados na literatura sobre a solubilidade da base SIB e do
cloridrato de SIB em funcdo do pH, bem como com trabalhos voltados a analise eletroquimica
desse farmaco (BORJA et al., 2017; FREITAS et al., 2019). Ressalta-se que ndo foi empregado
solvente organico a fim de evitar alteracdes nas propriedades interfaciais do sistema

eletroquimico, bem como garantir condigdes mais proximas as matrizes de interesse analitico.

A Figura 9A apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para a SIB em diferentes

valores de pH. Observa-se um aumento significativo da resposta eletroquimica com o
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incremento do pH, acompanhado de um deslocamento do potencial de pico anddico para valores
menos positivos. Esse deslocamento indica um ganho cinético do processo eletroquimico, uma
vez que potenciais menores sao necessarios para promover a oxidagao da SIB em meios menos
acidos. Em meio acido, o grupo amina da SIB ¢ protonado e a barreira de energia para sua
oxidagdo excede a janela de solvente do eletrodo de GS. Entretanto, em valores de pH acima
de 4,0, um pico de oxidag¢ao atribuido a esse grupo foi observado. Além disso, o pico deslocou-
se para potenciais mais positivos com a diminui¢ao do pH, apresentando uma inclinagao de 68
+ 1 mV pH™. Esse comportamento indica um mecanismo de oxidagao dependente de protons
envolvendo um numero igual de protons e elétrons, conforme também relatado na literatura.
Adicionalmente, observa-se que, para valores de pH inferiores a 7, ocorre a presenga de um
segundo processo de oxidacdo, evidenciado pelo surgimento de um sinal adicional nos
voltamogramas. Esse comportamento também foi reportado na literatura para a analise
eletroquimica da SIB e pode estar relacionado a diferentes estados de protonagdo da molécula
ou a processos oxidativos envolvendo diferentes sitios ativos. (SAICHANAPAN;

PROMSUWANB; LIMBUT, 2020)

A Figura 9B apresenta a variagao da Ip e do Ep em funcdo do pH. Observa-se claramente
o aumento da Ip com o incremento do pH, bem como uma relacdo linear entre o Ep ¢ o pH da
solucdo, evidenciando a diminui¢do de Ep com o aumento do pH. Esse comportamento refor¢a
a hipdtese de que a oxidagdo da SIB ocorre por um mecanismo acoplado a transferéncia de

protons. (BARD; FAULKNER, 2001; COMPTON; BANKS, 2011)

Figura 9. Estudo de pH. (A) Voltamogramas ciclicos para 100 pmol L' de SIB, variando pH do tampdo
BR 4 - 7. (B) Relagdo Ip vs pH vs Ep.
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Apos a definigdo do valor de pH, avaliou-se a influéncia do eletrolito suporte por meio
de CV utilizando trés diferentes eletrdlitos: tampao BR, tampao fosfato e tampao citrato, todos
ajustados para pH 7. Os voltamogramas obtidos nessas condi¢des sdo apresentados na Figura
10A, enquanto a variagdo da corrente de pico (Ip) e do potencial de pico (Ep) em fun¢ao do
eletrolito suporte ¢ mostrada na Figura 10B. A partir da analise dos voltamogramas, observa-se
que a resposta eletroquimica da SIB no tampao fosfato foi inferior aquelas obtidas nos demais
eletrolitos avaliados. Em contrapartida, os voltamogramas registrados em tampao BR e em
tampao citrato apresentaram perfis semelhantes. Ao analisar quantitativamente os valores de Ip,
verifica-se que o tampao citrato apresentou, em média, valores de Ip ligeiramente superiores
aos obtidos em tampao BR. No entanto, apesar do ganho de corrente observado para o tampao
citrato, os resultados apresentaram maior dispersdo experimental, conforme evidenciado pelo
desvio padrao associado as medidas. Considerando-se, portanto, o compromisso entre
intensidade de sinal, reprodutibilidade e estabilidade analitica, optou-se pela utilizacdo do

tampao BR em pH 7 para a continuidade do trabalho.

Figura 10. Estudo de eletrolitos. (A) Voltamogramas ciclicos para 100 pmol L' de SIB, variando o
eletrolito entre tampao BR, tampao fosfato e tampao citrato, todos em pH = 7. (B) Relacéo entre I, e E,
para cada tampao.
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4.4 Escolha da técnica de analise e otimizagdes
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Apos a definicdo das condig¢des experimentais ideais relacionadas ao GSE, ao pH do
meio e ao eletrélito suporte, procedeu-se a otimizagdo dos pardmetros instrumentais das
técnicas de SWV e DPV, visando maximizar a sensibilidade, a definicdo do sinal analitico e a
razao sinal/ruido para a determinagao de SIB. A otimizagdo adequada desses parametros ¢

fundamental para garantir a reprodutibilidade e robustez do método analitico.

