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M. F. Bergamini Resumo

RESUMO

O presente trabalho investiga a aplicacdo de eletrodos impressos, de carbono
(SPCE) e ouro (SPGE), na determinacao de espécies de interesse farmacéutico, tais
como, aurotiomalato, L-dopa e procaina, utilizando sistemas convencionais, com
fluxo de solucéo e analise por injecdo em fluxo, respectivamente. Apos a otimizacéo
de todos os parametros voltamétricos e inerentes da técnica construi-se curvas
analiticas para cada composto farmacéutico com respostas lineares entre
concentracdes de 1,4 x 10°a 1,5 x 10* mol L™, 1,5 x 10®a 6,6 x 10* mol L* e 1,0 x
10° a 1,0 x 10* mol L* para o aurotiomalato, a L-dopa e a procaina,
respectivamente. O método foi aplicado na determinacdo dessas espécies em
formulacdes farmacéuticas. A construcéo e caracterizacao voltamétrica de. eletrodos
de carbono impresso (SPCE) por filmes de poli-histidina (PH) foi também investigada
com intuito de ampliar o nivel de sensibilidade e seletividade dos métodos
voltamétricos. Para isso, foram testados trés diferentes procedimentos de para a
construcdo dos eletrodos modificados: a adicdo direta de uma solucédo do polimero
(SPCE/PH), a utilizacdo de uma reacdo cruzada entre a poli-histidina e o
glutaraldeido (SPCE/GIu-PH) e a eletropolimerizacdo a partir do monémero histidina
(SPCE/EPH). O comportamento voltamétrico dos eletrodos modificados mostrou-se
fortemente dependente do procedimento de preparacdo dos filmes. Eletrodos
SPCE/PH e SPCE/GIlu-PH apresentaram uma alta eficiéncia na pré-concentracdo de
anions, como o ferricianeto. Ndo sendo observado nenhum efeito eletrocatalitico
para a oxidacao de &cido ascorbico com esses eletrodos. Ja para o SPCE/EPH foi
observado um baixo desempenho na pré-concentragdo de anions, mas um
pronunciado efeito eletrocatalitico para a oxidacéo de &cido ascorbico. A aderéncia e
estabilidade das respostas obtidas para os filmes apresentaram valores de desvio
padréo de 6,1, 5,6 e 4,8 % para 10 medidas consecutivas utilizando os SPCE/PH,
SPCE/GIu-PH e SPCE/EPH, respectivamente. Sugerindo uma boa aderéncia para
os filmes formados. A aplicacéo de eletrodos de carbono impresso modificados por
filmes de PH na determinacdo de isoniazida, pirazinamida, aurotiomalato e crémio
VI. Utilizando o SPCE/EPH foi observada uma diminuicdo no sobrepotencial de
reducdo para a isoniazida e a pirazinamida, quando comparado ao SPCE néao
modificado. Esse efeito ndo foi observado para os SPCE/PH e SPCE/Glu-PH. Para
ambos os analitos, o SPCE/EPH foi avaliado por diferentes técnicas voltamétricas,
sendo os melhores resultados obtidos por voltametria de pulso diferencial (DPV), a
qual exibiu respostas lineares no intervalo de 5,0 x 107 a 1,1 x 10 mol L™ para a
isoniazida e de 9,0 x 107 a 9,6 x 10 mol L™ para a pirazinamida. Para a anélise de
aurotiomalato e crdomio, os melhores resultados foram obtidos com o SPCE/PH,
onde foi verificado um aumento no sinal de reducao, devido a pré-concentracao das
espécies sobre a superficie eletrédica. Todos o0s parametros experimentais
pertinentes foram estudados e otimizados, e o0 método desenvolvido apresentou uma
resposta linear para concentracdes no intervalo de 4,9 x 10°a 8,7 x 10°mol L e 1,0
x 107 mol L' a 1,5 x 10° mol L™* para o aurotiomalato e para o cromio VI,
respectivamente. Os procedimentos foram aplicados na determinacdo dessas
espécies em urina humana e em efluente da industria de couro, respectivamente.



M. F. Bergamini Abstract

ABSTRACT

The present work investigated the application of screen-printed carbon (SPCE) and
screen-printed gold electrodes (SPGE) in the determination of species of
pharmaceutical interest, such as, aurothiomalate, L-dopa and procaine. The
performance of all electrodes was tested in a conventional electrochemical system,
and also in two electrochemical cells using amperometric detection. The first one was
constructed to operate on hydrodynamic system and the second one to work on flow
injection analysis (FIA) system. Analytical curves were obtained for all systems with
linear relationship from peak current vs concentration from 1.4 x 10° to 1.5 x 10 mol
L™ for aurothiomalate; 1.5 x 10® to 6.6 x 10™ mol L™ for L-dopa and 1.0 x 10® to 1.0
x 10™ mol L™ for procaine, respectively. The method was tested in pharmaceutical
compounds with good recovery. Screen-printed carbon electrodes (SPCE) can be
easily modified with poly-histidine (PH) films using three different procedures: by
direct addition of a poly-histidine solution on the electrode surface (SPCE/PH), using
a cross-link reaction between poly-histidine and glutaraldehyde (SPCE/Glu-PH) and
by electropolymerization of the histidine monomer (SPCE/EPH). The voltammetric
behavior of the three modified electrodes was evaluated using potassium
hexacyanoferrate(lll) and ascorbic acid as model compounds. All modified electrode
from stable films, but SPCE coated by deposition of PH and Glu-PH presented higher
efficiency for pre concentration anions, while SPCE coated by electropolymerization
of the monomer (EPH) presented pronounced electrocatalytic effect in the ascorbic
acid oxidation. The resulting PH films presented good adherence and high stabilities
and they were applied in the voltammetric analysis of isoniazide, pyrazinamide,
aurothiomalate and chromium (VI). The best experimental condition for isoniazide
and pyrazinamide were obtained for SPCE/EPH, since the film promoted good
electrocatalytic effect in their reduction. The optimized method presented analytical
curves with linear response from concentration 5.0 x 10”7 to 1.1 x 10* mol L™ for
isoniazide and from 9.0 x 107" to 9.6 x 10 mol L™ for pyrazinamide, using differential
pulse voltammetry (DPV). The method was successfully applied in determination of
both analytes in human urine. Screen printed carbon electrode modified with poly-
histidine film obtained by PH deposition (SPCE/PH) was successfully applied for
aurothiomalate and chromium(VI) determination based on its pre concentration on
the electrode surface by electrostatic interaction. Using the best experimental
conditions, analytical curves were obtained for both compounds, with linear response
from 4.9 x 10° to 8.7 x 10> mol L and 1.0 x 10" to 1,5 x 10™ mol L™ for
aurothiomalate and chromium (VI) concentrations, respectively. The method was
applied for determination of aurothiomalate in human urine and chromium (VI) in
wastewater from leather industry.
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em estufa a 80 °C (Curva C), v = 50 mVs™.

Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE modificado pela
adicdo direta de poli-histidina em solucéo 0,1 mol L™ de KCI pH 5
ap6s imersdo em solucdo contendo 1,0 x10° mol L™ de
ferricilaneto de potassio diferentes tempos de acumulacao, v = 50
mVs™.

Modelo esquematico de um filme de polieletrolito na superficie de
um eletrodo. Nesse exemplo o eletrodo estd em equilibrio em
uma solucéo contendo um eletrélito C*X™ n&o eletroativo e um par
eletroativo Z'/2%[24,25].

Voltamogramas ciclicos obtidos sobre SPCE nao modificado
(curva B) e SPCE/GIu-PH (curva A) modificado com a adi¢ao de
glutaraldeido em solucdo 0,1 mol L™ de KCI, pH 5, contendo 1,0 x
10" mol L™ de ferricianeto de potéssio, v = 50 mVs™.

Voltamogramas ciclicos obtidos em solucédo de tampéao fosfato pH
9, contendo 0,01 mol L™ de histidina, sobre SPCE, v = 100 mVs™.

Voltamogramas ciclicos obtidos sobre SPCE ndo modificado e
SPCE/EPH modificado com a adicao de glutaraldeido em solucao
0,1 mol L* de KCI, pH 5, contendo 1,0 x 10* mol L™* de
ferricianeto de potéssio, v = 50 mVs™.

Voltamogramas ciclicos registrados em solucdo tampao fosfato
pH = 5,0 contendo 5,0 x 10* mol L™ de &cido ascérbico sobre
diferentes eletrodos: (A) SPCE, (B) SPCE/EPH, (C) SPCE/PH e
(D) SPCE/GIu-PH.

Representacdo da superficie do eletrodo SPCE construido a
partir da eletropolimerizacéo da histidina (SPCE/EPH).

Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE n&o modificado, em
solugédo tampédo acetato pH 5,0, na auséncia (curva A) e na
presenca (curva B) de 5,0 x 10™ mol L™ de isoniazida.

Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE n&o modificado, em
solucdo tampdo acetato pH 5,0, na auséncia (curva A) e na
presenca (curva B) de 5,0 x 10> mol L™ de isoniazida.

Voltamogramas ciclicos obtidos com os SPCE n&do modificado (a)
e modificados SPCE/PH (b), SPCE/Glu-PH (c) e SPCE/EPH (d)
em solucdo tamp&o acetato pH 5,0, na presenca de 5,0 x 10™ mol
L™ de isoniazida.

Voltamogramas ciclicos obtidos com os SPCE n&do modificado (a)
e modificados SPCE/PH (b), SPCE/GIlu-PH (c), SPCE/EPH (d)
em solucdo tampao fosfato pH 5,0, na presenca de 5,0 x 10 mol
L™ de isoniazida.
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Voltamogramas ciclicos obtidos para o SCPE/EPH, em solucao
tampao fosfato contendo 3,0 x 10°> mol L™ de isoniazida, ajustada
em diferentes valores de pH: 1,0 (a), 3,0 (b), 5,0 (c), 7,0 (d), 9,0
(e) e 11,0 ().

Variacdo do potencial e da corrente de pico catédica, em funcao
do pH da solucao.

Circuito elétrico equivalente utilizado nas medidas de impedancia
eletroquimica, para o0s eletrodos de carbono impresso
modificados e ndo modificados, na presenca de isoniazida.

Grafico de impedancia no plano complexo, obtido para o eletrodo
de carbono impresso ndo modificado, na presenca de 1 mmol L™
de INZ, em potencial de -0,9 V (vs. Ag/AgCIl) (Curva A).
Simulagcbes empregando um circuito elétrico equivalente
utilizando como componentes, um capacitor (Curva B) e um
elemento de fase constante (Curva C).

Grafico de impedancia no plano complexo obtido para os
eletrodos de carbono impresso: ndo modificado (Curva B) e
modificados: pela eletropolimerizacao da histidina (Curva A), pela
adicao direta de poli-histidina (Curva D) e utilizando glurataldeido
(Curva C), em solucao tampao acetato pH 5,0, na presenca de 1
mmol L™ de INZ, em potencial de -0,9 V (vs. Ag/AgCl).

Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE/EPH em solugéo
tamp&o fosfato pH 7,0, na presenca de 2,0 x 10° mol L™ de
isoniazida, apds aplicagdo, por 60s, de diferentes valores de
potencial: -0,4V (Curva A), -0,6 V (Curva B) -0,8 V (Curva C) e
potencial de circuito aberto (Curva D).

Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE/EPH em solucao
tampdo acetato pH 7,0, na presenca de 2,0 x 10> mol L™ de
isoniazida, imediatamente apds a imersao do eletrodo (Curva A)
e apo6s 200 segundos de imersédo (Curva B).

Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE/EPH em solucao
tampdo acetato pH 7,0, na presenca de 3,0 x 10> mol L™ de
isoniazida (Curva A), e em solucdo tampéao acetato pH 5,0, na
auséncia de isoniazida, apos ciclagem de potencial (Curva B) ou
imersdo por 10 minutos (Curva C) em solucéo contendo 1,0 x 10™
mol L™ de isoniazida.

Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/EPH em
solugéo tampéo fosfato pH 7,0, para diferentes concentracdes de
isoniazida: (a) 0,0, (b) 1,5 x 10°, (c) 3,5 x 10°®, (d) 7,5 x 10, (e)
1,5 x 10, (f) 3.0 x 10, (g) 5.8 x 10>, (h) 1,1 x 10* e (i) 2,1 x 10™
mol L*, aplicando as condicbes otimizadas. Em detalhe é
mostrada a curva analitica.

117

118

120

121

122

124

125

126

128



M. F. Bergamini

Lista de lustragdes

Figura 68:

Figura 69

Figura 70

Figura 71

Figura 72

Figura 73

Figura 74

Figura 75

Figura 76

Figura 77

Variacdo da corrente de pico catddica, em funcdo da amplitude
de pulso (A) e do tempo de duracéo do pulso (B).

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o SPCE/EPH,
em solucdo tampéao fosfato pH 7,0, na presenca de diferentes
concentracdes de isoniazida: (a) 0,0, (b) 5,0 x 107, (c) 1,5 x 107,
(d) 3,5 x 10°®, (e) 7,5 x 10°, (f) 1,5 x 10™, (g) 3.0 x 10°, (h) 5.8 x
10°,() 1,1 x 10” e (j) 2,1 x 10* mol L. Em detalhe é mostrada a
curva analitica.

Variacdo da corrente de pico catédica, em funcédo da frequéncia
(A) e da amplitude de pulso (B).

Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o SPCE/EPH, em
solugdo tampéo fosfato pH 7,0, na presenca de diferentes
concentracdes de isoniazida: (a) 0,0, (b) 1,5 x 10°®, (c) 3,5 x 107,
(d) 7,5 x 10, (e) 1,5 x 10, (f) 3.0 x 10, (g) 5.8 x 10°,(h) 1,1 x
10* e (i) 2,1 x 10* mol L. Em detalhe é mostrada a curva
analitica.

Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE n&o modificado, em
solucdo tampéo fosfato pH 1,0, na presenca de 2,0 x 10 mol L™
de pirazinamida, v =50 mV s,

Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE ndo modificado e
para modificados, em solucdo tampdo fosfato pH 1,0, na
presenca de 2,0 x 10 mol L™ de pirazinamida, v =50 mV s™.

Voltamogramas ciclicos obtidos para o SCPE/EPH, em solucao
tampdo fosfato contendo 3,0 x 10° mol L* de pirazinamida,
ajustada em diferentes valores de pH: 1,0 (a), 3,0 (b), 5,0 (¢), 7,0
(d), 9,0 (e) e 11,0 (f).

Variacdo do potencial pico catddica e anddica, para uma solucao
contendo 2,0 x10™ mol L™ de pirazinamida, sobre SPCE/EPH, em
funcao do pH da solucéao.

Grafico de impedancia no plano complexo obtido para os
eletrodos de carbono impresso: ndo modificado (Curva B) e
modificados: pela eletropolimerizacao da histidina (Curva A), pela
adicao direta de poli-histidina (Curva D) e utilizando glurataldeido
(Curva C), em solugéao tampao fosfato pH 1,0, na presenca de 1
mmol L™ de pirazinamida, em potencial de -0,32 V (vs. Ag/AgCl).

Voltamogramas de varredura ciclica obtidos para o SPCE/EPH,
em solucao tampéao fosfato pH 1,0, para diferentes concentracdes
de pirazinamida: (a) 0,0, (b) 7,5 x 10°, (c) 1,1 x 10®, (d) 1,6 x 10
> (e) 2,3 x 107, (f) 3,8 x 10, (g) 5,8 x 10°,(h) 1,1 x 10, (i) 1,5 x
10* e (j) 2,1 x 10* mol L™?, aplicando as condi¢Bes otimizadas.
Em detalhe € mostrada a curva analitica.
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Grafico da razdo entre as correntes Ipa/lpc, em funcdo do
logaritmo da concentracao de pirazinamida.

Grafico do potencial de pico catodico (Epc), em funcdo do
logaritmo da concentracao de pirazinamida.

Voltamogramas de pulso diferencial (A) obtidos para o
SPCE/EPH, em solugéo tampéao fosfato pH 1,0, na presenca de
diferentes concentracées de pirazinamida: (a) 0,0, (b) 9,0 x 107,
(c) 3,0 x 10, (d) 8,0 x 10°®, (e) 2,1 x 10, (f) 3,5 x 10°, (g) 6,4 X
10, (h) 9,6 x 10 e (i) 1,7 x 10 mol L™. Em detalhe é mostrada
a curva analitica (B).

Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o SPCE/EPH, em
solugdo tampéo fosfato pH 1,0, na presenca de diferentes
concentracdes de pirazinamida: (a) 0,0, (b) 3,0 x 10°°, (c) 7,0 x 10
® (d) 1,6 x 10°, (e) 3,4 x 10, (f) 5,7 x 10™, (g) 8,0 x 10, (h) 1,1 x
10° e (i) 1,7 x 10” mol L. Em detalhe é mostrada a curva
analitica.

Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE ndo modificado
(curva A), para os SPCE modificados pela adi¢cdo direta da poli-
histidina (curva B) e pela polimerizacéo eletroquimica (curva C),
em solugéo de HCI 0,1 mol L™ contendo 6,0 x 10* mol L™ de
AUTM, apés a aplicacdo de -1,1 V, por 60 s.

Voltamogramas de varredura ciclica obtidos para o SPCE néo
modificado (curva A) e SPCE/PH (curva B), em solucdo de KCI
0,1 mol L™ (pH = 1,0) contendo 1,0 x 10 mol L™ de AuTM.

Voltamogramas de varredura ciclica obtidos para o SPCE nao
modificado (curva A) e SPCE/PH (curva B), em solugdo de KCI
0,1 mol L™* (pH = 1,0) contendo 1,0 x 10 mol L™ de AuTM, apéds
condicionamento em potencial de 0,9 V, por 90 s .

Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE/PH, em solucéo de
KCI 0,1 mol L™ contendo 1,0 x 10 mol L™ de AuTM, apés 90 s
de condicionamento, em diferentes valores de potencial: 0,6 V
(@,0,7V (b),0,8V(c),0,9V,(d),10V (e)el,1V(f).

Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE/PH, modificado
pela adicdo direta do polimero, em solucgéo de KCI 0,1 mol L™ (pH
= 1,0) contendo 1,0 x 10 mol L™ de AuTM, iniciando a varredura
em diferentes valores de potencial: 0,8 V (a), 1,0 V (b), 1,2 V (c).

Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE/PH, em solucéo de
KCl 0,1 mol L™ (pH = 1,0), contendo 1,0 x 10> mol L™ de AuTM
(@), e 1,0 x 10° mol L™ de Au®*" (b), pré-acumulado por 90 s, em
potencial de 0,8 V (A) e 1,0 V (B).

Diagrama de distribuicdo de espécies complexas formadas entre
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os fons Au®** e CI, em funcdo do logaritmo da concentracdo de
ions cloreto.

Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH, em
solucdo de KCI 0,1 mol L™ contendo 4,0 x 10° mol L™ de AuTM,
ajustada em diferentes valores de pH: 1,0 (a), 2,0 (b), 3,0 (¢c) e
4,0 (d), apos 60 s de pré-concentracao, em 1,0 V.

Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH, em
solucdo de KCI 0,1 mol L™ (pH = 1,0) contendo 8,0 x 10 mol L™
de AuTM, apéds diferentes tempos de acumulo, sob aplicacdo de
0,8 V (vs. Ag/AgCl), a 50 mVs™ (curva A) e os resultados obtidos
(curva B).

Voltamogramas de varredura linear para o SPCE/PH, modificado
pela adicdo direta do polimero, em solucdo de KCI 0,1 mol L*
contendo 5,0 x 10°® mol L' de AuTM, apés 60 s de
condicionamento, sob aplicacédo de 0,8 V (vs. Ag/AgCl KCI sat.),
em diferentes velocidades de varredura (curva A). Variacdo da
corrente de pico catddica em funcédo de v*# (curva B).

Voltamogramas de varredura linear, obtidos para eletrodos de
carbono impresso ndo modificado (A) e modificados SPCE/EPH
(B), SPCE/GLU-PH (C) e SPCE/PH (D), em solugéao de 0,1 mol L
! de KCI (pH 1,0) contendo 8,0 x 10 mol L™* de AuTM, apés 60 s
de pré-concentracéo, em 1,0 V.

Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE, em
solucdo de 0,1 mol L™ de KCI (pH = 1,0), na presenca de
diferentes concentracdes de AuTM: (a) 0,0, (b) 8,0 x 10°, (c) 1,8 x
10°, (d) 2,6 x 10, (e) 5,4 x 10, (f) 7,5 x 10°, (g) 1,1 x 10* e (h)
3,0 x 10 mol L™, aplicando as condicées otimizadas.

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o SPCE/PH, em
solucdo de 0,1 mol L™ de KCI (pH 1,0) contendo 1,0 x 10 mol L™
de AuTM, em diferentes valores de amplitude de pulso: (a) 5, (b)
25, (c) 50, (d) 75 e (e) 100 mV.

Voltamogramas de pulos diferencial (A) obtidos para o SPCE/PH,
em solucdo de 0,1 mol L™ de KCI (pH 1,0) contendo 8,0 x 107
mol L™ de AuTM, em diferentes valores de amplitude de pulso: (a)
5, (b) 10, (c) 25, (d) 50, (e) 75 e (f) 100 ms. Variacao da corrente
de pico catddica com o tempo de pulso (B).

Voltamogramas de pulso diferencial (A) obtidos para o SPCE/PH,
em solucéo de 0,1 mol L™ de KCI (pH 1,0) contendo 5,0 x 107
mol L™ de AuTM, em diferentes velocidades de varredura: (a) 5,
(b) 10, (c) 15, (d) 20, (e) 25 e (f) 30 mVs™. Variacéo da corrente
de pico com a raiz quadrada da velocidade de varredura (B).

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o SPCE/PH, em
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solucdo de 0,1 de KCI (pH = 1,0), na presenca de diferentes
concentracdes de AuTM: (a) 0,0, (b) 4,8 x 10°°, (c) 1,2 x 10, (d)
2,5x 107, (e) 4,8 x 10°, (f) 6,7 x 10°, (g) 8,7 x 10 e (h) 1,5 x 10™
mol L. Curva analitica B.

Variacdo da corrente de pico catédica em funcdo das diferentes
amplitudes empregadas (B).

Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o SPCE/PH, em
solucdo de 0,1 mol L™ de KCI (pH 1,0) contendo 1,0 x 10™° mol L™
de AuTM, em diferentes valores de frequéncia: (a) 10, (b) 25, (c)
50, (d) 75, (e) 100 e (f) 150 Hz. Variacdo da corrente de pico
catédica em funcéo das diferentes frequéncias estudadas (B).

Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o SPCE/PH, em
solugdo de 0,1 mol L* de KCI (pH = 1,0), na presenca de
diferentes concentracdes de AuTM: (a) 0,0, (b) 1,2 x 10, (c) 2,5 x
10, (d) 3,7 x 10, (e) 4,7 x 10™, (f) 6,0 x 10, (g) 8,8 x 10™ e (h)
1,5 x 10 mol L, aplicando as condi¢8es otimizadas.

(A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solucédo de
KCI 0,1 mol L™ (pH 1,0), contendo 1,0 x 10 mol L™ de AuTM, na
presenca de diferentes volumes de urina: 0 (a), 10 (b), 20 (c), 50
(d), 100 (e), 200 (f) e 300 puL (g). (B) Variacdo percentual da
corrente de pico catddica em funcdo do volume de urina
adicionado.

Variacdo percentual da corrente de pico catddica, em fungdo do
volume de urina adicionado: com pré-tratamento (A) e sem pré-
tratamento (B).

Voltamogramas ciclicos obtidos para SCPE ndo modificado
(curva a) e SPCE/PH (curva b), em solugdo de tampé&o acetato
pH 4,4 contendo 2,0 x 10 mol L™ de Cr (VI), ap6s 1 minuto de
imersao.

Voltamogramas de varredura linear, obtidos em solucdo tampao
acetato pH 4,4 contendo 1,0 x 10 mol L™ de Cr (VI), para os
eletrodos modificados: SPCE/EPH (a), SPCE/GIu-PH (b) e
SPCE/PH (c), ap6s 1 minuto de imerséo.

Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH em
solucdo de tamp&o acetato contendo 2,0 x 10* mol L™ de Cr",
ajustada em diferentes valores de pH: (a) 2,6 (b) 3,4 (c) 4,4 (d)
5,4 (e) 6,5 e (f) 7,3, apés 1 minuto de imersao.

Diagrama de distribuicdo de espécies para o acido crdmico, em
funcao do pH.

Variacdo da corrente de pico catddica e do potencial de pico
catédico obtido para o SPCE/PH em solugcédo de tampédo acetato
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contendo 2,0 x 10* mol L™ Cr”', em fung&o do pH da solucao.

Figura 108 Influéncia do tempo de pré-concentracdo sobre a corrente de pico 185
catddica, para o SPCE/PH, em solucao de tampéao acetato pH 4,4
contendo 1,0 x 10 mol L™ (A) e 1,0 x10™ mol L™ (B) de Cr (VI).

Figura 109 Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH em 186
solugdo tampdo acetato pH 4,4, contendo diferentes
concentracgdes de Cr (VI): 0,0 (a), 1,0 x 107 (b), 7,5 x 107 (c), 1,6
x 10°® (d), 3,2 x 10°® (e), 5,5 x 10°® (f), 1,0 x 10™ (g), 1,5 x 10™ (h)

e 2,8 x 10™ mol L™ (i).

Figura 110 Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH em 188
solucdo tampé&o acetato pH 4,4, contendo 5,0 x 10° mol L™ de Cr
(V1) contendo 0,0 mol L™ (A), 5,0 x 107 mol L™ (B) 5,0 x 10°® mol
L (C) e 5,0 x 10 mol L™ (D) de permanganato.
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CAPITULO |
INTRODUCAO

|.1- SENSORES ELETROQUIMICOS

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos tem sido uma das areas de
maior avanco da quimica analitica nos ultimos anos, tendo merecido inUmeras
revisbes na literatura [1-10]. Um sensor funciona como um dispositivo capaz de
fornecer informacdes sobre a espécie de interesse, através da medida de alguma
propriedade fisica ou quimica, o que permite 0 seu monitoramento. De um modo
geral, sensores eletroquimicos fazem uso de uma camada quimicamente seletiva,
que isola a resposta do analito da sua vizinhanca imediata e promove a sua
conversdo em um sinal detectavel por meio de um transdutor, usando uma
instrumentacdo adequada. Comparado aos diversos tipos de sensores
eletroquimicos (amperométricos, potenciométricos e condutométricos), o uso de
sensores amperométricos tem se mostrado bastante atraente, devido a sua
simplicidade experimental, ampla aplicacdo e baixo custo. Estes dispositivos, em
geral, funcionam por aplicacdo de uma diferenca de potencial entre um eletrodo de
trabalho e um eletrodo de referéncia, o que proporciona a oxidagéo ou reducéo da
espécie eletroativa sobre o eletrodo de trabalho e possibilita a medida da corrente
resultante [3,5], a qual € proporcional a concentracdo do analito. Desta forma, torna-
se possivel quantificar a espécie de interesse. A aplicacdo do potencial pode ser
constante durante a medida, no caso do sensor amperométrico; ou ser realizada
empregando-se uma varredura de potencial, no caso do sensor voltamétrico.

As inumeras possibilidades de confeccdo de eletrodos de diferentes
materiais eletrédicos e tamanhos cada vez mais diferenciados tém contribuido
significativamente para o interesse despertado por estes tipos de sensores nas
areas industrial, ambiental, farmacéutica, clinica médica e outras [11,12]. Em adicao,
a possibilidade de adicionar espécies na superficie eletrédica, visando alterar a
natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucéo, tem contribuido para melhorar
a seletividade e sensibilidade desses dispositivos. Eletrodos assim preparados séao
classificados como eletrodos quimicamente modificados (EQM). Dentro deste
contexto, os EQM tém ganhado notoriedade pela sua versatilidade, cuja superficie &

alterada pela imobilizacdo de espécies de interesse [5-7]. A modificacdo da
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superficie pode ocorrer através de reacdes quimicas, adsorcdo quimica, formacéo
de compadsitos ou recobrimentos poliméricos. Exemplos destas aplicacdes incluem o
desenvolvimento de sistemas eletrocataliticos com alta seletividade e atividade
quimica, propriedades anticorrosivas ou fotossensiveis, dispositivos eletrocrémicos,
aceleracdo de reacdes de transferéncia de carga, acumulacdo preferencial e
controlada de analitos, exclusdo de interferentes e etc. Nesse sentido, EQM séao
particularmente adequados ndo s6 para determinac¢des analiticas, mas também para
a investigacdo de processos e mecanismos fisico-quimicos, tanto de espécies
organicas como inorganicas.

A eletroanalise consiste no ramo da quimica analitica com maior diversidade
de técnicas disponiveis, além de oferecer metodologias de baixo custo e aplicagbes
nas mais diversas matrizes, algumas vezes sem necessitar de tratamento da
amostra. Apesar disso, a sua difusdo fora dos laboratorios de pesquisa
especializados ainda é muito limitada, devido principalmente a fragilidade da
instrumentacdo e a complexidade dos conceitos fundamentais envolvidos nos
processos eletrédicos, que requer profissionais bem treinados. Felizmente, este
quadro tem mudado nos ultimos anos, devido a maior divulgacdo dos estudos
mecanisticos envolvendo reducdo e oxidacdo dos mais diferentes analitos
(compostos inorganicos, organicos e organometalicos) e a crescente formacao de
recursos humanos na &rea. Em adicdo, tem se observado um vertiginoso
melhoramento na qualidade e tecnologia dos novos equipamentos e acessorios

eletroquimicos.

[.2. ELETRODOS IMPRESSOS

Atualmente, existem diversos tipos de eletrodos utilizados em
determinacdes analiticas, sendo cada vez mais desenvolvidos dispositivos com
maior robustez, que permitem o0 uso de metodologias mais simplificadas.
Adaptacbes no tamanho e arranjo dos eletrodos permitem a utilizacdo destes em
analises em campo, e também na coleta do analito para determinacdo posterior.
Desta forma, visa-se oferecer ao operador ndo sO instrumentos mais econémicos,
com respostas sensiveis e seletivas, mas também facilidade de uso e simplicidade
na medida da resposta. Dentro deste contexto, o desenvolvimento de eletrodos

impressos (El) “screen-printed electrode” tem atendido a demanda deste mercado,
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oferecendo um completo sistema de eletrodos projetados com grande simplicidade e
economia, ou seja, eletrodos na forma de um Unico sistema, contendo um arranjo de
eletrodos, onde eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia sao impressos no mesmo
suporte. S&o dispositivos de baixo custo e tdo funcionais que permitem a
comercializacdo na forma de eletrodos descartaveis. Como consequéncia, tem
mostrado alta versatilidade de aplicacfes, tanto na forma de eletrodo convencional,
qguanto na forma de eletrodo modificado [13-23].

Os eletrodos impressos consistem basicamente em um filme depositado
sobre um suporte inerte, pelo método conhecido por “silk-screen”, coberto por uma
segunda camada de material isolante elétrico, que é responsavel pela definicdo de
uma area de contato elétrico interligado a area superficial ativa do eletrodo em outra
extremidade, porém recoberta superficialmente [15]. Os métodos de fabricacdo tém
sido revisados por diversos autores [15]. Para tal, tem se testado diversas tintas com
elevada condutividade, como depodsito do filme condutor, que sdo disponiveis
comercialmente, como, por exemplo, tintas a base de carbono sem e com alguns
metais (Au, Pt, Ag e Pd e etc.). Apds impressédo da tinta em suportes inertes (PVC,
materiais ceramicos e outros), o filme é seco a altas temperaturas e recoberto
segundo projetos especificos com tinta isolante. No entanto, a maioria dos modelos
de eletrodos com tintas condutoras e isolantes comerciais sdo de custo
relativamente baixo e quase sempre patenteadas, cuja fabricacdo nao é revelada
apropriadamente.

Os eletrodos impressos descartaveis tém sido amplamente empregados
como uma alternativa de sucesso ao uso de eletrodos convencionais, como, por
exemplo, eletrodos de mercurio, carbono vitreo, pasta de carbono, ouro, platina,
prata e outros em eletroandlise, cuja substituicdo apresenta a vantagem de oferecer
sistemas mais simples, menores, mais compactos e descartaveis, o que diminui as
etapas de limpeza entre as andlises, envenenamento da superficie e oferecem
simplicidade no desenvolvimento de sensores portateis. No entanto, € o
acoplamento entre a versatilidade dos eletrodos impressos (El) e a possibilidade de
modificacdo de sua superficie com reagentes especificos (EQM) que tem melhorado
sua sensibilidade e seletividade. O desempenho dos eletrodos impressos
quimicamente modificados tem sido avaliado na determinacdo de espécies em
varios setores importantes, tais como, monitoramento ambiental, industrial,

biomédico, higiene ocupacional e etc. [11, 13]. Em resumo, o uso de eletrodos
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impressos modificados ou até mesmo ndo modificados tem apresentado diversas
vantagens requeridas para acompanhar o desenvolvimento tecnoldgico atual, como
€ 0 caso da procura por instrumentos eletroanaliticos portateis, robustos, que
oferecam alta sensibilidade e seletividade, reducdo de contaminacdo e
interferéncias, baixo peso e pequeno tamanho e longo tempo de vida. Deste modo,
com o objetivo de atender a demanda de testes analiticos cada vez mais sensiveis,
rapidos, simples e econémicos para determinagcdo de compostos biologicamente e
clinicamente importantes e monitoramento de compostos importantes em matrizes
ambientais é de nosso interesse investigar a possibilidade de desenvolver sensores
eletroquimicos que atendam a essas exigéncias. Para tal, pretende-se acoplar a
versatilidade dos sistemas de eletrodos impressos ndo modificados ou modificados
por filmes poliméricos de poliaminoacidos, capazes de permitir a rapida pré-

concentracdo e simultanea deteccéo voltamétrica/amperométrica do analito.

|.3- ELETRODOS MODIFICADOS COM POLIAMINOACIDOS

A importancia da construcéo e aplicacao de eletrodos modificados na area
de desenvolvimento de sensores eletroquimicos pode ser avaliada em inameros
trabalhos reportados na literatura [6, 7]. Varios métodos para modificacdo de
eletrodos tém sido destacados, tais como: polimeros condutores, filmes de sol-gel,
membranas, eletrélitos poliméricos, monocamadas auto arranjadas (self-assembled),
materiais ceramicos, enzimas e etc. Dentre os diversos tipos de modificadores [6,7],
polieletrélitos sintéticos tém recebido particular atencdo, devido a sua importancia
como modelos simplificados de polieletrdlitos naturais, tais como, proteinas e acidos
nucléicos. O uso destes polieletrélitos sintéticos como reagentes ancorados na
superficie eletrodica tem permitido além do estudo de interacdes mais complexas,
aumentar a seletividade e sensibilidade analitica dos métodos de deteccao, através
de etapa de pré-concentracdo, ocorrida por meio de interacdes especificas de
grupos de polieletrélito e a espécie eletroativa. Dentro deste contexto, polimeros
derivados de alguns poliaminoacidos também tém sido usados com sucesso no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos, destinados a andlise de metais e
compostos de interesse biologico e farmacéutico, através de meétodos simples e

rapidos de preparacéo e obtencéo de eletrodos modificados.
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Os poliaminoacidos séo polieletrolitos sintéticos que possuem cadeias de
tamanho controlavel e portadoras de grupos funcionais especificos e sitios
carregados, capazes de agirem como nucledéfilos ou centros reativos com compostos
organicos e inorganicos. Os principais exemplos de aplicagdo de poliaminoacidos
para construcdo de sensores eletroquimicos descritos na literatura sdo resumidos a
seqguir.

A obtencdo de filmes de poli-L-lisina (PLL) sobre eletrodo de carbono
pirolitico, descrita ha bastante tempo, € efetuada através do uso de gotejamento de
uma aliquota de solucgédo, seguida da evaporacdo a 80°C por 30 segundos [24, 25].
Sua adsorcao sobre eletrodos de gota pendente de mercario também tem sido
utilizada para pré-concentragdo de alguns farmacos, tais como, nitroprussiato de
sbédio [26], nedocromil de sédio [27] e cefalosporinas [28], utilizando a técnica
voltamétrica de redissolucdo catodica. Sua aplicagdo em eletrodos de grafite
pirolitico e carbono impresso, modificados por filmes de poli-L-lisina, tem se
mostrado adequada para imobilizacdo de ferrocianeto e da enzima hidrogenase
[29,30].

Estudos de imobilizacdo de poli-L-lisina sobre superficies eletrédicas de
ouro foram também investigados, com o intuito de monitorar sistemas enzimaticos
[30,31]. A superficie € modificada pelo depdsito de acido 3-mercaptopropidnico/poli-
L-lisina e membranas de poliestirenosulfonato/poli-L-lisina. Os resultados mostraram
que a PLL melhora sensivelmente o sinal eletroquimico utilizado para determinacao
da glicose e o procedimento permite 0 monitoramento do acido lactico, colina e

glicose em baixos niveis de concentracéo.

Eletrodos modificados por filmes de poli-L-lisina e glutaraldeido [32, 33]
melhoram a aderéncia do poliaminoacido sobre eletrodo de carbono vitreo e podem
ser aplicados na determinacgédo de idoxuridina e do anion cromoglicato. Além disso, é
possivel observar que a modificacdo de eletrodos com poliaminoacidos tem sido
utilizada na imobilizacdo de enzimas, na determinacdo de proteinas carregadas

negativamente e na pré-concentracdo de alguns farmacos.

