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RESUMO

No presente trabalho sdo exibidos os estudos realizados sobre a oxidagdo eletroquimica do
acido folico e a sua determinagdo empregando um sistema de analise por inje¢do em batelada
(BIA, Batch Injection Analysis) com a técnica de amperometria convencional. Os testes foram
realizados utilizando o eletrodo de folha de grafite pirolitico (FGP) como eletrodo de trabalho,
o qual ¢ um oOtimo sensor para andlises eletroquimicas. Foram realizados estudos de
voltametria ciclica para obter informagdes sobre o comportamento redox do analito.
Utilizaram-se diferentes solugdes tampao para observar o comportamento da molécula frente
a diferentes meios e pHs, para isso, foram realizados voltamogramas ciclicos utilizando
tampao acetato, tampao fosfato e variando o pH de uma solugdo tampao Britton-Robinson.
Observou-se que o comportamento na FGP fornece um pico de oxidagdo para o acido folico
favorecido em pH 7 (meio neutro), desta forma, o eletrolito suporte escolhido foi o tampao
Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L' em pH 6. Apods a escolha do eletrolito suporte, foi
realizado um voltamograma hidrodindmico com o intuito de avaliar o melhor potencial de
trabalho para as demais andlises, e o potencial 6timo de trabalho foi de +1,0 V. Os parametros
do sistema BIA foram otimizados, em 193 uL s™' para vazdo e 200 L para volume de injegdo,
respectivamente. Durante os estudos observou-se a necessidade da utilizacdo do sistema de
agitacdo para diminuir problemas de adsorcdo do acido félico na superficie do eletrodo de
FGP que, portanto, foi adotado neste trabalho. O método desenvolvido foi aplicado em quatro
amostras diferentes, comprimidos que continham 2 ou 5 mg de é4cido félico. Obtiveram-se
respostas satisfatorias como, por exemplo, uma boa frequéncia analitica (61 h™), bom limite
de detecgdo (0,023 umol L), desvio padrio relativo dentro do valor aceitavel (DPR < 2,8%)
atestando uma boa precisio do método, além de adequada sensibilidade (2,08 x 10" pA L
umol ™). Utilizou-se 0 método de HPLC para comparagio dos resultados obtidos pelo método
proposto, € de acordo com o teste t de Student pareado os resultados sdo concordantes com
95% de confianga.

Palavras-chave: Acido folico. Amperometria. Anélise por injecio em batelada (BIA).

Eletrodos de folha de grafite pirolitico.



ABSTRACT

The present work presents the studies on the electrochemical oxidation of folic acid and its
determination using a Batch Injection Analysis (BIA) system with the conventional
amperometry technique. The tests were performed using the pyrolytic graphite sheet electrode
(GSE) as a working electrode, which is a great sensor for electrochemical analysis. Cyclic
voltammetric studies were performed to obtain information on the redox behavior of the
analyte. Different buffer solutions were used to observe the behavior of the molecule in
different media and pHs, for this, cyclic voltammograms were performed using acetate buffer,
phosphate buffer and varying the pH of a Britton-Robinson buffer solution. It was observed
that the behavior on the GSE provides a favored oxidation peak for folic acid in pH 7 (neutral
medium), in this way, the supporting electrolyte chosen was a 0.1 mol L™ Britton-Robinson
(BR) buffer at pH 6. After the choice of supporting electrolyte, a hydrodynamic
voltammogram was performed in order to evaluate the best working potential for the other
analyses, and the optimum working potential was +1,0 V. The parameters of the BIA system
were optimized, in 193 pL s for flow rate and 200 pL for injection volume, respectively.
During the studies it was observed the need to use a stirring system to reduce problems of
folic acid adsorption on the surface of the GSE electrode, which was therefore adopted in this
work. The developed method was applied to four different samples, tablets containing 2 or 5
mg of folic acid. Satisfactory responses were obtained, for example, a good analytical
frequency (61 h™), good detection limit (0.023 pmol L™), relative standard deviation within
the acceptable value (DPR <2.8%), attesting a good precision of the method, in addition to
adequate sensitivity (2.08x 10" wA L pmol™). The HPLC method was used to compare the
results obtained by the proposed method, and according to the paired Student's t test the
results are concordant with 95% confidence.

Keywords: Folic acid. Amperometry. BIA. Pyrolytic graphite sheet electrodes.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
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1. INTRODUCAO

1.1. Analito Estudado

As vitaminas sdo nutrientes de natureza organica essenciais em baixa quantidade para
o funcionamento ideal do organismo humano. A maioria das vitaminas ndo sao sintetizadas no
corpo humano, desta forma, podem ser adquiridas a partir de fontes externas para a boa
atividade metabolica (VAZE; SRIVASTAVA, 2007; REVISTA FIB, 2014). As vitaminas
exercem diversas fungdes, como por exemplo, acdo antioxidante e atuagdo como catalisadores
em reagdes que ocorrem no corpo humano, no entanto, cada vitamina possui uma fungao
especifica (REVISTA FIB, 2014).

Como as vitaminas sdo extremamente importantes para o bom funcionamento do
corpo humano, sua falta ou seu consumo em excesso pode provocar o desequilibrio
metabolico que tem como consequéncia o desenvolvimento de doengas, sendo assim, a
reparagdo deve ser feita a partir de fontes externas, podendo ser naturais ou artificiais. Deste
modo, a quantificacdo das vitaminas nessas fontes se torna necessaria (VAZE; SRIVASTAVA,
2007).

O 4acido folico é uma vitamina hidrossoluvel pertencente a familia do complexo B
(vitamina Bo) cuja féormula molecular ¢ C;9H9N7Og. O termo 4cido félico € a denominagdo
para a formula farmacéutica do acido pteroilglutamico, que ¢ a forma estavel da vitamina
(VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010). Seu nome na [UPAC ¢ acido pentanodioico (2S)-2-[[4-
[(2-amino-4-oxo0-1H-pteridina-6-il)metilamino]benzoil Jamino (AKBAR; ANWAR;
KANWAL, 2016). A estrutura do acido folico ¢ exibida na Figura 1.



13

Figura 1 - Estrutura quimica do 4cido folico.

COOH

OH

Pterina Acido p-aminobenzéico' Acido L-glutimico

Fonte: (AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).

Em grande parte das fontes naturais de alimentos, o acido folico ¢ encontrado em duas
formas reduzidas: Acido 7,8-dihidropuroilmonoglutamico (DHF) ou Acido 5,6,7,8-
tetrahidretoilmonoglutdmico (THF) (AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016). As respectivas

estruturas sao apresentadas na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica do Acido 7,8-dihidropuroilmonoglutimico (DHF) (A) ou Acido
5,6,7,8-tetrahidretoilmonoglutamico (THF) (B). Sendo R a representagdo da parte do acido p-

aminobenzodico e do acido L-glutamico da estrutura do 4cido folico.

A Q B 0
N R
HN ‘ X H’/ HN ‘ s
)\\_ /g\
NH, N N NH, N

Fonte: (AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).
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O acido folico possui diversas fungdes no corpo humano, pode-se citar como exemplo,
a sua grande importancia para as inumeras vias metabolicas humanas e na sintese do acido

nucleico, bem como, sua utilizagdo para acelerar a divisdao celular. A vitamina By ¢
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imprescindivel para o crescimento e desenvolvimento dos fetos, principalmente na formagao
normal do tubo neural (REVISTA FIB, 2014; AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016;
ULUSOQOY et al., 2016). O 4cido folico em conjunto com a vitamina Bj, proporciona a
producdo e desenvolvimento de glébulos vermelhos (AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).

O 4cido folico ndo pode ser armazenado no corpo humano, desta forma, sua
deficiéncia ¢ bastante comum. A ingestdo do acido folico ocorre pelo consumo de levedo,
figado, graos de cereais integrais, hortaligas verdes e feijdo, os quais sdo alimentos ricos em
vitamina By (REVISTA FIB, 2014; ULUSQY et al., 2016). O baixo consumo destes alimentos
causa consequentemente a deficiéncia desta vitamina, o que pode levar a um grande nimero
de doencas, dentre elas se destacam, anemia megaloblastica, cancer, doengas cardiovasculares
e problemas no desenvolvimento de fetos (NELSON; SHARPLESS; SANDER, 2006). O
excesso de vitamina By pode disfarcar alguns sintomas de doengas causadas pela deficiéncia
de vitamina Bj,, desta forma, o controle da quantidade de acido félico em amostras de
comprimidos e alimentos fortificados sdo extremamente importantes para a satde humana
(NELSON; SHARPLESS; SANDER, 2006; AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).