Os parametros da SWV — amplitude (a), frequéncia (f) e incremento de potencial (AE)
— foram avaliados de forma sistematica, sendo os experimentos realizados em triplicata (n =
3), utilizando soluc¢do contendo 5 pmol L' de SIB. Inicialmente, avaliou-se a influéncia da
amplitude da onda quadrada, variando-se esse parametro na faixa de 10 a 70 mV, mantendo-se
constantes a frequéncia e o incremento de potencial. A Figura 11A apresenta os voltamogramas
obtidos nessas condicdes, nos quais se observa um aumento progressivo da resposta
eletroquimica com o incremento da amplitude até o valor de 50 mV. A partir desse ponto,
verifica-se uma diminui¢do da Ip, comportamento evidenciado de forma mais clara na Figura
11B. Além da variagdo da Ip, avaliou-se o efeito da amplitude sobre a largura de meia-altura do
pico (W./2), parametro diretamente relacionado a resolugdo e a definicdo do sinal analitico.
Observa-se que o aumento da amplitude resulta em um alargamento progressivo do pico,
indicando perda de resolu¢do em amplitudes mais elevadas. Considerando conjuntamente o
ganho de corrente e a defini¢do do pico, verificou-se que a amplitude de 40 mV proporciona o
melhor compromisso entre sensibilidade e resolugdo. Para valores superiores a esse, ndo se
observa um ganho significativo de corrente que justifique o aumento de Wi/, o qual pode
comprometer a seletividade e a precisdo analitica. Dessa forma, a amplitude de 40 mV foi

selecionada para as analises subsequentes por SWV.
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Figura 11. Otimizagdo SWV - Amplitude. (A) Voltamogramas de onda quadrada de 5 pmol L de SIB
variando amplitude 10 - 70 mV. (B) Relacdo entra Ip ¢ Wi, com a variagao da amplitude. Condigoes
SWV: f=25Hz; AE=5 mV.
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Fonte: A autora

O segundo parametro avaliado na otimizagdo da SWYV foi a frequéncia dos pulsos, a
qual foi variada na faixa de 10 a 60 Hz. Os experimentos foram realizados em triplicata (n = 3),
mantendo-se constantes os valores de amplitude e incremento de potencial previamente
otimizados. O aumento da frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial ¢ uma estratégia

comumente empregada para intensificar a resposta da SWV. (MACHADO, AVACA, 2003)

Os voltamogramas obtidos para as diferentes frequéncias sao apresentados na Figura
12A. Observa-se um aumento progressivo da resposta eletroquimica com o incremento da
frequéncia, acompanhado de um deslocamento do potencial de pico para valores mais positivos.
Esse comportamento € consistente com o aumento da taxa de varredura efetiva do potencial, o

que pode influenciar a cinética do processo eletroquimico.

A Figura 12B apresenta a variacdo da Ip e Wi/2 em fungdo da frequéncia aplicada.
Verifica-se um ganho significativo de corrente ao longo da faixa estudada e como esperado a
Ip apresenta uma relacao linear com a frequéncia de aplicacao do pulso de potencial, para neste
caso, uma reagdo irreversivel. (MACHADO, AVACA, 2003) Em rela¢do a largura de meia-
altura, observa-se que, na faixa de frequéncia entre 10 e 30 Hz, ndo ocorre variagdo significativa
de W./2, indicando manuteng¢ao da resolucao do pico voltamétrico. Entretanto, para frequéncias
superiores a 30 Hz, € observado um aumento expressivo da largura de meia-altura, evidenciando
um alargamento do pico e consequente perda de resolu¢do. Considerando-se o compromisso
entre o ganho de corrente e a preservacao da resolucao do sinal analitico, a frequéncia de 20 Hz

foi selecionada como a condi¢do Otima para a continuidade do trabalho, uma vez que
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proporciona uma resposta eletroquimica adequada, com picos bem definidos e largura de meia-

altura reduzida.