Viana et al. [34] relataram a utilizacdo de um eletrodo de carbono vitreo
modificado por PLL e glutaraldeido (97,5% 2,5 % (m/v)), para a determinacdo do
corante téxtil Cibacron Blue (CB). Foi observado um aumento no sinal do analito em

comparacao ao eletrodo ndo modificado, atribuido a uma possivel interacdo entre o
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grupamento aminico presente na PLL e o0 grupo antraquinona do corante.
Monitorando um pico de oxidacdo em +0,75 V (vs. Ag/AgCl), foi observada uma
resposta linear entre 1,0 x 10° e 1,0 x 10° mol L*, sob 10 minutos de pré-
concentragéo.

Explorando a versatilidade da poli-lisina, para a incorporacdo de espécies
carregadas negativamente, Luz et al [35] demonstraram a potencialidade analitica
de um eletrodo de carbono vitreo recoberto por poli-L-lisina (PLL) e
tetracianoetilenida de litio (LITCNE), para a determinacdo de 4-nitrofenol. Esta
modificacdo baseia-se no fato da PLL possuir grupamentos aminicos protonaveis em
uma ampla faixa de pH, o que por sua vez confere um excesso de carga positiva a
superficie eletrddica, fazendo com que os anions TCNE™ possam ser incorporados
ao filme. O eletrodo desenvolvido apresentou um aumento na corrente de pico de
reducdo para o 4-nitrofenol, que foi explicado pela interacdo entre o produto da
reducdo do grupo nitro, uma hidroxilamina, com o filme. Apds otimizacdo dos
parametros, foi obtida uma resposta linear entre a corrente de pico e a
concentracéo, entre 27 e 23200 nmol L™. O procedimento proposto foi aplicado na
determinacao do 4-nitrofenol em amostras de agua.

Luz et al. [36] investigaram a utilizacdo de poli-L-lisina (PLL) para modificar
um eletrodo de carbono vitreo com tetracianoetilenida de litio (LITCNE), sendo o
mecanismo de modificacdo idéntico ao trabalho anterior, ou seja, baseado em uma
interacdo eletrostatica entre o modificador TCNE™ e os grupos —NHs" presentes na
PLL. O eletrodo modificado apresentou um efeito eletrocatalitico sobre a oxidagéo
de dopamina e depois de otimizadas as condi¢gbes experimentais, foi observada uma
linearidade na resposta voltamétrica entre 0,01 pmol L™ e 10 pmol L™*. O método
proposto foi aplicado na determinagéo de dopamina em formulag¢des farmacéuticas.

Luz et al [37] estudaram um eletrodo de carbono vitreo modificado pela
adicdo direta de uma aliquota de solucdo (1:1 v/v) de PLL e ftalocianina
tetrassulfonada de cobalto (CoTSPc). A utilizacdo da PLL forneceu uma melhor
fixacdo do CoTSPc, atribuida a uma interacéo eletrostatica entre os grupos -NHs" da
PLL e os grupos -SO3 do CoTSPc. O eletrodo construido apresentou um efeito
eletrocatalitico para a reducdo de oxigénio, marcado por um descolamento de
potencial de cerca de 200 mV, para valores menos negativos, em relacdo ao
eletrodo ndo modificado. O eletrodo foi avaliado por cronoamperometria e por
voltametria de pulso diferencial (DPV), sendo em ambas as técnicas obtidas faixa de



M. F. Bergamini Introdugdo 26

reposta linear de 0,2 a 8,0 mg L™, embora a DPV tenha apresentado os melhores
valores de limite de deteccéo e sensibilidade.

Costa et al [38] desenvolveram um método para a determinagdo
voltamétrica de diospirina, utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado por
PLL e CoTSPc. O eletrodo foi construido pelo procedimento supracitado e
apresentou uma atividade catalitica para a reducdo da diospirina. Neste trabalho,
tanto o eletrodo modificado quanto o analito apresentaram um pico de reducao no
mesmo potencial -0,16 V, sendo observado um aumento de 60 % na corrente de
pico, comparando apenas com o eletrodo ndo modificado. Esse efeito foi atribuido a
baixa resisténcia a transferéncia de carga devido a presenca do CoTSPc. O eletrodo
construido apresentou uma relagdo linear entre o sinal voltamétrico e a
concentracdo do analito entre 1 e 120 nmol L™, sendo posteriormente aplicado na
determinacao de diospirina em extrato bruto de plantas.

Monterroso et al [39] estudaram o desempenho do recobrimento de um
eletrodo de carbono vitreo por filmes mistos de poli-L-lisihna e poli (4-
estirenossulfonato de soédio) na resposta voltamétrica de um filme de mercurio
crescido sobre a superficie modificada. Os autores verificaram que a presenca dos
polimeros na superficie eletrédica promovem uma diminuicdo do envenenamento no
filme por espécies tensoativas, tais como o Triton X-100 e o SDS. O filme de
mercurio construido sobre o eletrodo modificado foi aplicado na determinagcédo de
chumbo, cobre e cadmio em agua de estuario, empregando um procedimento de

redissolucdo anddica por voltametria de onda quadrada.
[.4 POLI-HISTIDINA

Os estudos prévios envolvendo a imobilizacdo de poliaminoacidos sobre
superficies eletrodicas tém se mostrado extremamente vantajosos na construcéo de
sensores eletroquimicos, podendo fornecer evidéncias de interagcdo do agente
modificador com uma dada classe de compostos de interesse e mimetizar reacdes
metabodlicas importantes. Dentro deste contexto, € nosso objetivo investigar a
construcéo e aplicagdo de novos sensores eletroquimicos, baseados em eletrodos
modificados por poliaminoacido sintético, estudando a possibilidade de imobilizar e

caracterizar eletrodos modificados por filmes do poliaminoacido poli-histidina.
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A Figura 1 apresenta as formas monomérica e polimerizada da histidina. E
possivel verificar a existéncia de trés grupos na molécula do monémero, que podem
apresentar equilibrios do tipo &cido-base, sendo os valores de pKa descritos na
literatura para os trés sitios do monémero de 1,8, para o grupo a-COOH (pKa1); 6,0,
para o grupo imidazol (pKa2); € 9,2, para o grupo NH; (pKas) [40]. Em sua forma
polimerizada, o grupo imidazol encontra-se pendente na cadeia polimérica. Isto
indica que os grupamentos imidazois no poliaminoacido permanecem protonados
até um meio levemente acido, conferindo ao filme um excesso de carga positiva, que

pode interagir com espécies carregadas negativamente.
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Figura 1: Estrutura molecular da histidina na forma monométrica (A) e polimerizada

(B).

Embora a poli-histidina seja um poliaminoacido importante para o corpo
humano, ela tem sido pouco explorada como agente modificador de superficies
eletrddicas, visando o desenvolvimento de sensores eletroquimicos. Li et al.[41]
estudaram o efeito eletrocatalitico observado para os processos redox de um
eletrodo de prata modificado por histidina, na presenca de mioglobina e citocromo C.
A modificacao da superficie eletrédica € baseada na ligacdo covalente entre o grupo
imidazol presente na histidina e o eletrodo de prata. Yu et al. [42] desenvolveram um
método para a determinagdo de &cido ascorbico, utilizando eletrodo de carbono
vitreo, modificado por poli-histidina. A modificacao foi realizada por polimerizacdo
eletroquimica e o eletrodo apresentou um efeito eletrocatalitico sobre a oxidacédo do
analito, marcado por uma diminuicdo de 400 mV no sobrepotencial de oxidacdo do

acido ascorbico.
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[.5- ANALITOS AVALIADOS

Observando os trabalhos existentes na literatura, pode-se constatar que 0s
eletrodos modificados por filmes de poliaminoacidos apresentam grande
potencialidade analitica para a determinacdo de diferentes espécies, organicas e
inorganicas. Esses eletrodos podem atuar de duas formas principais: pré-
concentrando o analito, o que melhora a resposta obtida, principalmente para baixas
concentragbes, ou atuando com um efeito eletrocatalitico, diminuindo o
sobrepotencial necessario para promover a reducdo ou oxidacdo de espécies de
interesse. Dentro deste contexto, diferentes analitos foram escolhidos para serem
avaliados, sendo descritos a seguir 0s principais relatos envolvendo a determinacao

dessas espécies.

l. 5.1- DETERMINACAO DE AUROTIOMALATO (AuTM)

O aurotiomalato (AuTM), composto empregado como agente anti-reumatico
em formulacdes farmacéuticas, contém um atomo de ouro ligado ao enxofre em sua

estrutura base (acido tiomalico), como mostrado na Figura 2 [43].

COONa
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Figura 2: Estrutura molecular do aurotiomalato (AuTM) de sodio.

A utilizagdo de compostos a base de ouro, no tratamento de artrite
reumatica, apresenta limitacdes, como, por exemplo, resposta variavel entre os
pacientes e efeitos toxicos [44, 45], pois 0 ouro € um elemento ndo essencial ao ser
humano e apresenta mecanismos de transporte, excre¢cdo e estocagem pouco
conhecidos. No sentido de investigar as interagcdes entre 0s compostos de ouro e
moléculas do corpo humano, existem trabalhos relatados na literatura envolvendo

técnicas de separacdo aplicadas em amostras diversas, como sangue e urina.
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Smith et al. [46] relataram um estudo realizado para investigar as interacées
entre a albumina e o AuTM. Neste trabalho, aliquotas de plasma sanguineo de
pacientes tratados com AuTM foram submetidas a um processo de separagao por
eletroforese e posterior quantificagdo por espectroscopia de absorcdo atémica,
sendo avaliada a razdo entre o ouro ligado a albumina e a albumina total. Os
resultados mostraram uma grande variacdo entre os valores encontrados para
diferentes pacientes, porém, em todos 0s casos, foi constatada a interagdo entre o
ouro e a albumina, com valores variando de 1 a 20 &tomos de ouro, por molécula de
albumina. Essas interacdes foram atribuidas ao fato da albumina apresentar grupos

contendo atomos de enxofre, que podem complexar com o ouro.

A interacdo entre o AuTM e outros agentes quelantes, tais como a D-
pelicilanina, &cido 2,3-dimercaptopropionico, 2,3-dimercaptopropano sulfonato e
bucillamina, foi estudada e relatada por Kojima et al.[47]. As substancias
supracitadas foram administradas a ratos logo ap6s a injecdo de AuTM e as
amostras foram submetidas a separacao por eletroforese ou cromatografia gel, onde
a deteccao foi realizada por espectroscopia de absorcdo atdbmica em ambas as
técnicas. Em todos os casos avaliados, foi verificada uma interacdo com as

substancias estudas nas amostras de bile e urina.

Os trabalhos existentes na literatura para a determinacdo do AuTM e/ou
seus metabdlicos envolvem a aplicacdo de procedimentos que empregam técnicas
de absorcdo atbmica, tais como, AAS, FAAS e ICP-AAS, geralmente em conjunto
com técnicas de separacdo, como eletroforese e cromatografia. Uma revisdo da
literatura, escrita por Barefoot e Loon [48], apresenta diversos trabalhos realizados
para a determinacdo de compostos de ouro e platina, muito usados como agentes
anti-reumaticos e anti-cancerigenos, respectivamente. A maior parte das referéncias
utiliza técnicas de absorcdo atémica na deteccdo. Porém, € importante ressaltar que
além da absorcdo atdmica, existem outras técnicas que visam verificar a interagao
desse farmaco com outras moléculas, mas ndo sua quantificagdo, como a
metodologia proposta por Isab [49], que utilizando a ressonancia magnética nuclear
(RMN) de ®*C constatou a formacdo de um complexo 1:1 em solugdo entre 0 AuTM
e 0 2-tioluracil sem a liberacdo do ligante tiomalato. A utilizacdo de ions CN°
demonstrou a formacado de um complexo de [Au(CN);] e resultou na liberacdo do

tiomalato e do 2-tioluracil como ligantes livres [50].
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Um procedimento descrito para a determinacdo de proteina utilizando o
AuTM foi desenvolvido [51]. Este trabalho foi baseado no efeito catalitico do ouro,
eletrodepositado na superficie de um eletrodo de carbono vitreo, sobre a redugéo de
ions prata. Primeiramente, uma solucdo contendo as proteinas estudadas e o AuTM
ficaram em contato por 24 horas, para promover a ligacdo entre o ouro e a proteina.
Em seguida, o ouro livre foi separado por um processo de didlise e a fracdo de ouro
ligada a proteina foi adsorvida na superficie do eletrodo, o qual foi submetido a
reducao sob aplicacao de -1,0 V (vs. Ag/AgCl) e depois oxidado a um potencial fixo
por 1 minuto. Posteriormente, ions prata foram reduzidos sobre a superficie
eletrodica e na varredura de oxidacao foi registrado o sinal referente a oxidacao da
prata, o que possibilitou a determinagéo da proteina.

Na literatura existem poucos trabalhos relatando o emprego de técnicas
eletroanaliticas para avaliar as interacdes especificas do AuTM, assim como a sua
determinacdo ou a caracterizacdo de seu comportamento eletroquimico. Entretanto,
quando o analito € o ouro, ha diversos trabalhos. Neste sentido, diversas propostas
foram publicadas empregando procedimentos de redissolu¢do adsortiva, anddica e
catodica.

Assim como na determinacdo de outros cations metdlicos, a técnica de
voltametria de redissolucdo anddica pode ser empregada para a determinacdo de
ouro. Porém, um problema freqiientemente encontrado € o fato do ouro exibir um
lento processo de nucleacéo sobre eletrodos de carbono e platina [52, 53], indicando
uma dependéncia do eletrodo base e dificultando a sua determinacdo em baixas
concentracoes. Essas observagbes concordam com outras existentes na literatura
[54], que descrevem o0 comportamento voltamétrico do ouro sobre macro e micro
disco eletrodos de diferentes materiais, tais como, ouro, platina, iridio, rodio e
carbono vitreo, em meio de agua-régia. Os melhores resultados foram obtidos com
eletrodo de platina e apds a otimizacdo do procedimento, limites de deteccéo de 4,4
x 10" mol L foram alcancados.

Ye et al. [55] propuseram a utilizacdo de um eletrodo de pasta de carbono,
modificado com quitosana, para a determinacdo de alguns metais preciosos, tais
como, ouro, prata e platina. A determinacdo do ouro foi baseada no incremento da
corrente de pico de oxidagéo, verificado em 1,0 V (vs. Ag/AgCl), em solucéo de HCI
pH 1-2, ap6s a pré-concentracdo por 5 minutos. Esse efeito foi atribuido ao fato de

nessa condicdo de pH os grupos NH, da quitosana encontrarem-se protonados e a
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formacdo do complexo [AuCls] promove a interacdo eletrostatica e proporciona a
pré-concentracdo da espécie.

A utilizacdo de etilenodiamina, fixada sobre &acido humico como agente
modificador na preparacao de eletrodos de pasta de carbono, foi descrita por Wang
et al. [56]. O procedimento € baseado na pré-concentracdo dos ions metéalicos na
superficie do eletrodo modificado. Na etapa de reducdo em -0,3 V (vs. Ag/AgCl), em
meio de HCI, ocorreu a reducdo do Au(lll)/Au(0) e na etapa de oxidagédo foi
registrado um pico de oxidacdo em 1,1 V. O procedimento proposto apresentou um
limite de deteccéo de 5 x 10® mol L™ para o ouro.

Ye e Khoo [57] relataram o uso de um eletrodo tubular, modificado com
benzotiazol, para a determinagéo de Au (Ill) em um sistema em fluxo utilizando um
procedimento de redissolucao catédica. Os ions ouro foram pré-concentrados por 10
minutos em condicfes de circuito aberto sobre uma vazdo constante de solucéao.
Posteriormente, foi realizada a varredura catddica e um pico de reducao verificado
em +0,55 V possibilitou o monitoramento do ouro. O procedimento proposto
demonstrou um limite de deteccdo da ordem de 3,1 x 10" mol L™.

A determinacdo de Au (lll), empregando agentes complexantes em
solucédo, foi proposta por Lack et al. [58], utilizando voltametria de varredura linear,
em um procedimento de redissolucdo catédica. Este trabalho foi baseado na
reducdo do complexo formado entre o ouro e 0O agente complexante, um
polissacarideo contendo diversos grupos OH responsaveis pela pré-concentracao.
Foram obtidos intervalos de linearidade entre a resposta voltamétrica do eletrodo e a
concentracéo de Au (l1l) em um intervalo entre 5,0 x 10™ a 3,0 x 10 mol L™,

Korolczuk [59] prop6e um método para determinacdo de ouro por um
procedimento de redissolucdo anddica, utilizando um eletrodo de carbono vitreo
ativado. A ativacdo foi realizada pela deposicdo de uma camada de ouro na
superficie eletrodica, o que facilita a pré-concentracao de ions ouro (Ill). Realizando
a etapa de acumulo em +0,36 V (vs. Ag/AgCI) por 10 minutos, na varredura anodica
foi observado um pico de oxidacdo em +0,72 V, o qual foi adotado para determinar a
concentracéo de ouro. Uma resposta voltamétrica linear entre 5,0 x 10 e 1,0 x 10°®
mol L™ foi observada e o método proposto aplicado na determinacdo de ouro em
amostras certificadas.

Turyan e Mandler relataram dois trabalhos [60, 61] envolvendo a

determinacao de ouro Il empregando um eletrodo de carbono vitreo modificado por
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azo éter de coroa, o 8,9,17,18-dibenzo-1,7,-dioxa-10,13,16-triazociclooctadecano
(DDTC). O eletrodo foi modificado apds um pré-tratamento anddico-catédico (+1,75
V/-1,55 V (vs. Ag/AgCl)), sendo a modificacéo realizada pela imerséo do eletrodo em
solugcéo contendo DDTC. Na etapa de redissolucdo foram empregadas a voltametria
de varredura linear e a voltametria de onda quadrada, sendo verificados intervalos
lineares entre 8,71 x 10® e 1,82 x 10® mol L e 1,62 x 10° e 1,59 x 10® mol L™,
respectivamente. Em ambos os trabalhos, a determinacao foi realizada em amostras
geoldgicas.

Kula e Navratilova [62] investigaram um eletrodo de pasta de carbono
modificado com um trocador anidnico, para a determinacdo de ouro em compostos
farmacéuticos. O funcionamento é baseado na formacdo de espécies complexas
entre os ions ouro (lll) e cloreto, como por exemplo, o [AuCls], que possui carga
negativa, possibilitando sua pré-concentracdo na superficie do eletrodo modificado.
Depois de estudadas as melhores condicbes experimentais, foram observados
intervalos de linearidade entre 4,06 x 10° e 1,22 x 10° mol L* € 8,12 x 107 e 6,1 x
10°® mol L?, utilizando tempo de pré-concentracdo de 5 e 10 minutos,
respectivamente.