A vitamina By ¢ instdvel frente ao aquecimento, congelamento, oxidacdo e ao
cozimento, consequentemente hd uma perda de 50% a 95% do contetido do folato durante os
processos citados (VANNUCCHI; MONTEIRO, 2010). Para impedir a deficiéncia do acido
folico € necessario o uso de suplementos ou de comidas fortificadas com a vitamina By
(NAGARAJA; VASANTHA; YATHIRAJAN, 2002). Desta forma, a industria farmacéutica
produz formulagdes que contem o acido folico, sendo estas liquidas ou até mesmo em
comprimidos.

A Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) divulgou em 2002, no Diario Oficial a
Consulta Publica n°® 51 que previa a fortificacdo da farinha de trigo e farinha de milho, com
acido folico (140 a 220 pg de acido folico para cada 100 g de farinha). Esta iniciativa se deve
ao fato da necessidade do aumento da ingestdo de acido folico na populacdo, especialmente
em mulheres gravidas e criangas. O objetivo ¢ diminuir a ocorréncia de anemia em criangas €
prevenir a ma formagdo do tubo neural no embrido (entre 22° ¢ 28° dia), evitando assim a
deformacao como anencefalia, e at¢ mesmo defeitos na coluna que podem levar a morte do
feto. Um estudo britanico constatou que 70% dos casos de bebés que nascem com deformagao
no tubo neural poderiam ser impedidos com a suplementagdo da vitamina By (ANVISA,

2019).
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1.2. Métodos para a determinacio de acido folico

Para a determinag¢do do 4cido folico em comprimidos e em alimentos fortificados
diversos estudos foram descritos na literatura utilizando métodos analiticos variados, dentre
eles: cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) com detector de fluorescéncia
(RUGGERI et al., 1999); cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (HPLC-
MS) com detector de absorbancia UV (NELSON; SHARPLESS; SANDER, 2006);
espectrofotometria (NAGARAJA; VASANTHA; YATHIRAJAN, 2002), fluorimetria (LAPA
et al., 1997); quimioluminescéncia (SONG; WANG, 2003); eletroforese (KOHN; MOLLIN;
ROSENBACH, 1961; ZHAO et al., 2006); termogravimetria (VORA et al., 2002); no
entanto, a maioria desses métodos listados acima possuem algumas desvantagens, como por
exemplo, a necessidade de um pré-tratamento elaborado da amostra, grande quantidade de
reagentes organicos e de alto preco, utilizagdo de outros compostos para a extragao do acido
folico, emprego de aparelhos de elevado custo, complexidade na operacao do equipamento ¢ a
alta geragdo de residuos (AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016). Desta forma, novos métodos
mais eficientes, rapidos e acessiveis estdo sendo estudados e desenvolvidos (ULUSOY et al.,

2016).

1.3. Técnicas Eletroanaliticas

Os métodos eletroanaliticos abrangem medidas de algumas propriedades elétricas,
como o potencial, resisténcia e corrente elétrica, a partir de fendmenos nos quais uma espécie
redox interage quimicamente e/ou fisicamente com outros constituintes do meio, ou até
mesmo com interfaces (SKOOG et al.; 2006; PACHECO et al., 2013). O emprego de medidas
elétricas na quimica analitica possui diversas aplicagdes em areas distintas, como por
exemplo, na determinagdo de pesticidas em alimentos e solucdes aquosas (SOUZA;
MACHADO, 2003; GALLI et al., 2006), aplicagdes farmacoldgicas (LIMA et al., 1999) e de
moléculas biologicas (ZEN, 1998), andlises de metais e complexos (SHAMS, 2000; DE
SOUZA et al., 2004).

Os métodos eletroanaliticos tem se tornado uma alternativa aos métodos
convencionais para a determinag¢do de farmacos, inclusive o 4cido folico. Estas técnicas tém
sido exploradas e estudadas para a determinagdo de acido folico em comprimidos e em
alimentos fortificados, como espinafre (MIRMOGHTADAIE et al., 2013), farinha e arroz

(SILVEIRA et al., 2016). Os métodos eletroanaliticos possuem diversas vantagens, como por
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exemplo, sdo mais acessiveis, praticos, sao de baixo custo, apresentam boa sensibilidade e
moderada seletividade, possuem operagdes simples, tempo curto de analise, geram resultados
rapidos e comparaveis ao método HPLC e outras técnicas cromatograficas de separagdo com
detecgdo espectrofotométrica (SKOOG et al., 2006; AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016)

As técnicas eletroanaliticas utilizadas para determinar e estudar o comportamento
redox do acido folico foram voltametria de onda quadrada (CAKIR; ATAYMAN; CAKIR,
1997, TAHERKHANI et al, 2013), cronoamperometria (RAOOF et al., 2015);
cronocoulometria (WEI et al., 2005); voltametria de varredura lincar (WANG et al., 2005),
voltametria de pulso diferencial (VAZE; SRIVASTAVA, 2007) e voltametria ciclica
(ARAUIJO et al., 2015).

O é4cido folico ¢ um composto eletroquimicamente ativo, desta forma, o seu
comportamento eletroquimico tem sido bastante estudado nos ultimos anos. Kretzchmar e
Jaenicke propuseram o mecanismo de reacao e os produtos obtidos para a reducao e oxidagao
eletroquimica da molécula em uma faixa de pH 1-12. A voltametria ciclica tem sido utilizada
para estudar o comportamento eletroquimico da molécula de acido folico, € como resultado
observou-se que a reducdo e oxidacdo eletroquimica ¢ dependente do pH (KRETZSCHMAR;
JAENICKE, 1971; AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).

No estudo sobre a oxidagao eletroquimica do acido foélico em um intervalo de pH de 1-
12, observou-se uma Unica onda para a oxida¢do anddica (le, 1H") do acido 5,6,7.8 —
tetrahidrofolico. Um voltamograma ciclico obtido neste estudo estd apresentado na Figura 3.
Um mecanismo de reacao foi proposto para o estudo de oxidagdo anddica. Este ¢ apresentado

na Figura 4 (AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).
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Figura 3 - Voltamograma ciclico utilizando eletrodo de pasta de carbono em uma solucao de

KC10,1 mol L' em (a) auséncia e (b) presenca de solucdo 2x10™ mol L de 4cido folico entre

os potenciais de varredura de 0,0 e 1,3 V. Utilizou-se eletrodo de referéncia Ag/AgCl.

6.0x10°

4.5x10°%

3.0x10°91

Current / A

1.5x10%+

0.0 0.4
E/V vs Ag/AgCl

Fonte: (AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).
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Figura 4 - Mecanismo de reacao proposto para a oxidacao anodica de acido folico em pH 6,8.
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Fonte: (AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).

A partir do mecanismo nota-se que o acido 5,6,7,8—tetrahidrofélico inicialmente oxida
para formar um radical (IT), que por sua vez, pode oxidar novamente formando o acido 6,7-
dihidrofélico (IV) ou dimerizar-se e formar o composto III. A andlise eletroquimica do acido
folico tem como base a clivagem oxidativa ou redutiva da ligagdo do C (9) e do N (10). Kwee
estudou e relatou a eletroatividade desta ligagdo C (9) e do N (10) a partir da voltametria
ciclica e da polarografia de pulso, onde a clivagem oxidativa desta ligacao foi estudada em
condigdes aerobicas e como produto obteve-se o derivado da pterina (KWEE, 1983; AKBAR;
ANWAR; KANWAL, 2016).

Alguns estudos sobre a oxidagdo anddica do acido folico tém sido relatados na
literatura. Aragjo et al (2015) utilizaram o eletrodo de pasta de grafite juntamente com as
técnicas de voltametria ciclica e voltametria de pulso para o estudos do comportamento da
oxidacao anddica do acido folico. Como resultado observou-se um pico bem definido e que o

comportamento anodico do dacido félico varia conforme ocorre uma alteracdo no pH
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(ARAUIJO et al., 2015). Taherkhani et al (2013) empregaram a técnica de voltametria de
varredura linear juntamente com a utilizacao do eletrodo de pasta de carbono liquido i6nico
modificado por nanoparticulas de ZnO para o estudo da oxidacdo anddica do acido folico.
Observou-se uma onda bem definida em pH 9 (TAHERKHANI et al, 2013). Como o
resultado do comportamento da oxidagdo anodica apresentou-se bem definido, tem-se que as

técnicas de voltametria podem ser aplicadas para a determinagdo do acido folico (AKBAR;

ANWAR; KANWAL, 2016).