Figura 12. Otimizagdo SWV - Frequéncia. (A) Voltamogramas de onda quadrada de 5 umol L' de SIB
variando frequéncia de 10 - 60 Hz. (B) Relacdo entre Ip ¢ W1, para cada valor de frequéncia estudado.
Condi¢des SWV: a =40 mV; 4E =5 mV.
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Fonte: A autora

O ultimo parametro avaliado na otimiza¢do da SWV foi 0 4E, o qual foi variado na faixa
de 1 a 10 mV. Os experimentos foram realizados em triplicata (n = 3), mantendo-se constantes
os valores de amplitude e frequéncia previamente otimizados. Os voltamogramas obtidos para
os diferentes incrementos de potencial sdo apresentados na Figura 13A. A partir da andlise
dessas curvas, observa-se um aumento da resposta eletroquimica com o incremento do potencial
aplicado. A Figura 13B apresenta a variacdo da Ip e da W./> em fun¢do do incremento de
potencial. Verifica-se que, na faixa de 1 a 3 mV, ocorre um aumento expressivo da Ip. A partir
de incrementos superiores a aproximadamente 3 mV, o ganho de corrente torna-se menos
significativo, indicando uma tendéncia a saturacdo da resposta. Em contrapartida, observa-se
um aumento progressivo da W:/2 com o incremento do potencial, evidenciando o alargamento

do pico voltamétrico e a consequente reducao da resolucao em valores mais elevados.
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Figura 13.0timizacdo SWV - Incremento de potencial (AE). (A) Voltamogramas de onda quadrada de 5
umol L' variando incremento de potencial de 1 - 10 mV. (B) Relagdo entre Ip e W, para cada valor de
incremento de potencial estudado. Condigdes SWV: a = 40; =20 Hz.
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Fonte: A autora

Considerando-se simultaneamente a intensidade do sinal, a resolu¢do do pico e os
valores de Wi/2, o incremento de potencial de 6 mV foi selecionado como condigao 6tima para
as analises subsequentes. Esse valor confere a técnica uma taxa de varredura efetiva de
aproximadamente 119 mV s™!, permitindo a obten¢do de voltamogramas em cerca de 7 s por
analise, o que representa uma vantagem adicional em termos de rapidez analitica, sem prejuizo
da qualidade do sinal. A Tabela 5 apresenta resumidamente as faixas analisadas bem como o

resultado otimizados dos pardmetros da SWV.

Tabela 5. Valores resumidos da otimizagdo da SWV para analise de 5 umol L ' de SIB.

Parametro Faixa analisada Resultado Otimizado
Amplitude / mV 10-70 40
Frequéncia / Hz 10—-60 20

Incremento de Potencial / mV 1-10 6

Ap0s a otimizagdo dos parametros da SWV, procedeu-se a avaliagdo e otimizacdo dos
parametros instrumentais da DPV, com o objetivo de comparar o desempenho analitico das duas

técnicas na determinag¢ao de SIB utilizando o GSE.
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Os parametros da DPV — tempo de modulacao (#x04), amplitude (@) e incremento de
potencial (4E) — foram otimizados empregando-se solu¢ao de SIB a 5 pmol L™, sendo todos
os experimentos realizados em triplicata (n = 3). Inicialmente, avaliou-se o efeito do tempo de
modulagdo, variando-se esse parametro entre 10 ¢ 90 ms. A Figura 14A apresenta os
voltamogramas obtidos, nos quais se observa uma diminui¢do progressiva da resposta
eletroquimica com o aumento do tempo de modulacdo. Essa tendéncia ¢ corroborada pela
analise apresentada na Figura 14B, que mostra a Ip e da W;,» em fungao do tempo de modulagao.
Além da reducao da Ip, verifica-se que a largura de meia-altura permanece praticamente
constante para tempos de modulagdo até 20 ms, passando a aumentar de forma significativa a
partir desse valor, o que indica perda de resolugdo do sinal analitico. Dessa forma, considerando
conjuntamente os critérios de intensidade de corrente, resolucio do pico, W;» e
reprodutibilidade dos resultados (erro experimental), o tempo de modulagdo de 40 ms foi

selecionado como a condicao 6tima para a continuidade do estudo por DPV.

Figura 14. Otimizacdo DPV - Tempo de modulagdo. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para 5
umol L' de SIB variando tempo de modulagdo de 10 - 90 ms. (B) Relagdo de Ip e W,; para cada valor
de tu0a estudado. Condil¢des DPV: a = 50 mV; 4E = 8 mV.
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Fonte: A autora

Posteriormente, investigou-se a influéncia da amplitude de pulso na resposta da DPV,
variando esse parametro entre 10 e 90 mV, enquanto o tempo de modulagdo e o incremento de
potencial foram mantidos constantes. Os voltamogramas obtidos sdo apresentados na Figura
15A, nos quais se observa um aumento progressivo da Ip da SIB com o incremento da
amplitude. Esse comportamento ¢ confirmado pela anélise quantitativa apresentada na Figura

15B, que mostra a variagdo de Ip e Wi/> em fung¢do da amplitude. Conforme evidenciado, o
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aumento da amplitude resulta em um ganho significativo de corrente, porém acompanhado por
um alargamento progressivo do pico voltamétrico. Dessa forma, considerando-se
conjuntamente a Ip, a resolu¢do do sinal voltamétrico e o desvio associado as medidas, a

amplitude de 60 mV foi selecionada para os estudos subsequentes.