Geralmente os estudos realizados para a determinacdo de ouro (lll),
envolvendo métodos eletroanaliticos, sdo desenvolvidos em meio &cido e os
processos eletrédicos sédo afetados por diversos fatores, tais como, pH, agentes
complexantes e outros metais, como cobre e prata [58, 60, 61]. Neste sentido, o
desenvolvimento de métodos para determinacdo de compostos de ouro e ouro livre,
usando técnicas eletroanaliticas que muitas vezes apresentam vantagens sobre
outras técnicas em termos de seletividade, sensibilidade e custo, ainda é de grande

importancia.
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1.5.2. DETERMINACAO DE L-DOPA

O mal de Parkinson é uma desordem neuroldgica progressiva causada pela
incapacidade patolégica do organismo humano de produzir um importante
neurotransmissor, a dopamina. Um dos tratamentos empregado para alivio dos
sintomas baseia-se no uso de L-dopa (3,4-di-hidroxifenilalanina), que é um precursor

da dopamina. A Figura 3 apresenta a estrutura molecular da L-dopa.
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NH,
HO

Figura 3: Estrutura molecular da L-dopa.

A quantificacdo de L-dopa tem sido importante para a avaliagdo do
mecanismo de ac¢ao, biodisponibilidade, propriedades biofarmacéuticas e controle
das diferentes formulagcbes farmacéuticas disponibilizadas comercialmente. Os
métodos de analise usualmente reportados para a determinacao de L-dopa tém sido
agueles envolvendo técnicas espectrofotométricas [63], cromatograficas [64],
eletroanaliticas [65-70] entre outros. A eletroatividade da L-dopa ja foi bem estudada
e esta relacionada a presenca dos dois grupos hidroxilas presentes na molécula, e
seu comportamento voltamétrico semelhante a outras catecolaminas. A seguir,
serdo brevemente descritos alguns trabalhos relatando a determinacdo de L-dopa
envolvendo técnicas eletroanaliticas.

Teixeira et al. [65] relataram a aplicacdo de um eletrodo de pasta de
carbono modificado por um complexo de ruténio, conhecido como ruténio vermelho,
incorporado em uma zeodlita. O método é baseado na oxidacdo quimica da L-dopa
pelo complexo de ruténio, essa reagdo gera uma corrente catalitica na oxidacao do
complexo metalico. Diversos parametros foram estudados e otimizados e utilizando
as melhores condicdes experimentais, o eletrodo desenvolvido apresentou uma faixa
de linearidade de 1,2 x 10® a 1,0 x 102 mol L™ e um limite de deteccéo de 8,5 x 10

mol LY. O método desenvolvido foi aplicado na determinacdo de L-dopa em
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formulacdes farmacéuticas e os valores obtidos apresentaram boa concordancia
com aqueles obtidos por um método oficial.

Lopes et al. [66] estudaram o comportamento eletroquimico de algumas
catecolaminas sobre um eletrodo de pasta de carbono modificado in situ por agentes
surfactantes. A utilizacdo de agentes surfactantes em concentragcdes sub-micelar
levou a um aumento na corrente e melhora na reversibilidade dos processos redox
observados. Os efeitos observados foram discutidos em termos de interagbes
eletrostaticas e hidrofobicas.

Xiang et al. [67] demonstraram a potencialidade analitica de um eletrodo de
carbono vitreo modificado por uma camada de nanotubos de carbono e Nafion na
determinacdo voltamétrica de L-dopa. A proposta de funcionamento € baseada na
pré-concentracao do analito sobre a superficie do eletrodo modificado. Empregando
as condicBes otimizadas, os autores relataram uma resposta linear entre 3,5 x 10" e
1,5 x 10° mol L™* e um limite de deteccado de 5,0 x 10® mol L™,

Yan et al. [68] avaliaram o comportamento eletroquimico da L-dopa sobre
um eletrodo de carbono vitreo modificado por um filme de nanotubos de carbono. O
eletrodo modificado apresentou uma melhora significativa para a oxidacédo do analito
guando comparado ao eletrodo ndo modificado. Empregando a voltametria de pulso
diferencial foi possivel construir uma curva analitica com uma linearidade de reposta
entre 5,0 x 107 e 2,0 x 10 mol L™ de L-dopa e um limite de deteccdo de 3,0 x 10’
mol L™ do analito.

Quintino et al. [69] estudaram o comportamento da L-dopa e carbidopa
sobre um eletrodo de carbono vitreo utilizando como técnica a voltametria de pulso
diferencial (DPV). Foram verificados processos em potenciais de 0,58 V e 0,52 V
referentes a oxidacao e reducao da L-dopa, respectivamente. Depois de otimizadas
as condicdes experimentais, 0 método foi aplicado na determinacdo de L-dopa em
amostras comerciais. Os valores determinados foram comparados aos resultados
obtidos por cromatografia e apresentaram boa concordancia.

Teixeira et al. [70] propuseram um eletrodo de poliuretana modificado por
um filme fino contendo um complexo de oxovanadio como um detector
amperométrico para L-dopa em um sistema de analise por injecdo em fluxo. O
eletrodo foi modificado por adicbes de aliqguotas de uma solucdo de acetonitrila
contendo 10 mmol L* do complexo sobre a superficie eletrédica. A resposta

7

voltamétrica é controlada por um mecanismo eletrocatalitico, onde a L-dopa é
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by

guimicamente oxidada pelo complexo de vanadio (V), levando a regeneracdo de
vanadio (IV) na superficie do eletrodo Apo6s otimizacdo do método, os autores
relataram uma regido de linearidade entre a reposta amperométrica do eletrodo e a
concentracédo de L-dopa no intervalo de 1,0 x 10° a 1,0 x 10 mol L™ apresentando
um limite de deteccdo de 8,0 x 107 mol L™ de L-dopa.

Os trabalhos relatados na literatura sobre os métodos eletroanaliticos de
L-dopa apresentam dois enfoques principais, aqueles destinados a caracterizagdo
do processo redox em diferentes eletrodos e aplicacdo de eletrodos modificados no
desenvolvimento de meétodos para sua determinacdo. Com relacdo a eletrodos
impressos, ndo sao encontrados relatos sobre sua utilizacdo na determinacédo de

L-dopa.

.5.3. DETERMINACAO DE PROCAINA

A procaina (2-dietilaminoetil p-aminobenzoato) é um dos mais antigos
anestésicos locais empregados na medicina. Este farmaco foi sintetizado em 1905 e
foi o primeiro anestésico local injetavel produzido pelo homem. A procaina tem seus
efeitos reduzidos quando aplicada diretamente sobre a pele ou membranas de
mucosas, devido a baixa absorcao do farmaco pela pele. No entanto, a procaina age
prontamente quando injetada intramuscularmente. A Figura 4 apresenta a estrutura

molecular da procaina
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Figura 4: Estrutura molecular da procaina.

Véarios métodos analiticos para a quantificacdo de procaina em formulacdes

farmacéuticas e em fluidos biologicos tém sido reportados na literatura. Dentre
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esses, a deteccdo espectrofotométrica da procaina em 280 nm é o método
preconizado pela farmacopéia norte-americana. Métodos alternativos de analise
também sdo propostos, incluindo métodos espectrofotométricos  [71],
cromatograficos [72], fluorimétricos [73], e eletroanaliticos [74-76].

Dentre os métodos eletroanaliticos, destacamos os meétodos voltamétricos
para a determinacdo de procaina em formulac¢des farmacéuticas cuja quantificacéo
tem sido obtida pelo monitoramento do pico anddico relativo a oxidacdo do grupo
amino presente na procaina para a hidroxilamina correspondente. A seguir, serao
relatados os trabalhos mais relevantes envolvendo a determinacdo de procaina
utilizando técnicas eletroanaliticas.

Zhou et al. [74] descreveram a utilizagdo de um eletrodo de carbono vitreo
recoberto por 6xidos metalicos dispersos usado como detector amperométrico de
procaina acoplado a um sistema de cromatografia liquida O eletrodo apresentou
uma faixa de reposta linear entre 2 a 220 ng mL™ e ofereceu um limite de deteccéo
de 1,5 ng mL™.

Wang et al. [75] empregaram um eletrodo de pasta de carbono modificado
com pedra-pome na determinagcédo de procaina. O método € baseado na oxidacao
do analito em +0,98 V apds pré-concentracdo por 30 s sobre a superficie do
eletrodo. Empregando a voltametria de pulso diferencial, os autores encontraram
uma resposta linear para concentracdes de procaina entre 9,0 x 107 a 2,6 x 10 mol
L. Um limite de deteccdo de 5,0 x 10® mol L™ foi também relatado. O método foi
aplicado na determinacdo de procaina em amostras farmacéuticas comerciais e
também em amostras de urina.

Wu et al. [76] estudaram o comportamento voltamétrico da procaina sobre
um eletrodo de carbono vitreo recoberto por um filme de nanotubos de carbono. O
eletrodo foi construido pela adicdo de suspensdo de nanotubos de carbono e
dihexadecil-hidrogenofosfato. Monitorando um sinal de oxidagao em potencial de 0,7
V (vs. ECS), os autores desenvolveram um método capaz de determinar procaina
em uma faixa de concentracdo entre 50 x 107 a 1,0 x 10” mol L™*. O limite de
deteccdo é de 2,0 x 107 mol L™ usando tempo de pré-concentracdo de 4 min. O
método desenvolvido foi aplicado na determinagdo de procaina em amostras
injetaveis desse anestésico.

Pode ser verificado pelos trabalhos relatados na literatura que a maior parte

dos métodos eletroanaliticos apresentados sdo baseados principalmente na
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utilizacdo de eletrodos de carbono vitreo modificados e freqiientemente baseados
em procedimentos envolvendo uma etapa de pré-concentracdo. N&o existem
trabalhos relatados envolvendo a utilizagéo de eletrodos impressos na determinacéo
de procaina.

|.5.4- DETERMINACAO DE ISONIAZIDA

A isoniazida (Figura 5) é uma substancia empregada como agente
antiberculastico, cuja funcdo é prevenir o desenvolvimento do quadro clinico da
tuberculose. Geralmente € administrada sozinha ou em conjunto com outras
substancias, tais como antibidticos. A determinacdo de isoniazida em formulacdes
farmacéuticas ou fluidos biologicos tem sido amplamente estudada e realizada por
diversas técnicas analiticas, como eletroforese capilar [77, 78], espectrofotometria
[79], quimiluminescéncia acoplada a sistemas de andlise por injecdo em fluxo [80,
81], cromatografia [82, 83] e outras [84-86]. No caso das técnicas eletroanaliticas
[87-97], varios estudos sdo relatados na literatura, tanto para a determinacdo da

isoniazida, quanto para a caracterizacdo de seu comportamento eletroquimico.
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=
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Figura 5: Estrutura molecular da isoniazida.

Estudos realizados por Lund [87] empregando a técnica polarogréfica
evidenciaram que a isoniazida apresenta em meio acido duas ondas de reducao. A
primeira € atribuida a reducdo do grupo hidrazina levando a formacdo de uma
amida, apos transferéncia de 2 elétrons e a segunda corresponde a reducdo da

amida gerada envolvendo o mesmo numero de elétrons. Para valores de pH acima
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de 9,0, existe uma sobreposicdo das duas ondas de reducédo, culminando em uma
Gnica onda, referente a uma transferéncia de quatro elétrons.

Sulaiman e Hameed [88] relataram a determinacdo de isoniazida e outras
hidrazidas usando a polarografia de pulso diferencial. Utilizando um sinal de redugé&o
em pH 9, os autores apresentaram um meétodo com um intervalo de linearidade entre
1 x 10° e 5 x 10 mol L™ de isoniazida, o qual foi aplicado na sua determinacdo em
uma mistura ternéria com outras hidrazidas.

Rodrigues-Mellado e colaboradores [89] estudaram a oxidacéo da isoniazida
sobre eletrodo de mercurio, em um intervalo de pH entre 6 e 13. Os autores
reportaram que em valores de pH > 8,5 o farmaco é oxidado em duas ondas, onde a
primeira é atribuida a forte adsor¢éo do produto e a segunda é referente a oxidagéo
da hidrazida n&o adsorvida.

Angulo et al. [90] relataram que a reducdo polarografica da isoniazida
caracteriza-se por duas ondas em pH < 9,5. A primeira refere-se a reducdo da
ligacdo C=N presente no anel piridinico da molécula e a segunda resulta da reducéo
do grupo hidrazida, o que leva a formacgéo de amoénia, segundo um mecanismo ECE.

Tong et al. [91] descreveram a determinagdo voltamétrica da isoniazida em
pH 8 sobre eletrodo de carbono vitreo. O método é baseado na oxidagao
eletrocatalitica da isoniazida pelo radical 2,2,6,6-tetrametil-4-acetilpiperidina-1-oxi
(TMAPO) em solucdo. Depois de otimizadas as condigbes experimentais, foi
observada uma resposta linear entre a corrente de pico anddica e a concentracao de
isoniazida entre 4 x 10° e 2 x 10° mol L*. O método proposto foi aplicado na
determinagdo do analito em formulagdes farmacéuticas e os resultados obtidos
apresentaram boa concordancia, quando comparados aos valores determinados por
meétodo espectrofotomeétrico.

You et al. [92] descreveram o desenvolvimento de um eletrodo de
microdisco de platina modificado com uma monocamada de 4-piridil-hidroquinona, o
qual foi utilizado como detector amperométrico de isoniazida, em um sistema de
eletroforese capilar. O eletrodo apresentou efeito eletrocatalitico sobre a oxidagcéo de
trés compostos: hidrazina, metil-hidrazina e isoniazida. No caso da isoniazida, a
estabilidade do eletrodo foi satisfatéria durante quatro semanas, sendo possivel a
deteccdo do composto em um intervalo de concentracdo de 5 x 107 a 2 x10°

mol L.
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Ghoneim et al. [93] reportaram a utilizacgdo de um procedimento de
voltametria de redissolucéo adsortiva, empregando um eletrodo de mercurio, para a
determinacdo de isoniazida em formulagbes farmacéuticas e fluidos biolégicos. O
método é baseado nos sinais de reducao da isoniazida apés uma etapa de pré-
concentracdo, em condi¢cdes de potencial controlado a -0,9 V (vs. ECS). Depois de
otimizadas as condicdes experimentais, empregando a voltametria de onda
quadrada os autores alcangcaram limites de deteccédo e quantificagdo da ordem de
1,18 x 10™° e 3,93 x 10™° mol L™, respectivamente.

Hammam et al. [94] descreveram o0 comportamento voltamétrico de
redissolucdo adsortiva para a determinacdo de isoniazida e rifampicina, em
formulagbes farmacéuticas e fluidos biologicos, empregando um eletrodo de pasta
de carbono. O método é baseado na pré-concentracdo dos analitos, em condi¢ées
de potencial controlado a 0,0 V (vs. Ag/AgCl), sobre um eletrodo de pasta de
carbono. Na etapa de redissolucédo, foram verificadas duas ondas de oxidagédo, em
potenciais de 0,65 V e 1,00 V (vs. Ag/AgCl), atribuidas a rifampicina e a isoniazida,
respectivamente. O método proposto apresentou um intervalo linear para
concentracdes de isoniazida entre 5 x 107 e 6 x 10° mol L*, apés 180 s de
acumulacéo.

Lomillo e colaboradores [95] relataram a utilizacdo de um modelo
matematico para obter uma resolucao voltamétrica de misturas ternarias contendo
rifampicina, isoniazida e pirazinamida, empregando polarografia de pulso diferencial.
Foram observadas em solucdo tampao Mcllvaine pH 7,0 duas ondas de reducdo em
potenciais de -0,9 V e -1,19 V (vs. Ag/AgCl), para a rifampicina; trés ondas em
-0,98V, -1,10V e -1,25V (vs. Ag/AgCl), para a isoniazida; e duas outras em -0,78V e
-1,25V (vs. Ag/AgCl), para a pirazinamida. Aplicando o método proposto, foi possivel
determinar essas substancias em amostras de urina de pacientes em tratamento,
em niveis de concentracdo de 0,250, 0,039 e 0,151 g L™ para rifampicina, isoniazida
e pirazinamida, respectivamente.

Maijidi e colaboradores [96] explorando o efeito eletrocatalitico de um
eletrodo de carbono vitreo, modificado por um filme de poli pirrol, sobre a oxidacao
de isoniazida, apresentaram um método para sua determinacdo em formulagdes
farmacéuticas. O eletrodo modificado exibiu uma diminuicdo de 200 mV no

sobrepotencial de oxidacdo da isoniazida, em comparacdo ao eletrodo de carbono
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vitreo convencional. O método atingiu limites de deteccdo e de quantificacédo
respectivos de 3 x 10° e 5 x 10 mol L™, utilizando a amperometria.

Quintino e Agnes [97] empregaram um procedimento BIA-amperométrico
(“Batch Injection Analysis”) para determinagdo de isoniazida em formulagdes
farmacéuticas. O método é baseado na oxidacdo da isoniazida, em meio alcalino,
sobre um eletrodo de carbono vitreo. Apos sua otimizacéo, foram verificados limites
de deteccdo e quantificacdo de 4,1 x 10° mol L* e 1,4 x 10® mol L™,
respectivamente.

De acordo com os trabalhos reportados na literatura, pode ser constatado
gue a isoniazida tem sido analisada sob dois aspectos principais: caracterizacdo do
seu comportamento eletroquimico e desenvolvimento de métodos para sua
determinacdo. Nesses trabalhos, varios tipos de eletrodos (carbono vitreo, pasta de
carbono, mercurio, eletrodos quimicamente modificados) sdo empregados, sendo o
mercurio o mais utilizado. Em relacdo aos eletrodos impressos, com ou sem
modificacdo, ndo existem relatos na literatura de sua aplicacdo na determinacao de
isoniazida, apesar de se tratarem de dispositivos que oferecem diversas vantagens,
como simplicidade e baixo custo. Baseado nisso, propde-se a determinacdo de
isoniazida usando eletrodos de carbono impresso, modificados com filmes de poli-

histidina.

|.5.5- DETERMINACAO DE PIRAZINAMIDA

A pirazinamida (Figura 6) € empregada como um agente antituberculastico,
€ empregada principalmente para diminuir o tempo de terapia. Embora a
pirazinamida seja fortemente utilizada, a compreensdo do seu mecanismo de acgao
ainda ndo é bem esclarecida, e varia¢des significativas na atividade farmacoldgica

tém sido reportada [98].
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Figura 6: Estrutura molecular da pirazinamida.

Os métodos analiticos para sua determinacdo sdo escassos, sendo o
desenvolvimento e aplicacdo de técnicas espectrofotométricas e cromatogréaficas as
mais exploradas. Em geral, esses trabalhos apresentam dois enfoques diferentes,
entender o mecanismo de distribuicdo da pirazinamida no sangue e em tecido de
animais [99, 100] e desenvolver métodos para sua determinacdo em formulagfes
farmacéuticas [101, 102].

A utilizacdo de métodos eletroanaliticos para sua avaliagdo redox ou
determinacao limita-se a poucos trabalhos. Um deles foi proposto por Lomillo et al.
[95]. Os autores descrevem a determinacdo polarografica da pirazinamida em uma
mistura ternaria contendo rifamicina, isoniazida e pirazinamida. Utilizando-se um
modelo matematico, 0s autores conseguiram obter uma boa resolucdo para
contornar a sobreposicao dos sinais de reducéo dos analitos. O método proposto foi
aplicado na determinagdo de uma mistura contendo os trés farmacos.