1.3.1. Voltametria ciclica (VC)

Uma das técnicas eletroquimicas empregadas neste trabalho ¢ a voltametria ciclica e
de todos os métodos disponiveis ¢ provavelmente a mais utilizada para o estudo e também na
obten¢do de informagdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos, até mesmo por
pesquisadores ndo eletroquimicos, devido a sua facilidade de aplicacdo e interpretagao. O
método baseia-se na aplicagdo de um potencial ao eletrodo de trabalho que varia
continuamente com o tempo, resultando na ocorréncia de reagdes redox de espécies
eletroativas na solugdo, supostamente devido a adsor¢ao de espécies de acordo com o
potencial aplicado e a producdo de uma corrente capacitiva consequente ao carregamento da
dupla camada elétrica (BRETT; BRETT, 1996; QUINTINO, 2003; PACHECO et al., 2013).

A voltametria ciclica tem capacidade de gerar rapidos resultados sobre reagdes
quimicas vinculadas a processos adsortivos, termodindmica de processos redox e da cinética
de reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons. Desta forma, esta técnica encontra
ampla aplicabilidade no estudo e na identificacdo de informagdes sobre mecanismos de
reacdes redox, na deteccdo de espécies presentes no meio, no estudo de reversibilidade de um
sistema e também em analises semi quantitativas de velocidade de reagdo sob varias
condi¢des (BRETT; BRETT, 1996; QUINTINO, 2003; SKOOG et al., 2006; PACHECO et
al.,2013).

Esta técnica ndo ¢ bastante usual para andlise e determinagdo quantitativa, no entanto,
¢ uma Otima op¢ao quando se deseja iniciar o estudo eletroquimico de uma amostra
desconhecida. A partir do grafico adquirido € possivel obter informagdes sobre a presenca de
intermediarios e produtos formados da reacdo, bem como, em quais potenciais que ocorre o
processo de transferéncia de elétrons (SKOOG et al., 2006). Nomeia-se voltamograma o

perfil de corrente elétrica em funcao do potencial aplicado.
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Figura 5 - Aplicagdo do potencial para a voltametria ciclica: A) potencial com varredura

linear; B) potencial do tipo escada; C) voltamograma obtido para um sistema reversivel.

E (V) A) g i C)

tempo E (V)

Fonte: (PACHECO et al., 2013)

Na voltametria ciclica, primeiramente a varredura de potencial ¢ realizada em uma
determinada direcao e logo em seguida na dire¢ao inversa, enquanto isso a corrente ¢ medida.
Quando se utiliza esta técnica pode-se empregar um ciclo parcial, um ciclo inteiro ou até
mesmo varios ciclos (SKOOG et al., 2006).

O modo que o potencial ¢ aplicado na voltametria ciclica esta apresentado na Figura 5-
A, em que a resposta de corrente de um eletrodo estacionario em uma solugdo sem agitagdo ¢
excitada na forma triangular. Outra forma de aplicacdo do potencial ¢ na forma de escada
(staircase) como ilustrado na Figura 5-B, com degraus de potenciais pequenos (da ordem de
10 mV) e tempo de duracao curto (50 ms). Esta variacdo tem como objetivo a diminui¢ao da
contribui¢do da corrente capacitiva na corrente total. Sio denominados potenciais de inversao,
0s potenciais nos quais ocorre a reversdao do sentido de varredura, desta forma, a partir destes
potencias de inversao € possivel observar a reducdo ou oxidagdo das espécies. A Figura 5-C
apresenta a resposta de corrente versus o potencial aplicado, sendo possivel analisar os
valores maximos de picos que corresponde a redugdo ou a oxidagao de determinado analito

(BRETT; BRETT, 1996; PACHECO et al., 2013).

1.3.2. Amperometria

Outra técnica eletroquimica utilizada neste trabalho ¢ a amperometria, a qual ¢

bastante empregada para quantificacdo e estudos das reagdes de eletrodo e suas velocidades.

Esta técnica também ¢ utilizada como um complemento a voltametria ciclica para analise de
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reagoes eletroquimicas. A amperometria baseia-se em um sensor amperométrico que mede
uma corrente vs. tempo em um unico potencial. Pode-se dizer que um sensor amperométrico €
um sensor voltamétrico para um potencial fixo, isso porque, um sensor voltamétrico registra
muitos pontos em uma regido determinada do perfil corrente vs potencial (BRETT; BRETT,
1996; QUINTINO, 2003). Na Figura 6 ¢ apresentado o pico da corrente que decai

rapidamente com o tempo de um composto que sofre oxidagao.

Figura 6 - Resposta da corrente em fun¢do do tempo para um experimento de Unico degrau

de potencial.

Lormenta

Tempo

Fonte: Adaptado de (QUINTINO, 2003).

Nesta técnica um potencial fixo € aplicado sobre o eletrodo de trabalho, sendo que
neste potencial ocorre a reducao ou oxidagao eletroquimica do analito eletroativo estudado. A
medida de interesse ¢ a diferenca entre a corrente produzida pelo analito e pelo eletrdlito
suporte, a qual deve ser proporcional a concentragdo do composto estudado. Antes da
aplicacdo da amperometria alguns estudos devem ser realizados, como por exemplo, o
emprego de técnicas de varredura de potencial para selecionar o potencial de redug¢do ou
oxidagao adequado para a analise (QUINTINO, 2003).

Uma vantagem da amperometria ¢ que a corrente residual alcangada apresenta
medidas baixas e isto esta relacionado a auséncia de corrente capacitiva e a um menor efeito
na contaminacao da superficie do eletrodo de trabalho em consequéncia do menor tempo de
contato do analito estudado com o eletrodo. Este fator faz com que a amperometria possua
maior sensibilidade quando comparada a voltametria de varredura de potenciais. Esta técnica
eletroquimica possui diversas aplicagcdes, como por exemplo, na eletroanalise, nas medigdes

em fluxo, em titulacdes amperométricas, entre outros. Quando correlacionada a métodos de
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alta velocidade, tais como FIA e BIA, esta técnica fica ainda mais atrativa (BRETT; BRETT,
1996; QUINTINO, 2003).

A amperometria possui algumas limitagdes e desvantagens, como por exemplo, a
baixa seletividade e alguns problemas associados com os processos adsortivos dos compostos
na superficie do eletrodo. Caso a analise seja realizada em potenciais extremos, pode ocorrer a
oxidagdo ou reducao de outras espécies eletroativas em potenciais abaixo daquele definido,
sendo assim, uma solug@o para este problema ¢ a utilizagdo de valores minimos de potenciais.
Outra complicacdo ¢ a contaminacdo da superficie do eletrodo de trabalho utilizado, pois
podem reproduzir sinais eletroquimicos nao desejaveis dos produtos adsorvidos, bem como,
também pode afetar diretamente a taxa de transferéncia de carga entre o composto € o
eletrodo (QUINTINO, 2003; STEFANO, 2016). Algumas alternativas estdo sendo estudadas
para evitar a contamina¢do ou realizar a limpeza da superficie do eletrodo, por exemplo,
utilizacao da amperometria pulsada (STEFANO et al., 2012) ou uso de eletrodos modificados
(HAGHIGHI et al., 2007).

1.4. Analise por Injecio em Batelada (BIA)

Para andlises eletroquimicas existem diversos métodos quantitativos precisos para a
deteccdo de inumeros analitos (KAVOSI et al., 2014; PACHECO et al., 2015). Os sistemas
eletroquimicos portateis apresentam uma grande capacidade em obter informagdes analiticas
mais rapidas e simples quando comparado aos métodos tradicionais encontrados em
laboratorios. Desta forma, nota-se o aumento e intensificacdo da utilizacdo desses sistemas
eletroquimicos portateis em diversas aplicagdes, como por exemplo, na area da satde e da
agricultura, principalmente onde os ambientes possuem recursos restritos (DOU et al., 2016).