Figura 15. Otimiza¢do DPV - Amplitude. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para 5 umol L' de
SIB variando amplitude de 10 - 90 mV. (B) Relacao de Ip ¢ W1 » para cada valor de amplitude estudado.
Condig¢oes DPV: 00 = 40 mV; AE =8 mV.
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Fonte: A autora

O ultimo parametro avaliado na otimizagdo da voltametria de pulso diferencial (DPV)
foi 0 4E com variacdo de 1 a 10 mV, mantendo constantes os demais parametros previamente
otimizados. Os voltamogramas obtidos sdo apresentados na Figura 16A, nos quais se observa
um aumento progressivo da /p a medida que o AF ¢ elevado. Esse comportamento indica que
valores maiores de AE favorecem a amplificacdo do sinal analitico. A andlise quantitativa
apresentada na Figura 16B, que relaciona Ip e W:/2 com o 4E, permite uma avaliagdo mais
detalhada do efeito desse parametro sobre a resposta voltamétrica. Observa-se que, na faixa de
1 a 3 mV, ocorre um aumento da W/, seguido de um comportamento aproximadamente
constante. A partir de 3 mV, verifica-se uma diminui¢do expressiva da /> com o aumento do
AE, indicando uma melhoria na definicdo do pico voltamétrico. Considerando-se
conjuntamente o ganho de corrente, a resolu¢do do pico e a Wi/2, 0 AE de 7 mV foi selecionado
como condi¢do 6tima para a continuidade do trabalho, por proporcionar um equilibrio adequado

entre sensibilidade e resolugao analitica.
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Figura 16. Otimizagdo DPV - Incremento de potencial (4E). (A) Voltamogramas de pulso diferencial
para 5 umol L' de SIB variando 4E de 1 - 10 mV. (B) Relagdo entre Ip ¢ W para cada valor de

incremento de potencial estudado. Condi¢des DPV: #,,0¢ = 40 ms; a = 60 mV.

k95 =
3| A 10 mv 1B /*\i /'l' S
~§ ¥ 190 5
< 2; 3 At <
1 . >’ '85 o))
= 1mv - /' \* <
14 /' 80 0
‘ " Ny S

~
04=—= ,A ~ I ./. * - 75 E
N
0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 2 4 6 8 10 §

E IV vs. Ag|AgCI|KCl .,

Incremento de potencial (mV)

Fonte: A autora

A Tabela 6 apresenta de forma resumida os parametros instrumentais avaliados durante
a etapa de otimizagdo da voltametria de pulso diferencial (DPV) para a determinacdo de
sibutramina na concentragao de 5 umol L™'. A selecdo das condig¢des 6timas foi realizada com
base na andlise conjunta da corrente de pico (Ip), da largura de meia-altura (W1/2), da resolugdo

do sinal analitico e da reprodutibilidade das medidas.

Tabela 6. Valores resumidos da otimizacdo da DPV para analise de 5 pmol L' de SIB.

Parametro Faixa analisada Resposta Otimizada
Tempo de modulagio / ms 10-90 40
Amplitude / mV 10-90 60
Incremento de Potencial / mV 1-10 7

Apos a otimizagao individual dos parametros instrumentais das técnicas de SWV e DPV,
procedeu-se a comparagdo do desempenho eletroanalitico de ambas para a determinacao de
SIB, com o objetivo de selecionar a técnica mais adequada para a continuidade dos estudos. A
Figura 17 apresenta os voltamogramas obtidos para a SWV (linha vermelha) e para a DPV

(linha azul), sob as respectivas condi¢des otimizadas. Conforme observado, a técnica de SWV
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apresentou uma resposta eletroquimica significativamente superior, caracterizada por maior
corrente de pico e melhor defini¢do do sinal analitico quando comparada a DPV. Esse
comportamento pode ser atribuido as caracteristicas intrinsecas da SWV, que promove uma

aquisicdo de sinal mais rapida e sensivel.