Embora especificamente a pirazinamida nao tenha sido explorada do ponto
de vista eletroquimico, ela pertence ao grupo das pirazinas, uma classe de
compostos heterocilcicos que contém dois atomos de nitrogénio (para). Diversos
trabalhos sado relatados envolvendo o comportamento eletroquimico de alguns
compostos dessa classe.

Ni et al. [103, 104] relataram a determinacdo polarografica de pirazina e de
derivados metil substituidos. O método € baseado na reducdo das ligacbes N=C
presentes no anel aromatico. Individualmente, quando avaliados por polarografia de
pulso diferencial os compostos exibiram picos de reducdo em -0,75, -0,77, -0,82 e
-0,84 V (Ag/AgCl) para pirazina, 2-metilpirazina, 2,3-dimetilpirazina e 2,3,5-

trimetilpirazina, respectivamente. Devido a sobreposicdo dos sinais de reducédo, a
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determinacdo em mistura ndo é possivel por procedimentos convencionais, sem
uma etapa de separacao prévia. Os autores utilizaram ferramentas de quimiometria
para obter uma resolucdo dos sinais para cada analito em uma mistura. Esse
tratamento apresentou valores de recuperacéo entre 96 e 108%, para concentracéo
dos analitos de 2,0 a 9,0 x 10° mol L™, sendo considerado um valor aceitavel.

Swartz e Anson [105] estudaram o comportamento eletroquimico de uma
série de derivados substituidos da pirazina. Os autores encontraram que a reducéo
do anel da pirazina pode ocorrer por dois mecanismos diferentes dependendo da
estrutura da molécula. Um desses mecanismos de reducdo envolve 2 elétrons e 3
prétons, reduzindo assim as duas ligacbes N=C presentes na molécula. Outro
mecanismo é atribuido a reducdo de apenas uma das ligacbes N=C apos
transferéncia de 1 elétron e 2 protons. A estabilidade do produto gerado é
grandemente influenciada pela posicdo e caracteristicas do substituinte. Para
moléculas com substituintes doadores de elétrons, observadou-se que o sistema
apresenta caracteristicas reversiveis. Por outro lado, substituintes retiradores de
elétrons levou a perda da reversibilidade do sistema uma vez que o produto da
reducdo é instavel quimicamente. Para todos 0s compostos monosubstituidos
utilizados, foram observadas razoaveis correlacdes com a equacdo de Hammett.

De acordo com a literatura, pode ser verificado que a pirazinamida, do ponto
de vista eletroanalitico, € um analito ainda pouco explorado, tornando-se assim
importante que se investigue seu comportamento redox visando obter maiores

informacdes sobre esse analito.

|.5.6- DETERMINACAO DE CROMIO

O crébmio é um elemento que existe no ambiente mais comumente em dois
estados de oxidagao, o Cr (lll) e o Cr (VI). Entretanto, estes dois estados diferem
significativamente com relacéo a toxicidade, sendo o Cr (VI), cerca de 100 a 1000
vezes mais toxico que o Cr (Illl). A contaminacdo de crébmio hexavalente pode
ocorrer por diversas fontes antropogénicas, como industrias de couro, papel e aco.
Recomendacgfes sobre a qualidade de 4gua sugerem um limite toleravel de crémio
(VI) de 50 ppb [106]. Técnicas de absorcdo atbmica sdo frequentemente

empregadas para a determinacdo de crémio total, porém, como a concentracao de
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cromio geralmente é baixa e a especiacdo é muito importante, € comum trabalhos
qgue relatem o uso da absorcdo atbmica em conjunto com técnicas de separacao.
Sobre a utilizagdo de técnicas eletroanaliticas, sdo encontrados diversos métodos
propostos para a determinagdo de crémio, em geral baseados em procedimentos de
redissolucdo. A seguir sdo relatados alguns dos trabalhos mais pertinentes
encontrados na literatura.

Li e Xue [107] demonstraram a aplicabilidade de um eletrodo de gota de
mercurio na determinacdo de crébmio (lll) e (VI), baseados na formacdo de um
complexo entre o acido dietilenotriaminopentacético (H,DTPA) e o crémio (lll), por
um procedimento de redissolucdo catddica catalisada pela presenca de nitrato.
Inicialmente, foi monitorado um pico de reducdo em -1,23 V (vs. Ag/AgCl), referente
a reducdo do complexo Cr(lll)-H,DTPA a Cr(Il)-H,DTPA. O crémio (VI) € reduzido
para cromio Ill em potenciais mais negativos que -0,05 V e rapidamente se
complexa com o H,DTPA, sendo que com o tempo, o complexo formado entre o
Cr(ll)- H,DTPA se converte a uma forma nao eletroativa, a Cr(lll)-DTPA, e apds 60
minutos € possivel verificar apenas o sinal de reducéo referente ao complexo de
Cr(llN-H,DTPA formado pela reducdo do créomio VI na superficie eletrodica. O
método proposto foi aplicado na determinacdo de crémio em amostras de agua
natural.

Welch et al [108] realizaram um estudo sobre a redugdo do cromio
hexavalente sobre eletrodos de carbono vitreo, de ouro e de diamante dopado com
boro. A eletroatividade do crémio VI foi verificada em trés diferentes valores de pH
1,0; 4,2 e 13, sendo verificado apenas um sinal voltamétrico de reducéo significativo
em pH 1,0. O pico de corrente referente a reducédo do crémio VI apresentou grande
dependéncia do material eletrodico, sendo observado em +0,27 V para o eletrodo de
ouro, -0,02 V para o carbono vitreo e em -0,30 V para o eletrodo de diamante. Os
autores propdéem que a reducdo de crémio (VI) para cromio (lll) ocorre via uma
reacao eletrodica envolvendo um elétron e um préton, seguida de duas reacbes de
desproporcionamento. Aplicando o eletrodo de ouro sobre as condi¢cdes otimizadas,
foi possivel obter um limite de deteccdo de 4,3 umol L™,

Svancara et al. [109] relataram a eficiéncia de um eletrodo de pasta de
carbono modificado in situ por agentes surfactantes, tais como a Septonex®, CTBA e
o CPB, na pré-concentracdo de crébmio (VI). O efeito da pré-concentracdo foi

atribuido a uma interacdo eletrostatica entre 0s grupos amoénio quaternario
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(R'R3”N"), presentes no surfactante, e as espécies de cromio carregadas
negativamente como, por exemplo, Cr,0;* e HCrO,. O método apresentou uma
resposta linear entre concentraces de 2,5 a 25 umol L™* de crémio (VI) e foi
aplicado na determinacdo de crdmio em cha preto, sendo os valores comparados
com os obtidos por um método de referéncia.

Khalil et al [110] propuseram um método para a determinagao
potenciométrica de crémio lll, baseado na resposta de um par iénico formado entre
[Cr(C204)3]* e o Aliquat 336, imobilizado em uma matriz de PVC sobre um eletrodo
de grafite ep6xi. Depois de otimizadas as condicbes experimentais, foi verificada um
reposta linear entre 2,6 x 10° a 1,0 x 102 mol L?, sendo o eletrodo aplicado na
determinacao de crébmio em amostras alimenticias.

Turyan e Mandler [111] apresentaram um método para determinar crémio VI
por um procedimento de redissolucdo catddica, baseado na pré-concentracdo das
espécies de crémio, carregadas negativamente (Cr,O;> e CrO4>), sobre a superficie
de um eletrodo de ouro modificado por uma camada auto organizada (SAM) de 4(2-
mercaptoetil)-piridinio. Este modificador foi protonado, tornando-se carregado
positivamente, de modo que pudesse interagir eletrostaticamente com as espécies
de crémio. Depois de otimizadas as condi¢cdes, monitorando um pico de reducédo em
+0,22 V (vs. Ag/AgCl), foi observado um intervalo de resposta linear do eletrodo
entre 4,2 x 10 e 5,4 x 10*° mol L™.

Husakova et al [112] descreveram um trabalho comparando a determinagao
de crébmio em urina humana, empregando como técnicas a absor¢cao atbmica e um
procedimento de redissolucdo adsortiva, catalisada pela presenca de nitrato. O
procedimento eletroanalitico é baseado na reducdo do complexo formado entre o
cromio (Ill) e o H,DTPA, o qual foi adsorvido na superficie de um eletrodo de
mercurio. Um pico de reducdo foi observado em -1,25 V (vs. Ag/AgCl), sendo
referente a reducao de Cr(lll) a Cr(Il), o qual é reoxidado quimicamente pelo nitrato,
regenerando a espécie Cr(lll), que por sua vez pode ser reduzida novamente,
gerando um incremento de corrente em um mecanismo de transferéncia de carga e
reacdo quimica subsequente (EC’). Os autores concluiram que o procedimento de
redissolucdo é mais eficiente que a técnica de absorcdo atbmica, pois apresentou

limites de deteccdo na faixa de concentraces de 0,007 pg L™, enquanto que a

técnica de absorcdo atémica ofereceu um limite de 0,18 pug L™,
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Locatelli e Torsi [113] realizaram a determinacdo de diversos metais, tais
como, crémio, chumbo, titanio, antiménio, cobre e zinco, utilizando a voltamétrica de
onda quadrada, em um procedimento de redissolucdo anddica. Os metais foram preé-
concentrados sobre um eletrodo de gota de mercurio em um potencial de -1,4 V (vs.
Ag/AgCl), por 270 s. A varredura anddica apresentou uma resolucéo satisfatéria
para os sinais voltamétricos, tornando possivel a determinacdo de todos os metais.
O crémio apresentou um pico de oxidagéao -0,41 V, o qual foi utilizado para sua
determinacao, sendo obtidos valores de limite de deteccéo de 0,095 pg L™,

Embora existam varios trabalhos para a determinacdo de crémio (VI)
empregando técnicas eletroanaliticas com eletrodos modificados, ndo existem
trabalhos relatando uma possivel interacdo entre espécies de cromio e a poli-
histidina. Esse modificador poderia atuar no sentido de pré-concentrar o analito e
melhorar assim os limites de detecc¢éo para esse analito.
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CAPITULO II
OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivo avaliar eletrodos impressos, de ouro e
carbono, em sistemas convencionais, com fluxo de solugdo e como detector
amperométrico em um sistema andlise de injecdo em fluxo visando desenvolver
métodos de andlise para compostos de interesse farmacéutico, tais como, L-dopa,

aurotiomalato e procaina.

Construir e avaliar o comportamento eletroquimico de eletrodos de ouro
impresso (SPGE) modificados por poli-histidina empregando dois procedimentos
diferentes para a preparacdo dos eletrodos. Construir e caracterizar 0
comportamento eletroquimico de eletrodos de carbono impresso modificados por
filmes de poli-histidina utilizando trés diferentes procedimentos para a preparacéo

dos eletrodos.

Aplicar os eletrodos de carbono impresso modificados com filmes de PH na
determinacdo de espécies de interesse farmacéutico e ambiental, tais como, a

isoniazida, pirazinamida, aurotiomalato e ions crémio.
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CAPITULO Il
PARTE EXPERIMENTAL

[ll. 1- EQUIPAMENTOS

As medidas voltameétricas foram realizadas utilizando-se
Potenciostatos/Galvanostatos (WAUTOLAB Type Il e AUTOLAB PGSTAT 30, ambos
produzidos pela Eco Chemie) acoplados a microcomputadores e gerenciados pelo
programa GPES 4.9.

Medidas espectrofotométricas foram realizadas em cubetas de quartzo com
1 cm de caminho 6tico em um espectrofotémetro HP modelo Kayak XA.

As medidas de pH foram efetuadas usando um pHmetro MICRONAL
modelo B222, com um eletrodo de pH/combinado da marca MICRONAL.

As transferéncias de volumes pequenos foram realizadas com o auxilio de

micropipetas (Boeco) de volumes variaveis nos intervalos 0,1 uL a 1000pL.

l1.2 ELETRODOS E CELULAS ELETROQUIMICAS

[11.2.1 ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO (SPCE)

O conjunto de eletrodos de carbono impresso foram adquiridos da Oxley
Developmets & Company (Inglaterra), e estdo mostrados na Figura 7. O arranjo
consiste em eletrodos de trabalho (2mm de diametro), referéncia e auxiliar
impressos em tinta de material condutor a base de carbono, sobre um suporte

ceramico.
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Figura 7: Eletrodos de carbono impresso, onde W é o eletrodo de trabalho, R o

eletrodo de referéncia, A o eletrodo auxiliar e C o contato elétrico.

Para coneccéo dos eletrodos foi desenvolvido um “plug”, o qual € encaixado
na extremidade dos contatos elétricos e ligados a saida dos eletrodos do

potenciostato/galvanostato.
[11.2.2 ELETRODOS DE OURO IMPRESSO (SPGE)

Um conjunto de eletrodos modelo AC1.W1.RS da BVT-Technologies
(Republica Tcheca) também foi utilizado. Esse arranjo é formado por eletrodo de
trabalho uma liga Au-Pd (98-2%) de 1 mm de diametro (Figura 8) e eletrodos auxiliar
e referéncia de Ag-Pd (98-2%) e Au-Pd (98-2%), respectivamente. Esse eletrodo foi
conectado ao potenciostato/galvanostato utilizando um “plug” comercial feito pela

BVT-Technologies, o qual € encaixado na extremidade dos contatos elétricos.

7 mm

| —

S>>

25 mm
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Figura 8: Eletrodos impresso de ouro, onde W é o eletrodo de trabalho, R o eletrodo

de referéncia, A o eletrodo auxiliar e C o contato elétrico.
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111.2.3 CELULA CONVENCIONAL

Para a avaliacdo dos eletrodos impressos em sistema convencional foi
utiizada uma célula de 5 mL para a avaliacdo dos eletrodos de ouro impresso
(SPGE) e uma célula de 10 mL ou 20 mL para os eletrodos de carbono impresso
(SPCE).

l11.2.4 CELULA COM FLUXO DE SOLUCAO

Na avaliacdo de eletrodos de ouro impresso foi empregada uma célula com
fluxo de solugdo produzida pela BVT-Technologies (Republica Tcheca), a qual &
apresentada na Figura 9.

4

— r

Figura 9: Diagrama esquematico da célula com fluxo de solucdo empregada em

medidas voltamétricas e amperométricas.

Esse dispositivo possui uma haste movel (2) localizada no centro da célula
(1) onde na extremidade inferior esta conectada uma hélice em forma de pa (3), e na
superior uma correia de borracha (4) ligada a um motor elétrico (5). Com o sistema
em funcionamento, a hélice fornece propulsdo para a solugdo que por um tubo fino
(6) de ® = 2mm é conduzida até o compartimento (7) onde esta o eletrodo impresso

(8) e em seguida, por um orificio (ndo indicado) retorna para o interior da célula.
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l1.2.5 CELULA EMPREGADA NO SISTEMA DE ANALISE POR INJECAO EM
FLUXO

As medidas amperométricas realizadas em sistema de andlise por injecao
em fluxo com a configuragcdo em linha Unica, utilizando tubos de polietileno com 0,8
mm de diametro interno. Como unidade propulsora foi empregada uma bomba
peristaltica ISMATEC modelo 78001-00. A introducdo da amostra no sistema foi
realizada por meio de um injetor comutador manual confeccionado em acrilico. A
unidade de deteccdo consiste de uma célula eletroquimica confeccionada em
poliuretana. As Figuras 10A e 10B apresentam, respectivamente, a configuracdo do
sistema de analise por injecdo em fluxo empregado e uma representacdo

esquematica da célula eletroquimica e do eletrodo impresso

- - Connector
CF = -

I PB _P
pr_ [ {
T byt ;‘r W
RE*" [ CE
k
(A) WE (B}

Figura 10: Detector com o eletrodo de carbono impresso (A), onde: C- contato
elétrico, CE- contra eletrodo, WE- eletrodo de trabalho, RE- eletrodo de referéncia,
CF- contato externo, PB — Bloco de poliuretana, PT- Tubo de polietileno.
Configuracdo do sistema de analise por injecdo em fluxo utilizado (B), onde: C-
solucéo transportadora, P- bomba peristaltica, W- descarte, |- Injetor, L- alca de

amostragem, S- amostra, D- detector.
l1l. 3- SOLUCOES E REAGENTES
Todos os reagentes empregados foram de pureza analitica e foram

utilizados sem prévia purificacdo. Foram preparadas diferentes solugdes de eletrdlito

sempre utilizando 4gua obtida de um sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore.
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Para a modificacdo dos eletrodos foi empregada uma solucdo 1% (m/v) de
poli-histidina MW = 15800 (Aldrich) dissolvido diretamente em agua. Aliquotas de
100uL dessa solucdo foram separadas e congeladas, sendo retiradas
individualmente no dia da utilizagao e descartadas posteriormente.

Para a eletropolimerizacdo do mondmero foi utilizada uma solugéo 0,01 mol
L™ de L-histidina (Synth) preparada em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 9,0). Sempre
que utilizada, esta solucéo foi recém preparada.

Solugdes de L-dopa (BDH) foram utilizadas recém preparadas pela
dissolugdo de uma quantidade apropriada do farmaco em eletrdlito suporte (acido
acético 0,1 mol L™).

Solugdes estoques de 1,0 x 10° mol L* de procaina (Aldrich) foram
preparadas pela dissolucao direta do farmaco em tampao acetato.

As solucbes de aurotiomalato de sodio (Aldrich) e dos interferentes, tais
como, albumina (Sigma), creatinina (Sigma) e uréia (Sigma) foram utilizadas recém
preparadas.

SolucBes contendo Au®* (1 % HNOs), de padrdo espectroscopico (Ridel),
foram utilizadas nos estudos comparativos.

As solucbes de dicromato (Merck) foram preparadas pela direta dissolugcéo
do sal, ap6s secagem em estufa por uma hora (140 °C).

Solugbes de isoniazida (Sigma) e pirazinamida (Sigma) foram utilizadas
recém preparadas pela dissolucdo direta no eletrélito suporte utilizado para cada
estudo realizado.

1.4 PROCEDIMENTO DE MODIFICAQAO DOS ELETRODOS IMPRESSOS
Il .4.1—- MODIFICACAO DOS ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO (SPCE)

A modificacdo da superficie eletrodica através da deposicdo dos filmes
poliméricos foi feita de acordo com métodos descritos na literatura [24, 42, 114] e

adequacao ao material eletrodico. Para tal, testou-se trés diferentes metodologias

que sao descritas a segulir.
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Il .4.1.1- ELETROPOLIMERIZACAO (SPCE/EPH)

A modificacdo de eletrodos SPCE foi realizada inicialmente pela
eletropolimerizacdo de solucdes contendo 0,01 mol L™ de L-histidina, em meio de
tampao fosfato pH 9,0.

Os eletrodos de carbono impresso foram submetidos a varredura sucessiva
por 6 ciclos, em um intervalo de potencial de -1,0 V a 2,0 V (vs. Ag/AgCl), a 100 mV
s apds borbulhamento de nitrogénio por 10 minutos.