No inicio da década de 90, Wang e Taha desenvolveram um sistema portatil nomeado
como andlise por injecdo em batelada (BIA, do inglés Batch Injection Analysis), o qual ¢ uma
opcdo para a realizacdo de andlises rapidas em relacdo aos métodos tradicionais. Em uma
analise no sistema BIA com detec¢dao eletroquimica, pequenas aliquotas compondo-se de
analito sdo injetadas com o auxilio de uma micropipeta (mais comumente eletronica)
diretamente na superficie do eletrodo de trabalho imerso em um volume de solugdo inerte,
sendo essa configuragdo chamada “wall-jet” (WANG; TAHA, 1991).

Antigamente a ponta da micropipeta, assim como os eletrodos de trabalho, referéncia e
contra eletrodo ficavam submersos em um grande volume de solugdo, no entanto, atualmente

esse volume diminuiu e estd sendo utilizado aproximadamente 180 mL (QUINTINO, 2003).
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Este volume encontrado dentro da célula provocard a diluigdo do analito ou do padrao
posteriormente ao sinal analitico obtido.

Na figura 7 encontra-se esquematizado a primeira montagem do sistema BIA quando
associada a amperometria. Este sistema consiste em uma célula eletroquimica construida de
acrilico, onde o eletrodo de trabalho (A) ¢ posicionado no sentido oposto da injecdo,
normalmente fixado através de um orificio aberto na base da célula. Para as injecdes das
solucdes pode ser utilizada uma micropipeta convencional ou micropipeta eletronica (WANG
et al., 1992). A ponteira da micropipeta (B) ¢ acomodada em um orificio na tampa da célula
posicionado na direcdo oposta ao eletrodo de trabalho, de forma que as injecdes sejam
realizadas com a mesma distancia entre a ponteira ¢ a superficie do eletrodo. Em outros dois
orificios na tampa superior da célula sdo posicionados o eletrodo de referéncia (C) e o
eletrodo auxiliar (D). Outro orificio (E) pode ser utilizado para inserir o eletrolito suporte, que
¢ mantido sob agitacdo (F), caso seja necessario. Um dreno (G) pode ser adaptado a base da

célula se for preciso.

Figura 7 - Diagrama esquemadtico da célula BIA. (A) eletrodo de trabalho; (B) eletrodo
auxiliar; (C) eletrodo de referéncia; (D) ponteira da micropipeta; (E) orificio para

preenchimento da célula; (F) barra de agitagdo; (G) dreno.

Fonte: (QUINTINO; ANGNES, 2004).
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Conforme visto na Figura 7 a primeira montagem do sistema BIA contava alguns
recursos como o dreno, barra de agitacdo e orificio para o preenchimento da célula, no
entanto, na Figura 8 est4 representado um diagrama da célula BIA mais recentemente, a qual
ndo conta com os recursos citados acima e se assemelha mais com a célula utilizada neste
trabalho. As duas células exibidas possuem caracteristicas semelhantes, como por exemplo, o
eletrodo de trabalho ¢ fixado no sentido oposto da injecao, o eletrodo auxiliar e de referéncia

sdo posicionados na tampa superior.

Figura 8 - Diagrama esquematico da célula BIA atualmente contendo orificio para o eletrodo
de referéncia, eletrodo auxiliar, ponteira da micropipeta e eletrodo de trabalho, tampa e base

da célula.

Ponteira
(injetor)

Eletrodo
de referéncia

Eletrodo
auxiliar

Tampa da
célula

Corpoda __
célula Eletrdlito

suporte

Base da
célula

Eletrodo de
trabalho

Fonte: (SANTOS, 2016).

Os conceitos sobre o sistema BIA podem ser explicados com base na Figura 8.
Quando as solugdes de amostra ou padrao sdo injetadas ocorre a formacdo de uma zona que se
dispersa na distdncia da ponteira até o eletrodo, de forma que o transporte ¢ reprodutivel e a
dispersao controlada em tempo e espaco. O sinal obtido como resposta das injegdes tem forma

de pico transiente, o qual apresenta queda rapida do sinal até a linha base (WANG, 1992;
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BRETT; BRETT; MITOSERIU, 1995). A magnitude do pico encontrado ¢ proporcional a

concentracdo do analito injetado. A Figura 9 apresenta as etapas para a aquisi¢ao do sinal.

Figura 9 - Etapas de opera¢ao do sistema BIA e o amperograma obtido: (A) Antes da injecao;

(B) Transporte; (C) Fim da injecao; (D) Dispersao; (E) Equilibrio final.

mmommm

C
(A) Antes da Injegdo

(B) Transporte
(C} Fim da injecan
(D) Dispersio
(E} Equilibrio final

Fonte: (QUINTINO; ANGNES, 2004).

Com base na Figura 9, observa-se que antes da injecdo da solugdo que contém
moléculas eletroativas hd uma corrente constante (Etapa A), devido a corrente residual gerada
pelo eletrolito suporte. Isto indica que nesta etapa ndo ocorre transferéncia de elétrons na
interface eletrodo/solugdo. Logo que a amostra ¢ injetada nota-se um rapido aumento da
corrente, devido ao inicio do processo de oxidagdo ou reducao do analito transportado até a
superficie do eletrodo de trabalho por conveccdo (Etapa B). Durante a inje¢do do analito, a
corrente atinge um valor maximo que permanece constante até o final da inje¢do (Etapa C).
Ap6s o fim da inje¢do ocorre uma queda acentuada do sinal analitico, em virtude da mudanga
do transporte que passa de convectivo para difusional (Etapa D). Neste momento, o analito
comega a ser diluido pelo eletrolito suporte através do processo de difusao, atingindo, entao, o
equilibrio existente antes da injecdo (Etapa E) (QUINTINO; ANGNES, 2004). Para que o
retorno da corrente ao patamar inicial da injecdo seja acelerado, normalmente utiliza-se a
agitacdo (mecanica ou magnética) na solugdo no interior da célula BIA (PEREIRA et al.,

2013).
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A técnica BIA possui algumas caracteristicas relevantes, como por exemplo:
simplicidade, alta frequéncia analitica, rapidez, utilizacdo de baixos volumes de amostras e
reagentes, boa repetibilidade e sensibilidade. O sistema BIA possui a vantagem de baixa
contaminag¢do da superficie do eletrodo de trabalho em relagdo as técnicas estacionarias e isto
se deve ao pequeno tempo de contato entre o analito e o eletrodo de trabalho durante as
analises (QUINTINO, 2003; STEFANO, 2016).

Na técnica BIA normalmente utiliza-se micropipetas eletronicas, as quais
proporcionam 6timos resultados quando se refere a precisdo no processo de inje¢do, devido a
reprodutibilidade do movimento do pistdo e também pelas condi¢des de volume e velocidade
de injecao que podem ser reguladas eletronicamente (WANG; TAHA, 1991). No entanto,
muitas vezes estas pipetas eletronicas ndo se encontram disponiveis nos laboratorios, como
consequéncia nota-se a necessidade do uso de pipetas manuais, cuja repetibilidade depende da
habilidade do operador.

O detector amperométrico ¢ um dos mais utilizados no sistema BIA, sendo que sao
encontrados na literatura diferentes tipos de materiais utilizados como eletrodo de trabalho,
como por exemplo, carbono vitreo (QUINTINO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2016), screen-
printed (ALMEIDA et al., 2016), ouro (TORMIN et al., 2015).

Visto que o acido folico ¢ um composto eletroativo bastante importante na industria
farmacéutica e na industria alimenticia, nos ultimos anos houve um crescimento no
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinacdo e quantificagdo deste
composto. Alguns eletrodos tém sido empregados na determinagdo do acido folico, cita-se
como exemplo, eletrodo de carbono vitreo modificado com nanofios de bismuto (ANANTHI;
KUMAR; PHANI, 2015), eletrodo de grafite modificado com DNA (MIRMOGHTADALIE et
al., 2013) e eletrodo de ouro modificado com nanotubos de carbono de parede multipla (WEI
et al., 2005). No entanto, ainda ndo sdo conhecidos trabalhos que empregam eletrodos
impressos e/ou eletrodo folha de grafite pirolitico, os quais sdo favoraveis para o avango de

métodos eletroanaliticos portateis.