Figura 17. Comparagio entre SWV (linha vermelha) e DPV (linha azul) para anélise de 5 umol L' de
Sibutramina. Condic¢des otimizadas SWV: a = 40 mV; f= 20 Hz; 4E = 6 mV. Condicdes otimizadas
DPV: tyoa =40 ms; a = 60 mV; 4E =7 mV.
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Fonte: A autora

4.5 Curva de calibracao

Apbs a otimizagao da técnica de SWV, a capacidade do GSE para a determinagdo de
SIB foi avaliada sob as condi¢des experimentais ideais, possibilitando a construg¢do da curva de
calibracao. As analises foram realizadas em triplicata (n = 3), em uma faixa de concentracao de
0,1 a 45,0 umol L™, comparando o desempenho do GSE (linha vermelha) com o GS (linha
verde). Os voltamogramas obtidos, apresentados na Figura 18A, evidenciam de forma clara o
desempenho superior do GSE, caracterizado por maior /p e melhor defini¢ao do sinal analitico
em relagdo ao GS. Além do aumento de sensibilidade, observou-se o deslocamento do potencial

de pico para valores menos positivos no GSE quando comparado ao GS. Esse comportamento
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estd diretamente associado as modificagdes induzidas pelo tratamento eletroquimico na
superficie do eletrodo, como o aumento da area eletroquimicamente ativa e da densidade de
sitios de defeitos, que favorecem a transferéncia de carga entre o analito e a interface

eletrodo/solugao.

A Figura 18B apresenta as curvas de calibragao obtidas a partir da relacdo linear entre a
corrente de pico (Ip) e a concentragao de SIB (umol L) para os eletrodos GSE (linha vermelha)
e GS (linha verde). Para o eletrodo GSE, foram observadas duas faixas lineares distintas: a
primeira no intervalo de 0,1 a 5,0 umol L' (R? = 0,993) e a segunda entre 7,5 ¢ 45,0 pmol L™!
(R?=10,994). A presenca de duas regides lineares pode ser atribuida a saturacdo progressiva da
superficie do eletrodo em concentragdes mais elevadas de analito, associada a formacgao de

multicamadas de moléculas de sibutramina adsorvidas.

Figura 18. (A) Votamogramas obtidos para concentragdes crescentes de SIB variando de 0,1 - 45 pmol
L' em BR 7 utilizando o GSE (linha vermelha) em compara¢do com os voltamogramas obtidos para
GS sem tratamento (linha verde). (B) Grafico de calibracdo da analise de SIB utilizando GSE (linha
vermelha) e GS sem tratamento (linha verde). Condigdes SWV: a =40 mV; f=20 Hz; 4E = 6 mV.
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Fonte: A autora.

Em concentragdes mais baixas, a interagcdo entre o analito e a superficie eletrodica ¢
favorecida, uma vez que os sitios ativos estdo mais acessiveis e ha menor competi¢ao por esses
sitios, resultando em maior sensibilidade analitica. Em concentracdes mais elevadas, a
saturacao progressiva da superficie do eletrodo, associada a formagao de multicamadas do
analito, pode levar a alteragdo da inclinagdo da curva analitica (GAO et al., 2014). Esse padrao

de resposta tem sido amplamente descrito para materiais carbondceos modificados e ¢
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consistente com estudos previamente reportados para a determinagdo eletroquimica da SIB
(SAICHANAPAN; PROMSUWANRB; LIMBUT, 2020; ANANYA KONGSUWAN et al.,
2023).

Os limites teoricos de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foram calculados de
acordo com as recomendagdes da [UPAC (MILLER; MILLER, 2010) utilizando as Equagdes

6 e 7, respectivamente:

LOD = 3 (6)

NS

LOQ = 10 (7

YRS

em que o corresponde ao desvio padrdo do intercepto da curva analitica ¢ S representa a
inclinagdo da reta, associada a sensibilidade do método. Os valores de LOD e LOQ obtidos para
as diferentes faixas lineares determinadas estdo apresentados na Tabela 7, juntamente com os
demais parametros analiticos avaliados, permitindo uma analise comparativa do desempenho

do método nas distintas regides de concentracao.

Tabela 7. Parametros analiticos obtidos para o estudo de SIB utilizando GS E por SWV.

GS
Faixa Linear / pmol L' 2,0-250
R? 0,994
Intercepto / pmol L! 0,3+ 0,02
Sensibilidade / pmol L' pA 0,076 % 0,002
LOD / pmol L! 0,87
LOQ / pmol L 2,61
GSE
Faixa Linear 0,1-5,0 7,5-45,0
R? 0,993 0,994
Intercepto / pmol L! 0,077 £ 0,007 1,257 £ 0,006
Sensibilidade / pmol L' pA 0,275 £ 0,005 0,089 + 0,002
LOD / pmol L-! 0,03 1,89
LOQ / pmol L! 0,08 6,32
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4.6 Estudo de repetibilidade e reprodutibilidade

A precisao do método utilizando o GSE foi avaliada por meio de estudos de
repetibilidade (intra-eletrodo) e reprodutibilidade (inter-eletrodo), conforme recomendagdes de
validacdo de métodos analiticos. Inicialmente, a repetibilidade foi investigada realizando dez
varreduras consecutivas (n=10),com 5 e 15 umol L'. A Figura 19 apresenta os voltamogramas
obtidos para ambas as concentragdes. Os valores de desvio padrdo relativo (RSD, do inglés
Relative Standard Deviation) obtidos foram de 4,9% para 5 pmol L' e 3,2% para 15 umol L™,
valores considerados satisfatorios, uma vez que se encontram abaixo do limite de 5%
estabelecido como aceitavel para métodos analiticos, de acordo com as diretrizes da AOAC

International (2016).