Il .4.1.2— ADICAO DIRETA DO POLIAMINOACIDO (SPCE/PH)

Na modificacdo da superficie dos SPCE adotou se o seguinte procedimento.
Os eletrodos receberam na superficie uma aliquota de 10 uL de uma solucdo 1%
(m/v) de poli-histidina. A etapa de evaporacdo do solvente foi realizada em duas
condi¢des: a temperatura ambiente e em estufa pré-aquecida a 80 °C por 5 minutos.

[l .4.1.3— UTILIZACAO DE GLUTARALDEIDO (SPCE/Glu-PH)

Os SPCE modificados pela mistura de PH e glutaraldeido foram obtidos
pela reacdo direta em sua superficie [24]. Os eletrodos receberam em sua superficie
uma aliquota de 0,5 uL de uma solucédo de glutaraldeido (0,05 % v/v) e depois uma
aliquota de 9,5 uL da solucdo 1% de poli-histidina, sendo a homogeneizacao
realizada com a ponta da micropipeta. Nesse procedimento utilizou-se apenas a

secagem em estufa pré-aquecida a 80 °C.
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lll .4.2— MODIFICACAO DOS ELETRODOS DE OURO IMPRESSO (SPGE)

Il .4.2.1- ADICAO DIRETA DO POLIAMINOACIDO (SPGE/PH)

Os eletrodos SPGE receberam na superficie uma aliquota de 5 uL de uma
solucéo 1% de poli-histidina. A etapa de evaporacdo do solvente foi realizada em

estufa pré-aquecida a 80 °C por 2 minutos.

1l .4.2.2— UTILIZACAO DO ACIDO 3-MERCAPTOPROPIONICO (SPGE/MPA-PH)

Os eletrodos SPGE modificados por PH wusando o acido 3-
mercaptopropidnico (MPA) foram obtidos pelo seguinte procedimento. Os eletrodos
receberam primeiramente na superficie uma solucédo alcodlica contendo 1 mmol L™
de acido 3-mercaptopropionico (MPA) deixado em repouso por uma hora. A seguir o
eletrodo foi lavado com alcool e recebeu em sua superficie uma aliquota de 5 uL de
uma solucédo 1% de poli-histidina. A etapa de evaporacao do solvente foi realizada

em estufa pré-aquecida a 80 °C por 2 minutos.

. 5 — PROCEDIMENTOS EMPREGADOS PARA A DETERMINACAO DOS
ANALITOS EM AMOSTRAS

lll. 5.1 — DETERMINACAO DE AUROTIOMALATO EM URINA HUMANA

A determinacdo de aurotiomalato (AuTM) foi realizada em amostras de
urina, em dois métodos desenvolvidos adotando-se o seguinte procedimento: Uma
aliquota de 10,0 mL de urina humana, coletada de uma pessoa saudavel, foi
enriquecida com aurotiomalato, de modo a se obter uma concentracdo de 1,3 x 10
mol L. A amostra foi acidificada com 1,0 mL de HCI concentrado e aquecida a
80 °C durante 20 minutos.

Utilizando o eletrodo de carbono impresso ndo modificado, foram realizados
voltamogramas de varredura linear em solucéo de 0,1 mol L™ KCI + 0,1 mol L™ HCI
(pH = 1,0) em um intervalo de potencial entre -0,6V e +0,6 V (vs. carbono impresso),
a 100 mV s apos pré-concentracdo em -1,5 V por 60 s. A amostra apds retornar a

temperatura ambiente, foi diluida com uma solucdo 0,2 mol L™ de KCI na razéo 1:1.
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A determinacdo de AuTM nesta solucdo foi realizada pelo método da adicdo de
padrdo, para quatro sucessivas adicdes de 6,0 x 10° mol L™ de AuTM.

A determinacdo de AuTM empregando o SPCE/PH foi realizada por
voltametria de pulso diferencial utilizando como parametros: intervalo de varredura:
+0,7V a -0,3V, amplitude de pulso: 50 mV, tempo de pulso: 10 ms, velocidade de
varredura: 20 mV s, potencial de acumulacdo: 1,0 V, tempo de pré-concentracao:
60s em solugéo de 0,1 mol L™ KCI + 0,1 mol L™ HCI (pH = 1,0). A amostra foi
enriquecida com 1,0 x 10® mol L* e o procedimento de digestdo foi o0 mesmo
descrito acima. Uma aliquota de 200 puL dessa amostra foi diluida com 0,1 mol L™
KCI + 0,1 mol L™ HCI (pH = 1,0), até um volume final de 10 mL. A determinac&o foi
realizada em triplicata, pelo método de adicdo de solucdo padrdo de AuTM para

concentracdes finais na célula eletroquimica de 0,5, 1,0, 2,0 e 4,0 umol L™.

lll. 5.2 - DETERMINACAO DE L-DOPA EM FORMULACAO FARMACEUTICA

A determinacdo de L-dopa foi realizada em duas formulacdes
farmacéuticas, SINEMET e PROLOPA, ambas comercializadas na forma de
comprimidos, adotando-se 0 seguinte procedimento: trés comprimidos foram
pesados e macerados com pistilo em um almofariz até a obtencdo de um pé
finamente dividido. Posteriormente, uma quantidade apropriada foi dissolvida em
tampdo acetato 0,1 mol L. A solucdo resultante foi quantitativamente filtrada,
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado com
tampéao acetato.

A quantificacdo foi realizada pelo método da adicdo de padrao.
Amperogramas hidrodinamicos foram registrados sob as condi¢cdes otimizadas: pH
3,0, E=0,8V (vs. Ag) e vazdo de 14,1 mL min™ para a solucdo contendo amostra e
quatro sucessivas adi¢cdes de solugcédo padrao, fornecendo concentracdes finais de
0,1,0,2, 0,3 e 0,4 mmol L™ de L-dopa.

lll. 5.3 — DETERMINACAO DE PROCAINA EM FORMULACAO FARMACEUTICA

A determinacdo de procaina foi realizada em uma amostra liquida,

comercializada como TIMPANOL. A preparacdo da amostra consistiu na diluicao



M. F. Bergamini Parte Experimental 57

direta de uma aliquota apropriada da formulacdo farmacéutica em solucdo de
acetato de sédio 0,1 mol L™

Os sinais transientes foram obtidos empregando as condi¢cdes otimizadas:
pH = 6,0, potencial aplicado = 0,8V (vs. carbono impresso), vazao da solugao
transportadora = 4,0 mL min™® e volume de injecdo de 450 pL. A determinac&o
amperomeétrica foi realizada pelo método da adicdo de solucdo padrédo, empregando

concentracdes de procaina de 15, 30, 45 e 60 pmolL™.

lll. 5.4 — DETERMINACAO DE ISONIAZIDA EM URINA HUMANA

A determinacdo de isoniazida (INZ) foi realizada em amostras de urina
humana, adotando-se 0 seguinte procedimento: Uma aliquota de 10,0 mL de urina
humana, coletada de uma pessoa saudavel, foi enriquecida com INZ em ordem de
obter uma concentracéo de. 7,3 x 10 mol L™ do analito. Voltamogramas de pulso
diferencial foram registrados no intervalo entre -0,4V e -1,3V (vs. Ag/AgCl) sob as
seguintes condi¢cdes: tempo de pulso de 5 ms, amplitude de pulso de 75 mV, pH 7,0
e velocidade de varredura de 10 mVs™ ap6s borbulhamento de nitrogénio por 10
minutos. A determinacgédo foi realizada pela dilui¢cdo direta de uma aliquota de 100 uL
da amostra em 10 mL de eletrélito suporte, seguida de quatro adi¢cdes sucessivas de
uma solugéo de isoniazida, resultando em concentracdes finais de 0,3, 0,6, 0,9 e 1,2

umol L.
ll. 5.5 — DETERMINACAO DE PIRAMINAMIDA EM URINA HUMANA

A determinacéo de pirazinamida (PIR) foi realizada em amostras de urina
humana, segundo o seguinte procedimento: Uma aliquota de 10,0 mL de urina
humana, coletada de uma pessoa saudavel, foi enriquecida com PIR em ordem de
obter uma concentracdo de. 5,0 x 10* mol L™ do analito. Voltamogramas de pulso
diferencial foram registrados no intervalo entre -0,4V e -1,3V (vs. Ag/AgCl) sob as
seguintes condi¢cdes: tempo de pulso de 5 ms, amplitude de pulso de 75 mV, pH 1,0
e velocidade de varredura de 10 mVs™ borbulhamento de nitrogénio por 10 minutos.

A determinacado foi realizada pela diluicdo direta de uma aliquota de 200 uL da
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amostra em 10 mL de eletrdlito suporte, seguida de quatro adicbes sucessivas de
uma solucao de pirazinamida, resultando em concentracdes finais de 0,5, 1,0, 1,5 e

2,0 pmol L™ de pirazinamida.

ll. 5.6 — DETERMINACAO DE CROMIO EM AGUA DE CURTUME

Amostras de agua residual foram coletadas do efluente tratado do curtume
Betin industria de couro (Lins-SP) em frascos de polietileno préviamente limpos, e
conservadas em geladeira a 4°C. Essa amostra foi avaliada em duas condicdes,
com e sem o enriquecimento com Cr (VI) e Cr (llI).

Voltamogramas de varredura linear foram registrados em um intervalo de
potencial entre +0,5V e -0,7V (vs. Ag/AgCl) empregando uma solugcdo tampao
acetato pH 4,0, velocidade de varredura de 50 mVs™, tempo de pré-concentracdo de
180 s em condicdes de potencial de circuito aberto.

Amostras foram analisadas pelo método proposto sem o enriquecimento,
porém nédo foi detectada concentragdo de cromio na faixa de linearidade. Por esta
razao, optou-se por realizar o enriquecimento da amostra.

As determina¢des nas amostras enriquecidas com Cr (lll) e Cr (VI) foram
realizadas em duas etapas: a primeira, antes da oxidacdo da amostra, fornecia
valores de Cr (VI) e a segunda, apds a oxidacao, fornecia Cr (VI) total. Através da
diferenca entre os valores, foi possivel obter a concentracédo de Cr (Ill). A oxidacao
da amostra foi realizada pelo seguinte procedimento: aliquotas de 5,0 mL das
amostras foram alcalinizadas pela adicdo de 1 mL de solugdo de NaOH 1,0 mol L,
seguida da adicdo de 1mL peroxido de hidrogénio 30 volumes, sendo 0 excesso
eliminado por fervura sob aquecimento. O pH foi ajustado, e a solucao transferida
para um baldo volumétrico de 5,0 mL. A determinacao foi realizada por adicdes

multiplas de solucfes padrao de Cr (VI).
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CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSOES

IV.1- DETERMINACAO DE AUROTIOMALATO (AuTM) POR VOLTAMETRIA
USANDO ELETRODO DE CARBONO IMPRESSO

O perfil voltamétrico para a oxidagao do AuTM sobre eletrodo de carbono
impresso (SPCE) esta apresentado na Figura 11. Os experimentos foram
conduzidos em solucéo 0,1 mol L' de HCI, na presenca de 4,8 x 10° mol L de

AuTM, sem condicionamento (curva A) e condicionado em -1,1V (curva B), por 60 s.
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Figura 11: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo 0,1 mol L™ de HCI, contendo
4,8 x 10° mol L™ de AuTM, sobre SPCE sem condicionamento (curva A) e apds

aplicacao de -1,1V, durante 60 s (curva B).

O voltamograma obtido para a oxidagdo de AuTM sobre SPCE sem
condicionamento apresentou apenas um pico de redugao em +0,40V, com baixa
intensidade de corrente. No entanto, quando o eletrodo € submetido a aplicagao de
um potencial de -1,1V, durante 60 s observa-se dois picos anddicos em potenciais
de +0,18V (pico |) e +0,94V (pico Il). Isto ocorre provavelmente sob potenciais de
-1,1V ha a reducédo do AuTM e o produto pré-reduzido é adsorvido na superficie do

eletrodo na forma de Au (0). Na etapa seguinte, ocorre a redissolugéo anddica do
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material, com picos de oxidagdo em +0,18 V (1) e +0,94 V (lI). Na varredura reversa

observa-se também 2 picos de reducao em 0,42V (lll) e 0,02V (1V), respectivamente.

Visando investigar os processos redox observados para o AuTM, o
comportamento voltamétrico do sistema foi avaliado em trés diferentes condigdes:
em solugao contendo AuTM, em solugao contendo Au (Ill) e na presenca de AuTM e

Au(lll). Os voltamogramas obtidos estdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12: Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE em solugdo 0,1 mol L™ de
HCI, contendo 4,5 x 10° mol L™ de ions Au®* (curva A), 5,3 x 10° mol L™ de AutM
(curva B) e 4,5 x 10° mol L™ de ions Au(lll) junto com 5,3 x 10° mol L™ de AutM

(curva C).

Os voltamogramas ciclicos obtidos apds a aplicagao de -1,1V, por 30 s, para
a solugao contendo ions Au(lll), apresentou valores de potencial de pico muito
semelhantes aos observados para a solugdo contendo AuTM. A adigdo da solugao
padrdo de Au(lll) a solugdo contendo AuTM (Curva C) gerou um incremento na
corrente de pico. Os processos de oxidagcdao e reducdo envolvendo ouro sao
fortemente dependentes da natureza do eletrodo, do eletrélito suporte e da presenca
de ions complexantes no meio [54,58,59]. Assim, nas condicbes empregadas,
sugere-se que a redugao de Au(lll) ocorre em duas etapas, primeiro via formacao de

Au(l) (+0,42V), o qual se reduz em 0,02V. Isso demonstra que a eletroatividade do
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AuTM, em solugdo de HCI 0,1 mol L™, é baseada na eletroatividade dos ions Au(lll)

sobre eletrodos de carbono impresso.

A influéncia da variacdo do pH, na resposta voltamétrica do sistema, foi
investigada entre valores de 1,0 a 4,0. A Figura 13 apresenta os respectivos
voltamogramas de varredura linear obtidos apds prévia redugdo em potencial
-1,1V (vs. Ag/AgCl).
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Figura 13: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE, em solucao de
diferentes concentracdes de HCI, na presenca de 3,0 x 10° mol L™ de ions AuTM,
apos a aplicagéo -1,4 V (vs. carbono impresso), por 60 s a 100 mVs™ (A) pH =1,0,
(B) pH =2,0, (C) pH=3,0 e (D) pH =4,0.

Pode ser observado uma diminui¢do na corrente de pico com o aumento do
pH; para valores acima de pH 3,0, ndo é mais verificado o pico de oxidagao e para
valores menores que pH 1,0, a etapa de pré-concentragcao é fortemente influenciada
pela reducdo dos ions H*, que atuam no sentido de competir com a redugéo do
AuTM e, consequentemente, causam uma diminuigdo na corrente de pico na etapa
de redissolugdo. Os valores de potencial de pico apresentam uma variacdo para

valores menos positivos. Para fins analiticos, foi adotado o valor de pH igual a 1,0.
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IV.1.1 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS PARA ANALISE VOLTAMETRICA DE
REDISSOLUCAO ANODICA

A seguir investigou-se a potencialidade dos eletrodos SCPE na
determinacdo de AuTM, otimizando-se outros parametros importantes, como é o
caso do tempo de pré-acumulo. A Figura 14 apresenta os voltamogramas de
varredura linear, obtidos em solucédo de HCI 0,1 mol L™, sobre o SPCE submetido a

reducdo, sob um potencial de -1,2 V, em tempos de 0 a 90 s.
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Figura 14: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE, em solucéo 0,1
mol L' de HCI contendo 5,0 x 10 mol L™ de ions AuTM, ap6s a aplicagdo de -1,2 V
(vs. carbono impresso), por diferentes tempos, (1) = 0, (2) = 5, (3) = 10, (4) = 20,
(5) =30, (6) =60 e (7) = 90s.

Os resultados demonstraram que o aumento do tempo de acumulo sob
potencial, onde se promove a prévia reducdo do AuTM, é responsavel pela pré-
concentragédo do Au(0) na superficie do eletrodo e consequentemente pelo aumento
da corrente de pico em Ep = 0,33 V. Para fins analiticos, adotou-se t = 60 s para

monitorar a quantidade de AuTM, pois apresenta a melhor resolucéo voltamétrica.
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A influéncia do potencial de pré-reducao, para acumulo indireto de AuTM, foi
investigada entre valores de -0,8 a -1,8 (vs. C impresso). Em valores menores que -
0,8 V, ndo se observou nenhum pré-acumulo de Au oriundo do AuTM. A Figura 15

mostra os resultados obtidos.

20

16

12

/ uA

pa

900 1200 1500 1800
-E/mVvs. C

Impresso

Figura 15: Variacdo da corrente de pico anddica obtida para o SPCE em solucéo de
0,1 mol L™ de HCI contendo 5,0 x 10° mol L™ de ions AuTM apés a aplicacdo de
potenciais de acumulo variando entre -800 a -1800 mV (vs. C impresso) e mantidos

por 60 s.

Os resultados apresentados na Figura 15 indicam que a aplicagdo de
potenciais menos negativos que -1,0 V, ndo leva a formagdo de nenhum pico
significativo de corrente de oxidagao; porém, potenciais mais negativos que -1,1 V,
apresentaram um aumento na corrente de oxidagcao. Estes valores aumentaram até
-1,4 V, o qual foi escolhido como adequado para aplicagdes analiticas, uma vez que
potencias mais negativos levam a redugdo de H*, comprometendo a pré-

concentracido do AuTM sobre o eletrodo.

O efeito da velocidade de varredura do potencial sobre o sistema foi
estudado entre 5 e 100 mVs™' e os respectivos voltamogramas de varredura linear
estdo apresentados na 16 (A). Os valores de Ip vs v'* foram colocadas em grafico e

mostrados na Figura 16 (B)
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Figura 16: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE, em solucéo de
0,1 mol L™ de HCI contendo 1,0 x 10 mol L™ de ions AuTM, ap6s a aplicagdo -1,4 V
(vs. carbono impresso), por 60 s, em diferentes velocidades de varredura, (1) = 5, (2)
=10 (3) = 25, (4) = 50, (5) =75, (6) =100 e (7) = 150 mVs ™.

Foi observada uma relagao linear entre a corrente de pico e a raiz quadrada
da velocidade de varredura, segundo a equacgéao: Ilpa = -11,7 + 7,5 v'?. Esses
resultados indicam que o processo eletrodico é controlado pela difusdo dos anions

cloreto até a superficie do eletrodo.

IV. 1.2 CURVA ANALITICA E APLICACAO DO METODO

A Tabela 1 apresenta os parédmetros estudados, intervalo avaliado e os
valores otimizados para a determinacdo do AuTM, por voltametria de varredura

linear.
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Tabela 1: Parametros utilizados na obtengdo da curva analitica para o AuTM

empregando um SPCE.