1.5. Eletrodo Folha de Grafite Pirolitico (FGP)

Os sensores descartaveis sao produzidos com diferentes materiais de baixo custo e
possuem diversas vantagens, dentre elas, a possibilidade de serem produzidos em larga escala,
apresentam respostas rapidas, alta sensibilidade e reprodutibilidade. Alguns exemplos destes

sensores descartaveis incluem: eletrodos de folha de grafite, os quais foram empregados na
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determinagdo de farmacos (OLIVEIRA; MUNOZ; ANGNES, 2010), assim como a sua
utilizacdo como substratos para a imobilizacdo enzimatica para a preparagdo de biossensores
(PALLESCHI; TURNER, 1990), e formacdo de polimeros condutores (HRISTEA;
GHEORGHE; GHEORGHE, 2006); eletrodos impressos (SPEs, do inglés screen-printed
electrodes), que foram utilizados na determinacdo de diferentes analitos em amostras
ambientais (ALMEIDA; RICHTER; MUNOZ, 2014) e em amostras farmacéuticas (COUTO;
LIMA; QUINAZ, 2016; STEFANO, 2016; BACKES et al., 2017).

A escolha do transdutor ¢ um dos principais fatores para o desenvolvimento de um
sensor eletroquimico. Grande parte dos estudos cientificos escolheu materiais a base de
carbono, pois este elemento se apresenta em diferentes formas e diferentes alotropos, o que
faz com que seja um material bastante atrativo (SILVA, 2017).

Os nanotubos de carbono, fulereno, grafite e o diamante sdo exemplos de alétropos do
carbono, sendo os dois ultimos citados os mais conhecidos e sdo materiais com propriedades
bastante distintas. O diamante apresenta alto indice de refracdo, transparéncia e possui outra
caracteristica importante, seu poder isolante. Diferentemente do diamante, o grafite ¢ um
material opaco e possui como propriedades fisicas a condutividade térmica e elétrica, devido a
sua estrutura peculiar. Essas diferentes formas de aldtropos do carbono com suas respectivas
caracteristicas faz com que este elemento seja atrativo e importante para inumeras aplicagdes
(MUSCELLI, 2012).

Nos ultimos anos houve um enorme crescimento no desenvolvimento e na utilizagao
de eletrodos nas diversas formas do carbono no meio eletroanalitico. Estes materiais
apresentam diversas vantagens, se destacam: baixo custo, estabilidade mecanica e quimica,
boa condutividade elétrica, versatilidade quimica, ampla é&rea superficial, entre outras
(OLIVEIRA; MUNOZ; ANGNES, 2010; ZHANG et al., 2016).

Viérios trabalhos foram publicados onde se descreve a aplicagdo de eletrodos baseados
nas formas alotropicas do carbono: eletrodos de pasta de carbono (BERGAMINI et al., 2006;
JANEGITZ; MARCOLINO JUNIOR; FATIBELLO-FILHO, 2007), diamante dopado com
boro (DE ALBUQUERQUE PEDROSA; CODOGNOTO; AVACA, 2003; SVORC et al.,
2012), nanotubos de carbono (WANG et al.,, 2002; SHAHROKHIAN; GHALKHANI;
AMINI, 2009) e carbono vitreo (HU et al., 2001; ALOTHMAN et al., 2010), grafeno
(PUMERA et al., 2010; PING et al., 2012).

Mais recentemente, os eletrodos a base de papel vem ganhando espaco na literatura
pois possuem algumas caracteristicas positivas quando comparado a outros eletrodos, por

exemplo, podem ser descartaveis, adapta-se em sistemas portateis, facilidade no manuseio,
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robustez e sdo provenientes de fontes renovaveis, desta forma, ndo agridem o meio ambiente
(HU et al., 2014).

Giuliani et. al (GIULIANI et al., 2016) relatou pela primeira vez a viabilidade de
obten¢do de eletrodos a base de carbono a partir da pirdlise de diferentes fontes de papel
disponiveis. O material obtido foi testado na constru¢do de um biossensor eletroquimico para
acido urico e também na determinagdo amperométrica nao-enzimatica da glicose (DURAN et
al., 2016). Assim como os eletrodos de papel, as folhas de grafite possuem caracteristicas
importantes como o baixo custo (podem ser descartaveis), facil manuseio e robustez e além
disso, apresentam maior resisténcia mecanica o que permite maior numero de configuragdes e

aplicagdes, mantendo elevada condutividade.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo demonstrar o uso do sistema de analise por
injecdo em bateladas (BIA) com a técnica de amperometria convencional utilizando um
eletrodo de grafite pirolitico para a determinagdo e quantificacdo do 4acido folico em
formulacdes farmacéuticas. Os resultados obtidos do método desenvolvido foram comparados

com os resultados alcancados por meio do método HPLC.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solugdes

Para o preparo das solugdes foi utilizado 4gua deionizada (R > 18 MQcm) do sistema
de purificacao Milli-Q Plus da Millipore (Bedford, MA, EUA), sendo que todas as solugdes
foram feitas com reagentes de grau analitico. Foram utilizadas solu¢des de acido acético
glacial de Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), acido fosforico de Synth (Sao Paulo, Brasil), acido
borico de Applechem (Hessen, Alemanha), hidroxido de so6dio de Panreac (Barcelona,
Espanha), metanol de Applechem (Hessen, Alemanha), tetrabutilamonio diidrogenofosfato de
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), sal de sodio acido 1-octanesulfonico de Sigma Aldrich (Sao
Paulo, Brasil), trietilamina de Sigma Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). O acido félico empregado
foi adquirido da Sigma Aldrich (Sao Paulo, Brasil). As amostras de acido félico 2 ¢ 5 mg
utilizadas durante este trabalho foram obtidas em farmacias locais. As solucdes foram

preparadas antes dos testes realizados.

3.2. Instrumentacgao

Para a realizacdo das andlises eletroquimicas utilizou-se um p-Autolab Tipo III (Eco
Chemie, Utrecht, Holanda), este foi conectado em um sistema de andlises por inje¢do em
batelada (BIA), com a utilizacdo de uma célula produzida no proprio laboratério de pesquisa.
Um software NOVA versdo 1.11 foi responsavel por fazer contato da célula com o
potenciostato e pela coleta e tratamento de dados.

A célula do sistema BIA utilizada para a realizagdo do experimento consiste em uma
cavidade cilindrica de polipropileno e ainda possui duas tampas de polipropileno presas na
extremidade superior e inferior do cilindro, este tem um didmetro interno de 6 cm e o volume
de 100 mL. A tampa superior contém trés furos onde se encaixara o eletrodo auxiliar e de
referéncia, e também para entrada da micropipeta eletronica (diametro 3,7 mm). A parte
inferior da célula possui um orificio, onde ¢ inserido o eletrodo de trabalho. Um O-ring de
0,8 cm de diametro foi utilizado para delimitar a area do eletrodo e para que ndo houvesse
vazamento. A distancia do centro do eletrodo de trabalho e da ponta da micropipeta ¢ de
aproximadamente 1 mm.

Uma micropipeta eletronica Eppendorf (Multipette® stream) foi utilizada para a

realizacdo das injecdes das solugdes padrdes e amostras, a qual libera injegdes de 10 até 1000
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pL (utilizando uma ponteira Combitip® de ImL) a uma velocidade de dispensa programavel

(de 28 a 330 pL s”). Um agitador magnético (HI 190M, HANNA instruments) com

velocidade de 500 rpm foi empregado neste trabalho.

Figura 10 - Imagem de uma célula utilizada no sistema BIA para eletrodos impressos.

Fonte: A autora.
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Figura 11 - Imagem da montagem do sistema BIA utilizado durante a anélise, utilizando uma
célula produzida no proprio laboratorio (B), micropipeta eletronica Eppendorf (A) e o um

agitador magnético (HI 190M) (C).

Micropipeta eletronica

Celula BIA

Agitador magnético

Fonte: A autora.

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando um sistema de HPLC do tipo
Shimadzu LC-10 com detector UV-Vis (SPD-10AV) e uma coluna C,g (Phenomenex, 100 mm
x 4.60 mm, Sum). As condi¢des cromatograficas foram adaptadas de (OSSEYI; WEHLING;
ALBRECHT, 1998). A fase mével empregada compde-se de 25:75 de uma mistura de sal de
sodio acido 1-octanesulfonico (25%) com trietilamina (0,1%) em metanol (v/v). O ajuste de

pH foi realizado com écido fosforico.