Figura 19. Voltamogramas obtidos para estudo de repetibilidade para 5 € 15 umol L' de SIB em
eletrélito suporte tampao BR 7 utilizando GSE por SWV. Condi¢des SWV: a =40 mV; /=20 Hz; AE =
6mV.
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Fonte: A autora
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A reprodutibilidade do tratamento eletroquimico também foi avaliada por meio da

analise de cinco eletrodos distintos (n = 5), preparados de forma independente, sendo cada

eletrodo analisado em triplicata na presenga de 5 pumol L' de SIB. As Figuras 20 (A - E)

apresentam os voltamogramas obtidos para cada eletrodo, evidenciando baixa variagao entre as

varreduras e boa concordancia entre os sinais registrados. A Figura 20F apresenta a comparacao

das Ip obtidas para os diferentes eletrodos, juntamente com seus respectivos desvios padrdo. O

RSD obtido foi de 3,83%, valor considerado adequado para avaliagcdo da reprodutibilidade do

método.

Figura 20. Voltamogramas realizados em cinco eletrodos em A, B, C, D ¢ E, estudo realizado

em triplicata para 5 umol L-1 em eletrolito suporte tampao BR7. Varia¢do das intensidades de corrente

obtidas pelos trés eletrodos em D. Condi¢des SWV; a =40 mV; =20 Hz; AE =6 mV.
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4.7. Estudo de interferentes

A seletividade do método proposto foi avaliada por meio da investigagao da influéncia
de possiveis interferentes comumente associados as matrizes de interesse € ao contexto de uso
indevido da SIB. A escolha das espécies interferentes considerou os objetivos deste trabalho e
os cenarios nos quais a SIB pode ser encontrada, incluindo suplementos alimentares e
multivitaminicos adulterados, misturas de drogas de abuso e aplicagdes em contextos forenses
e antidoping. Os interferentes avaliados foram: acido ascérbico (AA), cafeina (CAF), cocaina
(COC), nicotinamida (NIC, vitamina B3), paracetamol (PAR), piridoxina (PIR, vitamina B6),
riboflavina (RIB, vitamina B2), ureia (URE) e acido trico (AU). Dentre essas substancias, a
cocaina consta na lista de substancias proibidas pela WADA (2025), classificada como

estimulante.

O estudo foi conduzido em duas razdes de concentragdo entre SIB e interferente: 1:1 (5
umol L' de SIB e 5 pumol L™ de interferente) e 1:2 (5 umol L' de SIB e 10 pmol L' de
interferente). A Figura 21 apresenta os voltamogramas obtidos para a razdo 1:1. A analise dos
resultados indica que, para AA, CAF, COC, NIC, PIR, URE e AU, as variacdes observadas na
corrente de pico da SIB permanecem dentro do desvio experimental, ndo caracterizando
interferéncia significativa no sinal analitico. A RIB foi a unica espécie que promoveu
interferéncia relevante no sinal da sibutramina, possivelmente devido a sua atividade
eletroquimica na mesma regiao de potencial e a interacdo com a superficie do eletrodo. No caso
do PAR, ndo foi observada interferéncia no sinal da SIB; adicionalmente, o potencial de
oxidagdo do PAR ocorre em valores mais negativos em relagdo ao da SIB, permitindo a
visualizagdo de dois picos bem definidos e indicando a possibilidade de determinagdo

simultanea das duas espécies.
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Figura 21. Influéncia de cada espécie interferente na resposta eletroquimica da sibutramina, utilizando
relagdo sibutramina/interferente (1:1) na concentragio de 5 pmol L' em eletrdlito suporte tampdo BR
7 por SWV. Condigdes SWV: a =40 mV; f=20 Hz; AE
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Fonte: A autora

Na razdo 1:2 (Figura 22), observou-se uma leve alteracdo no comportamento
eletroquimico da SIB na presenga de COC e URE. Esse efeito pode ser atribuido a competigao
entre as moléculas dos interferentes e da SIB pelos sitios ativos da superficie do eletrodo,
resultando em modificagdes na resposta da SIB em maiores concentragdes do interferente. Para
a PIR, observou-se o surgimento de um novo sinal a direita do pico de oxidagao da SIB. A
adi¢do de 10 pmol L' adicionais de PIR resultou no aumento da intensidade desse sinal,
confirmando sua atribui¢do a oxidacdo da PIR. Esse comportamento indica que, assim como

observado para o PAR, a PIR apresenta processo de oxidagdao em potencial distinto daquele da
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SIB, sem interferir significativamente em seu sinal eletroquimico, evidenciando a possibilidade

de determinacao simultanea das espécies em condigdes adequadas.