Paréametro estudado Intervalo avaliado Valor escolhido
Tempo de pré-concentracao 0sa90s 60 s

Potencial de pré-concentracao -0,8Va-18V -1,4 V (vs. C impresso)
pH 1,0a3,0 1,0

Velocidade da varredura 5mVs'a150mVs' 100mVs™

Empregando as melhores condigdes experimentais, foi construida uma
curva analitica em triplicata. A Figura 17 apresenta os voltamogramas de varredura
linear, obtidos em solugao contendo diferentes concentracdes de AuTM, assim como

a curva analitica.
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06 04 02 00 02 04 06 08
E/Vvs. C
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Figura 17: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE, em solucéo
0,1 mol L™" de HCI, na presenca de diferentes concentragdes de AuTM, aplicando as

condicdes otimizadas.

A curva analitica apresentou um intervalo de linearidade entre a resposta

voltamétrica do SPCE e concentracdo de AuTM de 143 x 10° a
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1,55 x 10™ mol L', segundo a equagao: Ip = 2,45 + 2,06 x 10° Ca,rv. Em valores
superiores a 0,2 mmol L'1, observa-se uma estagnacdo da corrente, indicando,
assim, a saturacdo da superficie do eletrodo. O método ofereceu uma sensibilidade
de 206,18 pA L pmol”’ e um limite de deteccdo (3*desvio padrdo do
branco/sensibilidade) de 6,50 x 107 mol L. Foram realizadas 10 Medidas
consecutivas com o0 mesmo eletrodo e 5 medidas para 3 diferentes eletrodos, sendo

obtidos desvios padrao de 4,1% e 5,8%, respectivamente.

Comparando-se os resultados obtidos pela curva analitica com os valores
de concentracado descritos na literatura [44, 45] para o AuTM, em amostras de urina
que é <5 ug L™ nos leva a concluir que o método proposto poderia ser utilizado para

a determinacédo de AuTM nesse tipo de amostra.

Visando a aplicacdo do SPCE em amostras de urina, diversas substancias
existentes nesse tipo de amostra foram avaliadas, tais como, albumina, creatinina,
glicose, ions fosfato, potassio, sodio e uréia. A influéncia destes interferentes foi
estudada separadamente, testando concentragdes variaveis entre 0,0 e 1000 ng
mL™", em relacdo a concentracdo fixa de 1,0 x 10° mol L' de AuTM. A Figura 18

apresenta os resultados obtidos.
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Figura 18: Variagdo do sinal voltamétrico observado para o SPCE, em solugao
contendo uma concentragdo fixa de AuTM, antes e apos adi¢do de (1) = Sodio, (2) =
Potassio,(3) = Creatinina, (4) = Glicose, (5) = Fosfato, (6) = Uréia, (7) = Albumina.
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Das substancias avaliadas como possiveis interferentes, verifica-se que
para os diversos componentes da urina, tais como ions sodio e potassio, ndo ha
influéncia na resposta voltamétrica do sistema. No entanto, substancias como
glicose, fosfato e creatinina apresentam uma interferéncia significativa em
concentragdes maiores que 200 ng mL™". O efeito mais acentuado na reducdo da
corrente foi verificado para a albumina, pois em concentragbes maiores que 10 ug
mL™", observou-se uma diminuicdo de 25% na corrente de pico anddica. Este
resultado pode estar relacionado com a complexag¢ao entre soro albumina e AuTM
[115], que apresenta forte interagcdo com os grupos contendo enxofre, presentes na
albumina humana. Esse fato sugere que a determinagdo em amostras de urina deve
ser realizada utilizando o minimo da concentragdo das espécies interferentes ou

realizando uma etapa de separacao dessas substancias.

A determinacdo de AuTM em amostras enriquecidas de urina foi realizada
adotando-se um procedimento de digestdo da amostra, como descrito na parte

experimental. A Tabela 2 apresenta os valores adicionados e recuperados.

Tabela 2: Valores obtidos na determinacdo de AuTM em amostras de urina

empregando o SPCE nao modificado.

Amostra AuTM adicionado / umol L™ AUuTM recuperado / ymol L™ E/%
1 13,0 12,9 0,8
2 13,0 12,6 3,2
3 13,0 12,6 3,2

Os valores obtidos apresentaram uma boa concordancia entre os valores
adicionados e recuperados, sugerindo que o método proposto pode ser aplicado na

determinacado de AuTM nesse tipo de amostra.
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IV.2. EMPREGO DE UM ELETRODO DE CARBONO IMPRESSO COMO
DETECTOR AMPEROMETRICO EM UM SISTEMA DE ANALISE POR INJECAO
EM FLUXO PARA DETERMINACAO DE PROCAINA

IV.2.1 COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DA PROCAINA SOBRE SPCE.

A Figura 19 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos em presenca de
1,0 x 10 mol L™ de procaina sobre o eletrodo de carbono impresso utilizando como
eletrodo de referéncia um eletrodo de carbono impresso (curva A) e um eletrodo de

Ag/AgCl convencional (curva B).
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Figura 19: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo tampdo acetato pH 6
contendo 1,0 x 10 mol L™ de procaina sobre eletrodo de carbono impresso. (A)

vs.carbono impresso. (B) vs. Ag/AgCl., v=50 mV s™.

Verificou-se que a procaina exibe um pico anédico com caracteristicas
irreversiveis em +1,06 V vs Ag/AgCI referente a oxidagdo do grupo -NH, presente
em sua estrutura. Utilizando como eletrodo de referéncia um eletrodo de carbono
impresso observa-se uma diferenga constante de aproximadamente 300 mV para
valores de potencial menos positivo.

A influéncia do pH sobre a resposta voltamétrica do eletrodo impresso, foi
avaliada entre valor de pH 3,0 a 7,0 e os respectivos valores de potencial e corrente

de pico anodica estao apresentados na Figura 20.
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Figura 20: Variagdo da corrente e do potencial de pico anodico extraidos dos
voltamogramas registrados em solugédo contendo 1,0 x 10° mol L™ de procaina

ajustada em diferentes valores de pH.

Observou-se um deslocamento do potencial de pico andédico de 60 mV por
década de pH para todo o intervalo investigado. De acordo com a literatura o grupo
amino é oxidado a hidroxilamina correspondente apds transferéncia de 2 eletrons e
2 protons. A variacdo do potencial de pico anddico comprova o mecanismo de
oxidacdo da procaina envolve dois protons e dois elétrons como proposto no
Equacao 1 [75, 76].

HOHN
o
NN NoH, +HO 0
) s NN e, + 2H + 26
o
S
HaC

H,N

H,C

Equacéo 1: Reacdo de oxidagao da procaina.

Para os demais estudos foi escolhido pH 6,0 foi escolhido para analise de
procaina por apresentar o maior valor da corrente de oxidacdo para a procaina.

Embora valores de pH maiores que 6,0 apresentem um menor valor de potencial de
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oxidacdo, o que poderia ser vantajosos em termos de seletividade, existe uma

queda acentuada no valor da corrente de pico.

IV.2.2 UTILIZACAO DO SPCE COMO DETECTOR AMPEROMETRICO EM
SISTEMA DE ANALISE POR INJECAO EM FLUXO.

Em condi¢gbes de voltametria ciclica, sem fluxo da solugéo, foi observado
um decréscimo na intensidade da corrente de pico anddico apds sucessivos ciclos
de potencial, sugerindo que o produto da oxidagdo se adsorve na superficie do
eletrodo. Apdés a lavagem do eletrodo com solugdo do eletrélito verificou-se o
restabelecimento da resposta voltamétrica do sistema. Diante deste resultado,
optou-se por aplicar o eletrodo de carbono impresso como um detector
amperomeétrico em um sistema de analise por injegdao em fluxo, onde o eletrélito
passa continuamente pelo detector, minimizando o efeito de envenenamento da

superficie do eletrodo pela adsorg¢ao do produto.
IV.2.2.1 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS EXPERIMENTAIS

O primeiro parametro avaliado foi a influéncia do potencial aplicado ao
eletrodo de trabalho, para isso foram investigados potenciais variando entre 650 mV
e 900 mV (vs. Carbono impresso) para trés sucessivas injecdes de 400 uL de uma
solugdo de uma 5 x 10™° mol L™ de procaina. Os sinais transientes e os resultados

obtidos estao apresentados na Figura 21.
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Figura 21: Sinais transientes obtidos para inje¢cdes de 400 uL de solucédo de 5,0 x

10° mol L (A) de procaina em diferentes valores potenciais, vazao 3,8 mL min'1(B)-

Foi observado um aumento da corrente de oxidagcdo para potenciais entre
650 mV e 800 mV. Valores de potencial entre 800 e 950 mV nado apresentaram
aumento significativos, desta forma, buscando a melhor concordancia entre a
corrente de oxidacdo e seletividade do detector, foi escolhido um potencial de
800 mV para os demais estudos.

A vazdo da solugao transportadora foi investigada alterando a rotagdo da
bomba peristaltica, foram utilizadas vazdes entre 1,1 e 6,5 mL min"'. Foram

registrados os sinais transientes para trés injecbes consecutivas de 400 uL de

- -5 -1 , ~ .
solucdo de 5,0 x 10 mol L de procaina em cada vazéao aplicada e os resultados

obtidos sao apresentados na Figura 22.
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Figura 22: Sinais transientes obtidos para inje¢cdes de 400 uL de solucéo de 5,0 x

10_5 mol L_1 de procaina aplicando-se um potencial de 0,8 V (vs. Carbono impresso)
em diferentes vazées: (a) 1,1, (b) 2,0, (c) 2,8, (d) 3,8 e (e) 6,5 mL min™.

Para valores de vaz3do entre 1,1 e 3,8 mL min™' observou-se um aumento na
corrente de oxidacdo com concomitante “afinamento” do sinal transiente. Para
valores de vazao maiores que 3,8 mL min”' n3o foi mais verificado aumento
significativo na corrente, apenas a diminuigdo do alargamento do sinal transiente. O
aumento na corrente é atribuido a uma melhora no transporte de massa do sistema.
Para a escolha da melhor vazao, trés parametros foram considerados, o tempo de
resposta, tempo de Ilimpeza e frequéncia analitica. Os resultados estao

apresentados na Figura 23.
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Figura 23: Variagcdo do tempo de resposta, tempo de limpeza e frequéncia de

injecao para diferentes vazdées empregadas.

Analisando o grafico construido foi possivel verificar uma diminuigdo nos
tempos de resposta e limpeza com o aumento da vazao, e com isso um acréscimo
na frequéncia de injecdo. Para os demais estudos foi utilizada uma vazao de 3,8 mL
min” visto que apresentou uma boa concordancia entre os trés parametros
avaliados. Embora vazdes superiores a 3,8 mL min” apresentem freqiiéncias de
injecdo maiores, a pressao hidrodindmica do sistema ¢é significativamente
aumentada, o que pode acarretar eventuais problemas de vazamento no sistema.

O volume de injecdo foi estudado variando-se a algca de amostragem.
Volumes de injecao entre 100 e 600 uL foram avaliados para uma solugéo 5,0 x 10°
mol L™ de procaina. Os sinais transientes e os resultados obtidos sdo apresentados

na Figura 24.
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Figura 24: Sinais transientes obtidos para injecbes de diferentes volumes de
amostragem: (a) 100 (b) 200, (c) 300, (d) 400 e (e) 600 yL de uma solugao de 5,0 x

10° mol L de procaina, potencial aplicado 0,8 V e vazao 3,8 mL min-1.

Foi verificado um acréscimo da corrente de oxidacdo com o aumento do
volume injetado para valores entre 100 e 400 L, acima deste valor nao foi verificada
variacdo significativa. Esse comportamento pode ser explicado considerando a
dispersao da amostra durante o percurso analitico, quando maior o volume de
injecdo, menor é o grau de dispersédo do analito, como consequéncia a amostra
chega menos diluida ao detector e gera um sinal maior. Para fins analiticos, foi

adotado um volume de injecdo de 400 uL foi escolhido para os demais estudos.
IV.2.2.2 CURVA ANALITICA E APLICACAO DO METODO

O estudo dos diferentes parametros inerentes do método visando a

otimizagao das condi¢cdes operacionais do sistema sao sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3: Parametros estudados na otimizagao do sistema para a determinagao de

procaina.

Paréametro Intervalo estudado Valor escolhido
pH 40a7,0 6,0
Potencial aplicado / V vs C impresso 0,65a0,9 0,8
Vazao / mL min” 1,0a7,0 3,8
Volume injetado/ pL 130 a 600 450

Empregando as condigdes previamente otimizadas, construiu-se uma curva
analitica no intervalo de concentracdo entre 1,0 x 10° a 3,0 x 10* mol L de
procaina. Os sinais transientes registrados e a respectiva curva analitica estao

apresentados na Figura 25.
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Figura 25: Sinais transientes obtidos para diferentes concentragdes de procaina. (a)
1,0 x 10, (b) 2,5 x 107, (c) 5,0 x 107, (d) 7,5 x 10, (e) 1,0 x 10, (f) 2,0 x 10 e ()

3 x 10 mol L. Curva analitica inserida.

A partir da curva analitica foi observada uma linearidade entre a resposta

amperométrica do eletrodo e a concentracdo de procaina no intervalo de 1,0 x 10° a
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1,0 x 10 mol L™, com sensibilidade amperométrica (SA) de 1,03 nA pmol™ L e limite
de deteccéo (3 desvio padrdo do branco SA ) de 6,0 x 10° mol L™.

A repetitividade do método proposto foi avaliada realizando 15 inje¢cdes de
uma solugdo 5,0 x 10° mol L™ de procaina. Nestas condi¢des verificou-se um desvio
padrdao relativo de 3,2% e uma frequéncia analitica de 36 inje¢gdes por hora.
Utilizando—se 5 diferentes eletrodos foi observado um desvio padréao de 4,3%
quando comparada a média obtida para 10 injegcdes consecutivas de 5,0 x 10 mol
L™ procaina, demonstrando assim uma boa reprodutibilidade do método proposto.

O efeito da matriz sobre a resposta amperométrica do eletrodo foi avaliado
utilizando solugdes contendo diferentes composicdes, de amostra e de padrdo. Os

sinais transientes e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 26.
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Figura 26: Sinais transientes obtidos nas condi¢gées otimizadas para inje¢des de 5,0

x 10 mol L1 de procaina, obtido com diferentes propor¢des entre padrdao e
amostra: (A) 5,0 x 10°%:0,0, (B) 4,0 x 10°°:1,0 x 10, (C) 3,0 x 10°:2,0 x 10”°, (D) 2,0 x
10°:3,0 x 10, (E) 1,0 x 10°°:4,0 x 10”°e (F) 0,0:5,0 x 10 mol L.
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Tabela 4: Resultados dos experimentos de adicdo e recuperacdo usando o

procedimento proposto para determinagao de procaina.

Padrao (mol L-1) / Amostra (mol L-1) Recuperagao* / %

5,0x107°/0,0 100,0 +2,5
4,0x1079/1,0x 107 97,8 +3,0
3,0x1072/2,0x 107 100,1 +2,2
2,0x 1072/3,0x 107 99,4+ 0,9
1,0x 10°/4,0 x 1072 98,7 +1,7

0,0/5,0x 1072 100,2 + 1,3

*n=3

Os valores de recuperagao obtidos para amostras contendo diferentes
concentragdes de procaina foram testadas e os resultados obtidos apresentados na
Tabela 4. Os resultados demonstraram excelente nivel de recuperagao e a amostra
nao apresentou efeito de matriz sobre a resposta amperométrica do eletrodo,
sugerindo assim, que o mesmo pode ser aplicado na determinagédo do analito nessa
amostra.

O método proposto foi aplicado para a quantificacdo de procaina na
formulagao farmacéutica TIMPANOL, o procedimento adotado foi descrito na segao

experimental. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5:

Tabela 5: Comparagao entre os resultados obtidos com o método proposto e o
método oficial.

Amostra Valor nominal Método oficial Método proposto Er/%

TIMPANOL 50 mgmL-1  51,8+13mgmL-1 525+20mgmL-1 1.4

Er = erro relativo, método proposto vs. método oficial.

Em todas as analises foram realizados teste t e teste F e os valores obtidos
nao excederam os valores tabelados [116] indicando uma boa concordancia entre os

resultados obtidos pelo método proposto e o oficial.
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IV.3 DETERMINACAO AMPEROMETRICA DE L-DOPA UTILIZANDO UM
ELETRODO IMPRESSO DE OURO EMPREGANDO UM SISTEMA COM FLUXO
DE SOLUCAO

IV.3.1. COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DA L-DOPA EM SISTEMA
CONVENCIONAL

O perfil voltamétrico correspondente a oxidagcao de L-dopa no eletrodo de
ouro impresso € semelhante aquele observado sobre eletrodo de ouro convencional
utilizando um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KClsst) Observa-se apenas um
deslocamento de +0,16V no pico de oxidagdo do composto no eletrodo impresso de
ouro. A Figura 27 apresenta o voltamograma ciclico obtido em solugédo tampéo
acetato 0,1 mol L', pH = 3,0 na auséncia (curva A) e na presenca de 1,0 x 10™ mol

L™ de L-dopa (curva B).
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Figura 27: Voltamogramas obtidos em solugdo 0,1 mol L' de acido acético

(pH = 3,0) na auséncia (curva A) e na presenca de 1,0 x 10™ mol L™ de L-dopa

(curva B).

Na Figura 27-A, obtida na auséncia de L-dopa, ndo sao verificados

processos faradaicos no intervalo de potencial avaliado, a partir de 0,9 V (vs
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Ag/AgCl) foi observado um aumento da corrente referente a oxidagao da superficie
eletrddica. A curva B, obtida na presenca L-dopa, apresenta dois picos de corrente:
o pico | em 0,58 V (vs. Ag/AgCl), que é atribuido a oxidagdo da L-dopa a
dopaquinona, e o pico Il em 0,14 V (vs. Ag/AgCl), é referente a redugédo da
dopaquinona.

A influéncia do pH sobre a resposta voltamétrica do eletrodo impresso, foi
avaliada entre valor de pH 3,0 e 5,0, observa-se um deslocamento de AEp=60 mV
por década de pH. Acima de pH 6,0 observa-se o completo desaparecimento do
processo de oxidacido do analito. Essa variagdo comprova o mecanismo de oxidagao
da L-dopa envolvendo dois prétons e dois elétrons proposto na literatura. Para os
demais estudos foi escolhido o pH 3,0 por apresentar o menor potencial para a
oxidacdo da L-dopa, embora os valores de potencial de pico assumam valores
menos positivos com a diminuigdo do pH, solugdes possuindo pH menor que 3,0
podem danificar o material (acrilico) com o qual a célula utilizada foi construida.

O efeito da velocidade de varredura de potencial foi investigado entre 5 e
100 mV s™, verificou-se uma relacdo linear entre a corrente de pico e a raiz
quadrada da velocidade de varredura, o que sugere um controle difusional para o
processo de oxidacdo da L-dopa no eletrodo impresso. A velocidade de 50 mV s™
forneceu o melhor perfil voltamétrico e foi escolhida para a construgcdo da curva
analitica. O eletrodo impresso de ouro apresentou uma linearidade entre corrente de
pico e concentracdo do analito no intervalo de 9,9 x 10° a 1,2 x 10°mol L™,
sensibilidade amperométrica de 0,9 pA L mol™ e limite de detecgdo de 6,8 x 10™ mol
L.