3.3. Eletrodos

O contra eletrodo consiste em um fio de platina e o eletrodo de referéncia ¢ um

eletrodo miniaturizado de Ag/AgCl/saturado com KCI. O eletrodo de trabalho utilizado foi o
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eletrodo de grafite pirolitico “Pirolytic graphite sheets” da Panasonic - Mouser Eletronics
(Mansfield, Texas) com espessura de 0,025 mm. O eletrodo de trabalho foi cortado em uma
medida de aproximadamente 10x10cm, sendo que foi cortado novamente para ao ajuste na
célula eletroquimica, onde se obteve uma medida em torno de 1xlcm. Antes das andlises
serem iniciadas, foram realizadas 10 voltametrias ciclicas para a limpeza da superficie do
eletrodo, desta forma o eletrodo de trabalho estava pronto para as analises. Na Figura 12 esta

representado o corte do eletrodo de folha de grafite e seu posicionamento na célula BIA.

Figura 12 - Representacdo esquematica da fabricacao de eletrodos descartaveis: (A) substrato
em folha de grafite; (B) posicionamento de uma peca de folha de grafite (1x1cm) na célula
impressa em 3D (4area do eletrodo definida pelo didmetro do O-ring); (C) vista interna da
célula impressa em 3D; (D) vista superior da célula impressa em 3D com a folha de grafite
como eletrodo de trabalho na parte inferior da célula. (1) Base de placa metalica para contato
elétrico do eletrodo de trabalho; (2) parafusos impressos em 3D; (3) eletrodo auxiliar; (4)

eletrodo de referéncia.

A

Eletrodo folha de grafite i

Fonte: Adaptado de (SILVA et al., 2019).
3.4. Preparo de amostras

Para a realizagdo das andlises eletroquimicas macerou-se trés comprimidos de cada
amostra e uma quantidade adequada foi pesada e dissolvida em hidroxido de s6dio em uma
concentracio de 0,05 mol L', logo apés foram levadas para o banho ultrassénico por

aproximadamente 20 minutos. As amostras foram filtradas e depois foram diluidas em



34

eletrolito suporte (tampdo BR pH 6 0,1 mol L) para a injecdo no sistema BIA. Pouco antes
dos experimentos serem realizados, as solugdes padrdes de acido folico foram preparadas por
meio de diluicdo em eletrodlito.

Para a inje¢do no HPLC as amostras foram dissolvidas diretamente em hidroxido de
sodio e filtradas com filtro de seringa de porosidade de 0,45 pm com membrana de PTFE.
Logo apos, foram diluidas na fase movel (25:75 de uma mistura de sal de sédio acido 1-

octanesulfonico (25%) com trietilamina (0,1%) em metanol (v/v)) e injetadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O é4cido folico ¢ parcialmente solivel em agua, apresentando melhor solubilidade em
meios basicos, desta forma, foi necessario realizar a solubilizacao de acido folico em solugdo
basica (solucdo estoque concentrada), com posterior diluicao em eletrdlito suporte. Realizou-
se o teste para averiguar a solubilidade do acido folico em hidroxido de sédio, em
concentragdo que ndo altere de forma considerdvel o pH da solugdo tampao (eletrolito
suporte), a qual foi utilizada para diluir a solugdo estoque de acido folico antes de realizar a
injecdo na célula eletroquimica. Solu¢do de hidréxido de sédio 0,05 mol L™ foi entdo
utilizada para o preparo da solugio estoque de acido folico (1 mmol L™).

Para observar o comportamento eletroquimico do 4cido foélico, alguns voltamogramas
ciclicos foram obtidos em diferentes pHs, de forma a otimizar o pH e a solugcdo que compdem
o eletrolito suporte. Observou-se nas Figuras 13 e 14 que o meio que contém pH
aproximadamente neutro favorece a oxidagdo do acido folico, resultando em picos bem
definidos. A oxidagdo do acido folico foi estudada em diferentes meios, dentre eles solugao
tampdo Britton-Robinson (BR) (fosfato, borato ¢ acetato de s6dio) 0,12 mol L™ em pH de 2,
4, 6,7 e 8, tampdo acetato 0,1 mol L (pH = 4,75) ¢ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH =
7,5).

Figura 13- Voltamogramas ciclicos para 1 mmol L™ de 4cido folico em uma solugio tampéo
BR 0,1 mol L em diferentes pHs (2, 4, 6, 7 ¢ 8). Eletrodo: FGP.
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Figura 14 - Voltamogramas ciclicos para 1 mmol L™ de 4cido félico em tampéo acetato 0,1
mol L (pH = 4,75), em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7,5) ¢ em solugio tamp3o BR 0,1
mol L™ pH 6. Eletrodo: FGP.
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A partir dos voltamogramas ciclicos pode-se observar que a oxidagdo do acido folico
apresenta um pico anddico em aproximadamente 0,9 V. O meio escolhido como eletrdlito
suporte para a realizagdo dos proximos procedimentos de andlise foi o tampao Britton-
Robinson (BR) 0,1 mol L™ em pH 6 por fornecer melhores resultados de corrente quando
comparado aos outros meios estudados.

Observou-se forte adsor¢ao das moléculas de acido folico na superficie do eletrodo de
trabalho, uma vez que nos testes amperométricos realizados, os picos apresentaram
alargamento e demandaram um longo tempo para retorno a linha base. Na literatura ha
trabalhos que relatam a adsorcdo da molécula de acido folico na superficie de eletrodos
diferentes, e varios estudos estdo sendo realizados para investigar o comportamento
adsorvente do acido folico. Essa adsor¢ao na maioria das vezes € atribuida ao anel fenilico da
parte acido p-aminobenzoico. Gall e Berg utilizaram a técnica de voltametria ciclica para
estudar o comportamento eletroquimico do acido félico e compostos relacionados. Neste
estudo, propuseram que na molécula de acido folico o sitio de adsorcao esta localizado entre a
ligagdo C (9) e N (10) e atribuiram o fendmeno de absorcao ao anel fenilico do benzeno
relacionado aos elétrons dos orbitais p disponiveis (LE GALL; VAN DEN BERG, 1993;
AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).
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Na literatura sdo apresentados estudos sobre os diferentes fatores que podem afetar a
adsor¢cao da molécula de acido folico. Alguns desses fatores que afetam diretamente a
resposta eletroquimica do 4cido folico sdo: etapa de pré-concentracdo, mudanca no pH do
meio eletrolitico, métodos de varredura e presenga de impurezas ativas na superficie
(AKBAR; ANWAR; KANWAL, 2016).

De forma a amenizar o problema de adsor¢ao foi necessario empregar um sistema de
agitagdo, e o escolhido foi a agitacdo magnética. Logo ap0s a escolha foi fundamental realizar
as otimizagdes dos parametros do sistema sob agitagao.

Voltamogramas hidrodinamicos foram realizados para a oxida¢do do 4cido folico em
eletrodo de folha de grafite pirolitico na solucdo tampdo BR 0,12 mol L (pH 6). Nesta
analise, solugdes padrdes contendo 30 pmol L™ de 4cido folico foram injetadas em triplicata
no sistema BIA com detecgdo amperométrica, nas condi¢des de velocidade de injecdo em
153 uL s’ e volume de inje¢do em 100 pL. A Figura 15 apresenta o voltamograma
hidrodinamico obtido, correspondente a média (n=3) dos valores de corrente encontrados em

fun¢do dos potenciais aplicados, variando na faixa de 0,0 a +1,4 V.

Figura 15 - Voltamograma hidrodindmico para 30 pmol L™ de 4cido félico em solugio
tampdo BR pH = 6, concentragdo 0,12 mol L™. Eletrodo: FGP; Condicdes: vazio = 153 pL s
' volume de inje¢do = 100 pL; agitagdo magnética = 500 rpm.
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O potencial de trabalho escolhido foi de +1,0 V, pois € um potencial que forneceu uma
corrente satisfatoria, um pequeno desvio padrao. Optou-se por um potencial nao tdo elevado
para diminuir a possibilidade de interferéncia de excipientes presentes na amostra.

Os parametros do sistema BIA como velocidade de inje¢do e volume injetado sdo
controlados pela micropipeta eletronica e foram otimizados utilizando a agitacdo magnética
na velocidade 500 rpm, usando uma barra magnética de 1 cm. A Figura 16 apresenta a
variagdo da corrente em fun¢do do volume de inje¢do e a Figura 17 apresenta a varia¢dao da

corrente em fun¢do da velocidade de injecao, no qual foi aplicada 1,0 V para ambas analises.