Figura 22. Influéncia de cada espécie interferente na resposta eletroquimica da sibutramina, utilizando
relagdo sibutramina/interferente (1:2) na concentragdo de 5 pmol L' de SIB e 10 pmol L! de interferente

em eletrolito suporte tampao BR 7 por SWV. Condigées SWV: a =40 mV; /=20 Hz; 4E = 6mV.
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4.8 Analise das amostras

Apos a otimizagdao do método e investigagdo de interferentes, procedeu-se a avaliacao
da aplicabilidade do método, foram analisadas trés amostras: multivitaminico composto,
amostra apreendida e urina sintética. O método de adig¢ao padrao foi empregado para minimizar
os potenciais efeitos da matriz e o estudo foi realizado em trés niveis de concentracdo. A Figura
23 apresenta os voltamogramas obtidos para amostra apreendida (PCMG), urina e
multivitaminico em (A), (C) e (E), bem como as curvas obtidas pelo método de adi¢ao de padrao
em (B), (D) e (F), respectivamente. Os desvios que podem ser observados no formato do pico
dos voltamogramas obtidos para a urina podem ser justificados pelo fato de ser uma amostra
bioldgica complexa sem comprometer significativamente a resposta eletroquimica da SIB. A
apresentacdo dos valores de recuperagao variou de 97 a 111% para todos os tipos de amostra.
Esses resultados demonstram a exatiddo do método proposto para a determinagdo de SIB em

matrizes biologicas, apreendidas e farmacéuticas. Os resultados sdo apresentados na Tabela 8.
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Figura 23. Voltamogramas obtidos para analise de (A) amostras de urina, (C) amostra apreendida
(PCMG) e (E) multivitaminico composto com adi¢do de padrdo. Em B, D e F curvas respectivas
obtidas para analise por adi¢ao de padrao.
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Tabela 8. Resultados (média + DP) para a determinacdao de SIB em urina sintética, amostras
apreendidas (PCMG) e multivitaminico usando o método proposto e GS tratado como eletrodos
de trabalho.

Adicionada / pmol
L-]
PCMG 0

Amostras Recuperada / pmol L' Recuperagio / %

0,33 +0,01 -
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1,00 0,97 £ 0,03 97+2

1,50 1,57 +£0,04 105+3
0 <LOD -
0,50 0,51 +£0,01 102 +£2
Urina sintética
1,00 1,08 £0,03 108 £3
1,50 1,67 0,06 111+4
0 0.29 +£0.03 -
Multivitaminico
1,00 1,06 £ 0,03 106 £ 3
composto
1,50 1,56 +£0,04 104 £3

Para validagdo do método, solu¢des contendo cloridrato de SIB em concentragdes
variando de 89,7 a 287,2 umol L™! foram analisadas por HPLC acoplada a um detector UV-Vis,
a separacao cromatografica foi monitorada por detec¢do ultravioleta em um comprimento de
onda de 225 nm. A curva da area do pico versus concentragdo mostrou-se linear (y =
11392,42 + 182794,69x), apresentando um coeficiente R? de 0,998 com um tempo de
retencdo de 3,437 + 0,002 min. Para avaliar a concordancia entre os métodos analiticos, a
Tabela 9 apresenta uma comparacdo dos resultados da determinacdo de SIB em amostras

apreendidas e farmacéuticas obtidos por SWV e HPLC.

A comparagao entre os resultados obtidos pelo método proposto baseado em voltametria
de onda quadrada (SWV) e o método de referéncia por HPLC-UV-vis foi realizada por meio do
teste t de Student, com o objetivo de avaliar a existéncia de diferengas estatisticamente
significativas entre as médias obtidas para as amostras analisadas. Esse teste ¢ amplamente
empregado na validagdo de métodos analiticos para verificar a exatiddo de um método
alternativo em relacdo a um método consagrado, considerando um determinado nivel de

confianca (SKOOG et al., 2005; MILLER; MILLER, 2010).