Figura 16 - Estudo do volume de injecdo para acido folico 30 pmol L' em BR pH = 6.
Eletrodo: FGP; E = +1,0 V. Sob agitagdo magnética, velocidade = 500 rpm.
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De acordo com a Figura 16 observou-se que a corrente de pico aumentou com o
aumento do volume injetado, no entanto, nota-se um aumento significativo na corrente a partir
do volume de injecdo de 100 pL de acido folico no sistema BIA, atingindo um patamar a
partir de 200 pL. Portanto, devido a melhor resposta de corrente, o volume de 200 uL foi

usado posteriormente para as andlises seguintes.
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Figura 17 - Estudo da velocidade de inje¢io para acido félico 30 pmol L em BR pH = 6.
Eletrodo: FGP; E = +1,0 V. Sob agitacao magnética, velocidade = 500 rpm.
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A velocidade de injecdo do sistema BIA foi estudada mantendo o volume de 200 pL
constante. A relacdo entre velocidade de injecdo e corrente de pico seguiu um comportamento
linear, ndo chegando a um patamar maximo de corrente, priorizou-se maiores valores de
corrente de pico, no entanto, uma velocidade de inje¢do muito alta gera maiores desvios nas
analises (257 e 345 uL s™), logo escolheu-se para as demais analises amperométricas, uma
velocidade de injecdo de 193 pL s™, pois contém uma corrente de pico satisfatoria e um
desvio padrao pequeno.

A velocidade de agitagdo foi otimizada empregando a velocidade de inje¢do e o
volume de injegdo ja otimizados anteriormente (193 pL s™' e 200 pL, respectivamente). A

Figura 18 apresenta a variagdo da corrente em func¢do da velocidade do agitador.
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Figura 18 - Estudo de velocidade agitagdo para acido folico 30 pmol L™ em BR pH = 6.
Eletrodo: FGP; E= +1,0 V. Condi¢des: vazdo = 193 puL s'; volume de injecdo = 200 pL.

9,5

9,0-. *

8,5- [

SR EE.

7,54
)

6,54 N

i/ pA

6,0 - i
5,54
I v I v I v V v )
500 1000 1500 2000 2500

Velocidade do agitador rpm

A partir da Figura 18 observou-se que 500 rpm pode ser utilizado devido ao seu baixo
desvio padrdo e a resposta satisfatoria em relagdo a corrente, além disso, os amperogramas
apresentaram-se melhores, sem maiores alargamentos na base dos picos e retorno mais rapido
para a linha base, portanto foi a velocidade escolhida para a continua¢do da andlise. Sob as
condi¢des otimizadas realizou-se o estudo de repetibilidade (n=20) com uma concentracao de

acido folico (30 pmol L") apresentado na Figura 19.
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Figura 19 - Teste de repetibilidade (n = 20) para 4cido folico em concentra¢io de 30 pmol L™
em BR pH = 6. Eletrodo: FGP; E = +1,0 V. Condi¢des: vazdo = 193 uL s™'; volume de injecio
=200 pL. Sob agitagdao magnética, velocidade = 500 rpm.
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Nesta analise, o desvio padrao foi calculado conforme a Equagdo 1 e obteve-se 2,8%,
portanto tem-se que o desvio padrdo encontrado foi menor que o desvio padrdo aceito (5%).
Com base nisto, conclui-se que a utilizacdo da agitacdo foi necessaria para a melhoria nos
resultados, pois ajudou significativamente nos problemas de adsor¢do do 4cido folico no
eletrodo, melhorando a precisao do método. O baixo desvio padrdo pode ser atribuido a
posi¢cao da micropipeta eletronica em relagdo ao eletrodo de trabalho, bem como, também a
precisdo da micropipeta eletronica na dispensa do volume e da velocidade de injecdo. A

equacdo 1 mostra o calculo do desvio padrao relativo (DPR).

DPR === x 100 (1)
Onde:

DPx = Desvio padrao absoluto das medidas realizadas;

X = Média aritmética das medidas realizadas.
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Para determinar a faixa linear correspondente ao analito, foi realizado um estudo de
linearidade do 4cido folico, por meio da injecao de acido félico em diferentes concentragoes,
nas condi¢des anteriormente otimizadas para o sistema BIA. A faixa testada variou de 0,5 a
1000 umol L™ de acido folico. A Figura 20 apresenta o comportamento da corrente em fungio

da concentragdo injetada.

Figura 20 - Curva de faixa linear para 4cido folico em concentracdes de 0,5, 1, 5, 10, 20, 30,
40, 50, 100, 125, 150, 200, 300, 350, 400, 500, 600, 750 ¢ 1000 pmol L' em BR pH = 6.
Eletrodo: FGP; E = +1,0 V. Condigdes: vazio = 193 pL s'; volume de injecdo = 200 pL. Sob

agitacdo magnética, velocidade 500 rpm.
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A corrente ndo aumenta linearmente com a concentracdo de acido folico a partir de
valores maiores que 100 pmol L™. A faixa linear de 0,5 a 100 pmol L™ apresenta um bom
coeficiente de corregdo (R: 0.9979), seguindo a equagdo de reta y =2,28x107 + 2,08x107 pA
L umol™ x.

A Figura 21 apresenta a curva analitica de calibracdo, na qual sdo apresentadas as
respostas amperométricas para injegdes em triplicata de solugdes compondo-se das seguintes
concentragdes de acido folico: 10, 20, 30, 40 e 50 pmol L'l(a—e). As amostras dos farmacos
(A1, A2, A3 e A4) foram injetadas apds a curva analitica, sendo que estas foram preparadas

em uma concentragdo de 30 pmol L.
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Figura 21 - Amperograma para injecao no sistema BIA de 4cido folico nas concentragdes de
10, 20, 30, 40 e 50 pmol L (a - ¢) e de amostras de farmacos (A1), (A2), (A3) e (A4).
Eletrolito suporte: Tampao BR pH = 6. Eletrodo: FGP; E = +1,0 V. Condigdes: vazao = 193
uL s'; volume de injegdo = 200 pL. Sob agitacio magnética, velocidade = 500 rpm. Curva

analitica (de calibragdo) inserida no canto superior direito da figura.

E- 6- b e A4
LA MUIRIARLY

T T T T I T I T T T I T T T T T I !
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tempo /s

A partir da curva analitica pode-se obter algumas caracteristicas do método proposto,
dentre elas a faixa linear, coeficiente de correlagdo, sensibilidade, frequéncia analitica, e os
limites de detec¢do e quantificagdo. Os limites de detec¢do (LD) e limites de quantificacao
(LQ) foram calculados a partir do método recomendado pela ITUPAC, apresentados na

equagao 2 e 3 respectivamente:

__ 3xDPb
a

LD (2

__ 10xDPb

LQ = 3)

a

Onde:

DPb = Desvio padrao do branco;
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a = Coeficiente angular da curva de calibracao ou sensibilidade analitica.

Os valores obtidos para LD e LQ foram 0,023 pmol L' e 0,078 pmol L’
respectivamente. Estes valores estdo abaixo do que realmente se detecta, j& que o primeiro
ponto da curva analitica ¢ em 0,5 pmol L™ que poderia ser considerado o LQ mais realistico
do método, resultando num LD aproximado de 0,15 pmol L. A frequéncia analitica foi
estimada em 61 injecdes por hora. Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas caracteristicas

analiticas do método apresentado.

Tabela 1 - Caracteristicas analiticas do método proposto.

BIA-AMP
Faixa linear (umol L™) 0,5-100
Coef. Correlacao 0,9979
Limite de detec¢io (umol L™) 0,023
Limite de quantifica¢do (umol L) 0,078
Sensibilidade (A L pmol™) 0,208
Frequéncia analitica (h™) 61
DPR (% para n = 20) 2,8

A partir da Tabela 1 observa-se que o método apresenta uma faixa linear extensa com
um bom coeficiente de correlagdo, visto que ficou préximo de 1, para as inje¢des de 0,5 a 100
umol L™ de 4cido félico. A frequéncia analitica encontrada no método proposto néo foi alta
como ¢ esperado no sistema BIA devido a tendéncia de adsor¢ao do analito na superficie do
eletrodo, que foi eliminada utilizando sistema de agitagdo magnética. Os valores de LD e LQ
no método proposto foram baixos e, portanto, permitem a analise de firmacos. A sensibilidade
do método BIA-AMP para a determinacdo de 4cido folico foi adequada para andlise dos
farmacos, concluindo assim que o método proposto € sensivel para a detec¢ao de acido folico.
O valor de desvio padrao relativo foi pequeno e dentro do aceitavel, desta forma, obtém que o
método proposto possui uma elevada precisao.