O calculo do t estatistico foi realizado através das seguintes equagdes:

X1+ X,

o, 8

Sp 2/N ()
2 2

5, = /w )
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onde, X; ¢ o valor da média dos resultados obtidos através do método, N € o valor das medidas

realizadas, no caso ambas as técnicas foram realizadas em triplicata, Sy € o valor do desvio dos

resultados obtidos. E o t critico € obtido através dos graus de liberdade o qual segue a seguinte

relagdo com o numero (N) de medidas realizadas:

Graus de liberdade = N; + N, — 2 (10)

a partir do valor de graus de liberdade o valor de ¢ ¢ obtido através de tabelas estatisticas de

acordo com os niveis de probabilidade. (SKOOG et al., 2005)

Para a amostra proveniente da PCMG, o valor de ¢ estatistico calculado foi de 1,52,
enquanto para a amostra de multivitaminico foi de 0,76. Em ambos os casos, esses valores sao
inferiores ao valor de ¢ critico (t = 2,78), indicando que ndo hé diferenga estatisticamente
significativa entre os resultados obtidos pelos dois métodos ao nivel de confianca adotado. De
acordo com o critério do teste ¢, quando t calculado < ¢ critico, as médias sao consideradas
estatisticamente equivalentes, o que demonstra que o método proposto apresenta exatidao

comparavel ao método de referéncia (MILLER; MILLER, 2010).

Além disso, observa-se que os valores médios obtidos por SWV e HPLC sao bastante
proximos entre si, com diferencas relativas pequenas quando comparadas aos respectivos
desvios padrdo, o que reforga a boa concordancia entre os métodos. No caso da amostra da
PCMGQ, os valores foram 4,0 + 0,2 mg/capsula (SWV) e 4,2 + 0,1 mg/capsula (HPLC), enquanto
para o multivitaminico foram 6,9 + 0,3 mg/capsula (SWV) e 6,8 + 0,1 mg/cépsula (HPLC).
Essas variagcdes estdo dentro da incerteza experimental, evidenciando a confiabilidade do
método eletroanalitico desenvolvido. De modo geral, a SWV proporciona desempenho analitico
comparavel ao método de referéncia. A baixa variacdo entre os resultados refor¢a a precisao da
abordagem eletroanalitica, destacando seu potencial como uma alternativa rapida e de baixo

custo para a determinagdo de SIB em diferentes matrizes.

74



Tabela 9. Comparagao dos resultados da determinagio de SIB obtidos por SWV e HPLC em
amostras apreendidas (PCMG) e multivitaminico.

SWV HPLC
Amostra t estatistico?
(mg / capsula) (mg / capsula)
PCMG 4,0+0,2 4,2+0,1 1,52
Multivitaminico C. 6,9+0,3 6,8 +0,1 0,76

aValor de t critico= 2,78.

5. Conclusdes

O presente trabalho descreve o desenvolvimento e a aplicagdo de um sensor
eletroquimico baseado em GSE para a determinagao de SIB em diferentes matrizes. A partir da
abordagem proposta, foi possivel demonstrar que o tratamento eletroquimico da superficie do
eletrodo promoveu melhorias significativas na resposta analitica, resultando em aumento da

sensibilidade e melhor desempenho eletroquimico em comparacao ao eletrodo nao tratado.

A otimizagao dos parametros instrumentais das técnicas voltamétricas evidenciou que a
SWYV apresentou melhor desempenho em relagdo a DPV, destacando-se pela maior razdo
sinal/ruido, melhor defini¢do de pico e maior sensibilidade. A aplicacdo da técnica otimizada
permitiu a constru¢ao de uma curva analitica com boa linearidade, além da obtencao de limites

de deteccdo e quantificacdo adequados para a determinag@o do analito em niveis de interesse.

Os estudos de repetibilidade e reprodutibilidade indicaram que o método apresenta boa
precisdo, com valores RSD inferiores a 5%, evidenciando a confiabilidade do procedimento
experimental e a uniformidade do tratamento aplicado aos eletrodos. Adicionalmente, o estudo
de seletividade demonstrou que a maioria dos possiveis interferentes avaliados ndo apresentou

influéncia significativa no sinal da SIB, indicando boa seletividade do método proposto.

Os resultados obtidos evidenciam que o sensor desenvolvido apresenta caracteristicas
promissoras para aplicacoes analiticas, especialmente em anélises rapidas, de baixo custo e com
potencial uso em campo. Em comparacao com métodos tradicionais descritos na literatura, o
método proposto destaca-se pela simplicidade de preparo do eletrodo, rapidez de andlise e

desempenho analitico satisfatorio.
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Por fim, os resultados obtidos contribuem para o desenvolvimento de sensores
eletroquimicos baseados em materiais de carbono, demonstrando que estratégias simples de

modificagdo superficial podem promover melhorias significativas na resposta analitica.

Como perspectivas, sugere-se a aplicagdao do sensor em amostras reais mais complexas,
bem como a exploragdo de estratégias adicionais de modificagdo do eletrodo visando ainda

maior sensibilidade e seletividade.
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