Como pode ser observado na Tabela 1, o método BIA ¢ um método com potencial para

ser aplicado na determinagdo de 4cido folico em farmacos. Para completar os pardmetros de
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validagdo do método, as amostras foram analisadas também pelo método de HPLC. Na Figura

22 ¢ apresentado o cromatograma obtido pelo método HPLC.

Figura 22 - Cromatograma obtido pelo método HPLC. Condigdes: fase movel (25:75 de uma
mistura de sal de sédio acido 1-octanesulfonico (25%) com trietilamina (0,1%) em metanol

(v/v)) e Coluna C;s.
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Os valores obtidos para a comparagdo dos resultados das andlises das amostras sdo

demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Comparacao dos resultados obtidos pelo método eletroquimico com HPLC para as

quatro amostras de farmacos (A1, A2, A3 e A4) contendo acido folico.

Roétulo (mg) BIA-AMP (mg) HPLC (mg)
Al 2 2,03 £0,09 2,00 + 0,02
A2 5 4,50 £ 0,20 4,90+0,12
A3 5 4,67+0,12 5,00 + 0,06
A4 5 3,70 £ 0,22 3,65+0,05

Os resultados obtidos para as amostras (Al, A2, A3 e A4) pelo método BIA-AMP

encontram-se concordantes com os resultados encontrados pelo método oficial de HPLC, de
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acordo com o teste t pareado, com 95% de confianca. O valor de teitico € de 3,18 e o valor de
tealculado fO1 de 0,78, desta forma, tem-se que teritico™ tealculado- LOZO, @ partir dos resultados
obtidos, pode-se afirmar que o método BIA-AMP ¢ satisfatorio para a determinagdo de acido
folico em farmacos.

Na Tabela 3 sdo apresentados alguns trabalhos que utilizaram métodos eletroquimicos
para a determinagdo do acido folico e algumas caracteristicas obtidas por esses métodos. Para
comparag¢do, na ultima linha sdo apresentadas as mesmas caracteristicas do método proposto

nesse trabalho.

Tabela 3 - Métodos eletroquimicos de andlise aplicados para determinagdo de acido folico

reportados na literatura.

Método de
Eletrodo Faixa linear (unM) LD (uM) Ref.
deteccao
(AKBAR; ANWAR;
ECLI- NOG VC e VPD 0,01 —50 0,027
KANWAL, 2016)
ECN- Mn SnO, (NPs) VC, EIE e VOQ 1-500 0,038 (LAVANYA et al., 2016)
NC-T VC e AMP, VVL 0,0001-50 2,50E” (DAl et al., 2016)
(TAHERKHANI et al.,
EPCIN- ZnO VCeVOQ 0,05-500 0,01
2013)
< (MIRMOGHTADAIE et
EGL-DNA VPD 0,1-10 1,06E"
al.,2013)
EPC-ZnO vVOQ 3,0-700 1 (RAOOF et al., 2015)
‘ 3 ‘ (VAZE; SRIVASTAVA,
PGR-Calixareno VPD 8,79E” - 1,93E 1,24E"
2007)
VC, VPD, VOQ e 3 (ANANTHI; KUMAR;
ECV-B 0,01-0,15 9,53E
VVL PHANI, 2015)
. (MAIYALAGAN et al.,
ECV- 0-Fe,03 VC, VPD e AMP 0,06-60 1,12E°
2013)
ECV-NCPS VPD 0,002-4 0,001 (XTAO et al., 2008)
EFGP VC e AMP 0,5-100 0,023 Este trabalho

VC - Voltametria Ciclica; VPD - Voltametria de Pulso Diferencial; EIE - Espectroscopia de Impedéncia
Eletroquimica; VOQ - Voltametria de Onda Quadrada; VVL - Voltametria de Varredura Linear; VRA —
Voltametria de redissolugdo adsortiva; AMP — Amperometria; ECLI-NOG - Eletrodo de carbono liquido i6nico
modificado nanoparticulas de ouro e grafeno; ECN- SnO, Mn (NPs) - Eletrodo de carbono vitreo modificado

com nanoparticulas de SnO, dopadas com Mn (NPs); NC-T - Nanotubos de carbono modificado com particulas
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de titanio; EPCIN- ZnO - Eletrodo de pasta de carbono modificado com nanoparticulas ZnO; EGL-DNA -
Eletrodo de grafite de lapis modificado com DNA; EPC-ZnO - Eletrodo de pasta de carbono modificado
quimicamente com ZnO; PGR-Calixareno - P6 de grafite revestido de Calixareno; ECV-B - Eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanofios de Bismuto; ECV a —Fe,0; - Eletrodo de carbono vitreo modificado
com nanofibra de a-Fe,O3;; ECV-NCPS - Eletrodo de carbono vitreo revestido com nanotubos de carbono de

parede simples; EFGP - Eletrodo de folha de grafite pirolitico.

A partir da Tabela 3 observa-se que o método proposto apresenta caracteristicas
atrativas, uma vez que o limite de detec¢do obtido foi um dos menores apresentados na
literatura, sendo inferior apenas para os trabalhos que utilizaram o eletrodo de carbono vitreo,
grafite ou pasta de carbono modificados quimicamente. Vale ressaltar que o eletrodo
apresentado neste trabalho nao possui nenhuma modificacdo quimica. Outro parametro que
indica a inovagdo do trabalho ¢ a utiliza¢do do sistema eletroquimico BIA-AMP, o qual nos
demais trabalhos foram empregados outros métodos eletroquimicos.

A partir da tabela de comparacao dos métodos utilizados para a determinacao do acido
folico (Tabela 3) pode-se concluir que o método proposto neste trabalho tem potencial para a

determinagao de acido folico em farmacos e encontra resultados satisfatorios.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi apresentado o potencial uso do eletrodo de folha de grafite pirolitico
juntamente com a técnica BIA para a determina¢do de 4acido folico em formulagdes
farmacéuticas. De acordo com os estudos realizados pode-se concluir que o método proposto
para a determinagcdo do &cido folico apresenta varias vantagens quando comparado aos
métodos de cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS), espectrofotometria e a
quimioluminescéncia, pois estes métodos sdo demorados, possuem equipamentos caros €
precisam de um pré-tratamento de amostra bastante elaborado.

A técnica utilizada apresenta o uso de equipamentos portateis, simplicidade, baixo
custo e pequenos volumes de amostra e solventes. Foi possivel determinar o acido félico em
amostras de farmacos através do sistema BIA, sendo que os resultados obtidos estio de
acordo com os resultados obtidos pelo método de HPLC que foi utilizado como método para
comparac¢do. Algumas caracteristicas do método que podem ser apresentadas sdo uma boa
frequéncia analitica (61 h™"), elevada precisdo (n = 20, desvio padrio 2,83% (30 pmol L™)),
boa sensibilidade e um limite de deteccdo satisfatério. Logo, pode-se afirmar que o método
proposto pode ser empregado como substituto ao método HPLC, j4 que os resultados
encontrados para os métodos sdo equivalentes, a 95% de confianca.

Observou-se que o eletrodo de folha de grafite pirolitico empregado para as analises
apresenta-se ser eficaz, no entanto, foi necessario empregar o sistema de agitacdo devido aos
problemas adsortivos do acido félico e/ou dos seus produtos de oxidacdo. O eletrodo a base
de folhas de grafite utilizado possuem vantagens quando comparado a outros eletrodos, sao
descartaveis, robustos e t€m boa adaptacdo em sistemas portateis.

Desta forma, conclui-se que o método BIA juntamente com o eletrodo de folha de
grafite pirolitico pode ser empregado para determinacdo de 4cido folico em formulagdes
farmacéuticas. O método proposto possui diversas vantagens frente a outros métodos, como
por exemplo, a praticidade, pois este método pode ser adaptado em diversas andlises fora do

ambiente do laboratorio, visto a utilizacao de eletrodos descartaveis e potenciostatos portateis.
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