IV.3.2. COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DA L-DOPA EM UM SISTEMA COM
FLUXO DE SOLUCAO

Visando melhorar a sensibilidade amperométrica e o limite de detecg¢ao do
método proposto, o eletrodo impresso foi submetido a medidas voltamétricas em
condi¢cdes dinamicas Para isso utilizou-se um sistema com fluxo de solugéo, o qual
foi apresentado na secdo experimental. Antes de serem realizadas medidas
voltamétricas ou amperométricas em condicdes hidrodindmicas, foi realizada a

calibragdo da vazao da célula de fluxo. Utilizando um controlador de tensao foram
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aplicadas voltagens ao motor elétrico variando entre 1,5 V e 3,0 V. A Figura 28

apresenta os resultados obtidos.
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Figura 28: Calibracdo da célula de fluxo, valores da vaz&o obtida em funcé&o da

voltagem aplicada ao motor.

Foi observada uma variagao linear entre a vazio na célula e a tensido de
alimentacdo do motor segundo a equagado: V (mL min™") =-13,6 + 10,7*U (V). Para o
intervalo avaliado foram verificadas vazées entre aproximadamente 3 e 18 mL min™.
Voltagens menores que 1,5 V ndo produziram fluxo na célula e maiores que 3,0 V
nao sdo recomendados pelo fabricante. Apds a calibragdo foram registrados os os
voltamogramas e amperogramas em condi¢des hidrodinamicas.

A Figura 29 apresenta o voltamograma hidrodinamico obtido com o eletrodo
de ouro impresso, ha mesma figura, para efeito comparativo, estdo apresentados os

voltamogramas registrados sem fluxo de solugéo.
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Figura 29: Voltamogramas obtidos em solugdo 0,1 mol L™ de tamp3o acetato (pH =

3,0) na auséncia (curva A) e na presenca de 1,0 x 10 mol L™ de L-dopa (curva B e
C), em condigdo estatica (curva A e B) e dinamica com fluxo de 7,7 mL min™" (curva
C).

As curvas voltamétricas A e B foram obtidas em condi¢des estaticas, e ja
foram apresentadas e discutidas no item anterior. A curva C corresponde a um
voltamograma de varredura linear obtido em fluxo constante de 7,7 mL min™.
Observa-se que o valor de corrente é cerca de 5 vezes maior que o obtido para o
sistema em condicéo estatica, comprovando a eficiéncia do transporte de massa na
resposta voltamétrica do eletrodo.

Visando a otimizacdo dos paradmetros envolvidos na determinacao
amperométrica de L-dopa foram estudados o efeito do potencial de trabalho e do
fluxo da solucéo.

A influéncia do potencial aplicado ao eletrodo de trabalho sobre a resposta
amperométrica da L-dopa foi avaliada aplicando diferentes potenciais entre 0,4 € 0,9
V (vs. Au) sob um fluxo constante de 12,1 mL min"'. Para cada potencial aplicado
foram feitas sucessivas adicdes de 9.9 x 10° mol L™, 2.0 x 10* mol L e 2.9 x 10™

mol L™ de L-dopa. A Figura 30 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 30: Efeito do potencial aplicado sobre a resposta amperométrica (A) e
variacdo da sensibilidade amperométrica em funcédo do potencial (B) obtidas para a
oxidacdo de 9,9 x 10° mol L™, 2,0 x 10* mol L™ e 2,9 x 10* mol L™ de L-dopa em
tampao acetato 0,1 mol L™ pH = 3,0 para potenciais de: (a) 400, (b) 500 ,(c) 600, (d)
700 e (e) 800 mV.

Foi observado um aumento na sensibilidade com o aumento do potencial
até 800 mV (vs. Ag), o qual foi adotado nas medidas posteriores. Valores de
potencial superiores a 800 mV nao forneceram linhas de base estaveis,
provavelmente devido a oxidagao da superficie eletrédica. Em valores menores de
potencial ndo foi observado um aumento significativo da corrente com a adi¢do do
analito.

O efeito da vazao da solugao sobre a resposta amperométrica do eletrodo
impresso foi estudado entre 3,5 e 16,2 mL min™ utilizando uma solugdo contendo

1,0 x 10 mol L™ de L-dopa. Os resultados estdo apresentados na Figura 31.



M.F. Bergamini Resultados e discussdes 84

09F ﬁ/
08 i/

I/ A
AN

04F

03F

1 1 1 1 1

4 6 8 10 12114 16 18
Vazao / mL min

0,1
2

Figura 31: Influéncia da vazdo sobre a resposta amperométrica do eletrodo
impresso de ouro para a oxidacéo de L-dopa 1,0 x 10 mol L' em tamp3o acetato
0,1 mol L™ pH = 3,0. Eap = 800 mV.

Observando os resultados obtidos é possivel verificar que houve um
aumento na corrente de oxidagado com o incremento da vazao da solucao entre 3,5 e
14,1 mL min”, vazdes acima desde valor o sinal permanece constante. Esse
comportamento deve ser atribuido ao fato de um aumento na vazao do sistema levar
a um fluxo maior na superficie eletrédica, o que por sua vez promove uma

diminuicdo da camada difusional e consequente aumento da corrente.
IV.3.2.1. CURVA ANALITICA E APLICAGCAO DO METODO
Empregando as condigbes otimizadas, pH 3,0, E = 0,8 V vs. Ag e fluxo

de14,1 mL min™; foi construida uma curva analitica. O amperograma e a curva

analitica construida estdo apresentados na Figura 32.
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Figura 32: Resposta amperométrica (A) e curva analitica obtida para L-dopa em
tampao acetato 0,1 mol L™ pH = 3,0 (B), vazdo = 14,1 mL min™.(a) 1,5 x 10, (b) 4,3
x 10®, (c) 9,5 x 10®, (d) 2,0 x 10, (e) 4,2 x 10°(f) 8,5 x 10, (g) 1,7 x 10, (h) 3,4 x
10, (1) 6,6 x 10“ mol L™ de L-dopa.

O sistema exibiu uma resposta amperométrica linear no intervalo de
concentragdo de L-dopa entre 1,5 x 10° e 6,6 x 10* mol L™, uma sensibilidade
amperométrica de 8,4 pA L mol™ e um limite de deteccdo (3 x (desvio padrdo do
branco)/ sensibilidade) de 9,9 x 10"mol L'. A repetitividade da resposta
amperométrica foi realizada em triplicata para o mesmo eletrodo empregando uma
solugdo contendo 5,0 x 10° mol L™ de L-dopa, sendo observado um desvio padrio
de 3,2% para as medidas. Utilizando 3 eletrodos diferentes nas mesmas condicbes
foi obtido um desvio padrao de 3,9% para a médias das medidas.

O método proposto foi aplicado na determinagcdo de L-dopa em duas
formulagbées farmacéuticas, realizadas em triplicata. A Figura 33 apresenta uma

determinacao realizada em uma amostra de SINEMET.
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Figura 33: Resposta amperométrica e curva de adigdo padrao (inserida) obtida para
a determinacdo de L-dopa na formulacdo farmacéutica SINEMET, Eap = 0,8 V;,

vazdo = 14,1 mL min™.

A Tabela 6 apresenta os valores obtidos pelo método oficial [117] e os

valores obtidos pelo método.

Tabela 6: Determinacéo de L-dopa em formulagbes farmacéuticas empregando o
meétodo proposto e o preconizado pela farmacopéia.

Amostra Valor rotulado L-dopa (mg/ tablete ou capsula) E1 (%)
o) Método Oficial Procedimento proposto
Sinemet® 250 255 262 +2,7
Prolopa® 100 106 108 +1,9

E1 = erro relativo = procedimento amperométrico versus Método Oficial

Em todas as analises foram realizados teste t e teste F e os valores obtidos
nao excederam os valores tabelados [116] indicando uma boa concordancia entre os

resultados obtidos pelo método proposto e o oficial.
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IV.4 - MODIFICAGCAO DE ELETRODOS DE OURO IMPRESSO POR FILMES DE
POLI-HISTIDINA (SPGE/PH)

IV.4.1 - MODIFICACAO DE ELETRODOS DE OURO IMPRESSO PELA ADICAO
DIRETA DE POLI-HISTIDINA (SPGE/PH)

Paralelamente aos estudos realizados com os SPCE, foram avaliados os
SPGE modificados. Para isso, um procedimento baseado na adicéo direta de PH na
superficie eletrodica foi adotado.

A resposta dos eletrodos preparados foi avaliada através do registro de
voltamogramas ciclicos, em solugdo de KCI 0,1 mol L ajustada em pH 7,0, na
presenca de 1,0 x 10° mol L de ferricianeto de potassio. Os resultados foram
comparados com aqueles obtidos utilizando o SPGE nao modificado, nas mesmas
condi¢cdes experimentais. A Figura 34 apresenta os voltamogramas ciclicos para a
reducdo do par Fe(lll)/Fe(ll), em KCI 0,1 mol L”, sobre eletrodos de SPGE

modificados por adicdo direta e ndo recobertos.
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Figura 34: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugéo de KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0),
contendo 1,0 x 10° mol L™ de Ks[Fe(CN)g], para os SPGE ndo modificado (curva A)

e modificado (curva B).

A reducdo do par [Fe(CN)e]* para [Fe(CN)s]*, sobre o eletrodo de ouro
impresso nao modificado, apresentou um pico bem definido em Ep= 0,18 V, além de
um pico de oxidagdo na varredura reversa em 0,29 V. Este ultimo é referente a
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oxidagao do par [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]*> (Figura 34-A). Sobre o eletrodo modificado
por filmes de PH (Figura 34-B), observou-se um aumento na intensidade da corrente
de pico, para ambos os processos redox, quando comparados ao eletrodo nao
modificado. Uma diminuicdo na diferenca entres os potenciais de pico Epa-Epc (120
mV para o eletrodo ndo modificado e 90 mV para o eletrodo modificado) também foi
verificada. Um comportamento semelhante foi encontrado para outros
poliaminoacidos, como poli-L-lisina [24]. Anson et al [25] verificaram que filmes de
poli-L-lisina promoviam a melhor definicdo do sinal de oxidagdao do complexo
Co(C,04)5>, sobre eletrodos de carbono pirolitico. Esse efeito foi atribuido a
facilidade de transferéncia eletrbnica. A existéncia de um excesso de cargas
positivas na camada do poliaminoacido, devido a presenga dos grupamentos
aminicos protonados da poli-L-lisina, promovia a atracdo eletrostatica de ions
carregados negativamente. A consequente incorporagdo do analito ao filme
modificador, permitia sua em estado adsorvido a superficie eletrédica e melhorava a
transferéncia eletrbnica entre as espécies incorporadas e o eletrodo.

Visando testar a retencdo das espécies de ferricianeto no filme de PH,
medidas ciclo voltamétricas foram realizadas, comparando o desempenho de
carregamento do analito na superficie, através da transferéncia do eletrodo
submetido a pré-concentracdo para uma solucdo de eletrdlito de suporte. Os
eletrodos de SPGE nao modificado e modificados, foram deixados na solucdo de
ferricianeto durante 1 min. Em seguida, foram lavados com eletrdlito suporte e
submetidos a condi¢gbes de voltametria ciclica, em solugédo contendo apenas o
eletrdlito suporte. Os voltamogramas obtidos para o eletrodo ndo modificado n&o
apresentaram processos redox, quando ciclados entre 0,45 V e 0,0 V (vs. Ag/AgCl).
Isso sugere que nao existe a incorporagao de ferricianeto na superficie do eletrodo
de ouro nao modificado. Em contraste, o SPGE modificado pela adicao direta de PH,
apresentou um comportamento muito diferente, o qual pode ser verificado na Figura
35.
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Figura 35: Voltamograma ciclico obtido para o SPGE modificado pela adigdo direta
de PH, em solugao de KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Como pode ser verificado, ambos os sinais atribuidos ao par [Fe(CN)s]*
/[Fe(CN)g]* sdo observados com excelente repetitividade. Estes resultados suportam
a existéncia da incorporacao do [Fe(CN)6]3' no interior do filme de PH, o qual é retido
na superficie. Analisando os valores de pKa, descritos na literatura para o
aminoacido histidina [40], verifica-se que este apresenta trés sitios que possuem
equilibrios envolvendo prétons, o grupo a-COOH (pKa1 = 1,8), o grupo imidazol
(pKa2 = 6,0), e o grupo NH; (pKa3 = 9,2), onde o grupo imidazol € maioria na
molécula polimerizada de PH, que apresenta pKa de 6,0. Isto indica que os
grupamentos imidazois presentes no poliaminoacido permanecem protonados, até
concentracdes de H* proximas ao pH neutro, conferindo ao filme um excesso de
carga positiva, que é responsavel pela incorporagdo das espécies carregadas
negativamente, como o anion ferricianeto.

A Figura 36 apresenta a estabilidade da resposta voltamétrica, apos a
primeira varredura realizada em eletrélito suporte, sem mudanga do fiime ou

lavagem do filme entre as medidas.
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Figura 36: Variagdo da corrente de pico, anddica (A) e catddica (B), obtida para o

SPGE/PH, em funcao do numero de ciclos realizados.

As varreduras ciclicas de potencial, realizadas consecutivamente em
eletrolito suporte (Figura 36), revelaram que existe uma diminuicdo nas intensidades
das correntes de pico, para ambos 0s processos observados, com um sinal
voltamétrico desprezivel apdés 50 ciclos. Esses resultados sugerem que
provavelmente durante as varreduras existe uma lixiviagdo sucessiva do material
incorporado ao filme polimérico para o interior da solucdo ou a perda do proprio
filme. Para investigar este comportamento, o eletrodo de SPGE/PH foi lavado e
novamente submetido a condi¢gbes de voltametria ciclica, em solugdo de KCI 0,1 mol
L™, ajustada em pH 7,0, contendo 1,0 x 10° mol L™ de ferricianeto de potassio. O
voltamograma ciclico foi registrado e comparado ao eletrodo sem modificagdo, nas

mesmas condigdes experimentais, conforme pode ser visualizado na Figura 37.
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Figura 37: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0),
contendo 1,0 x 10° mol L™ de Ks[Fe(CN)s], para os SPGE n&o modificado (curva A)

e modificado (curva B).

Diferente do comportamento reportado na Figura 34, a Curva B indica que o
voltamograma obtido para o SPGE/PH, apés ter sido ciclado em solugdo de
ferricianeto de potassio, lavado, ciclado em solugdo de eletrdlito suporte e
novamente ciclado em solugao contendo ferricianeto, foi semelhante ao obtido para
o SPGE nado modificado. Isso demonstra que o SPGE/PH nao apresenta
estabilidade suficiente para ser utilizado repetidamente, uma vez que nao se
observa apenas a lixiviacdo do analito, mas também a perda do préprio filme
modificador. Baseado nisso, pode-se concluir que o filme de PH n&o apresenta uma
boa aderéncia sobre o eletrodo de ouro impresso, utilizando o procedimento de

adicdo direta do poliaminoacido sobre a superficie eletrédica.
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IV.4.2- MODIFICACAO DE ELETRODOS DE OURO IMPRESSO POR FILMES DE
POLI-L-HISTIDINA  UTILIZANDO O ACIDO 3-MERCAPTOPROPIONICO
(SPGE/MPA-PH).

Considerando que a modificagao de eletrodos de ouro impresso pela adigao
direta de uma solugcao de PH comercial nao oferece a formacao de um filme estavel,
optou-se a seguir a construgdo do eletrodo modificado com PH utilizando-se o acido
3-mercaptopropiénico (MPA), como agente ancorante.

O MPA possui um grupamento tiol em uma extremidade, o qual é
suficientemente habil para se ligar covalentemente a superficie de ouro, esse tipo de
modificagdo € baseada na formagado de uma monocamada auto-organizada, no caso
do MPA, a ligagdo a superficie de ouro disponibiliza o grupo carbonilico na outra

extremidade da molécula, como apresentado no Figura 38.

Figura 38: Representacao esquematica da modificagdo de um eletrodo de ouro

impresso (SPGE) por uma monocamada de acido 3-mercaptopropiénico (MPA).

O grupo carbonilico apresenta um pKa de 5,5, ou seja, para valores de pH
maiores existe um aumento no grau de ionizagcdo do MPA, o que confere um
excesso de carga negativa a superficie eletrédica, como mostrado no Figura 39.
Neste caso, poderia ser uma boa estratégia para tentar colocar espécies como a

poli-histidina (PH) sobre o ouro.
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Figura 39: Representacao da ionizacdo do MPA sobre a superficie do eletrodo de

ouro impresso.

A avaliagao do eletrodo seguiu a mesma metodologia adotada para verificar
0 caso anterior, porém, neste caso o SPGE contendo MPA foi avaliado
primeiramente sem PH e com PH além da comparacdo com o eletrodo néo

modificado. A Figura 40 apresenta os voltamogramas obtidos para estes estudos.
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Figura 40: Voltamogramas ciclicos obtidos para os SPGE n&do modificado (curva A),

modificado com MPA (curva B) em solugéo de KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0) contendo 1,0
x 10™ mol L™ de K3[Fe(CN)g], e para o SPGE modificado com MPA em KCI 0,1 mol L~
' (pH 7,0) apds ciclado na presenca de 1,0 x 10 mol L™ de Ks[Fe(CN)g].
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O voltamograma ciclico obtido para o SPGE/MPA (Curva B) em solugao
contendo ferricianeto apresenta um comportamento semelhante ao observado para
o SPGE nado modificado (Curva A), entretanto, as correntes observadas para
processos eletrédicos sdo menores, isso provavelmente deve estar relacionado ao
fato de que nessa condicao de pH o MPA encontra se ionizado, o que pode exercer
influéncia sobre os sinais observados para par redox [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)e]*>. A curva
C mostra que se o eletrodo de SPGE/MPA, é colocado em solugdo contendo
ferricianeto de potassio, lavado e transferido para uma célula contendo apenas o
eletrdlito suporte, quando posteriormente submetido a uma varredura ciclica de
potencial (Curva C), ndo apresenta nenhum processo redox no intervalo avaliado.
Estes resultados indicam o eletrodo SPGE modificado por MPA ndo permite a
incorporagao dos anions ferricianeto a superficie do eletrodo.

A seguir foi construido um eletrodo de ouro impresso contendo MPA e
também poli-histidina e submetido as mesmas condi¢gdes experimentais. A Figura 41
apresenta os voltamogramas obtidos para reducéo de ferricianeto obre o eletrodo de
SPGE nao modificado (A) e modificado (SPGE/MPA-PH) (B).
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Figura 41: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0)
contendo 1,0 x 10 mol L™ de Ks[Fe(CN)g] para os SPGE ndo modificado (curva A) e
modificado(SPGE/MPA-PH) (curva B).
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Para o SPGE/MPA-PH (Curva B) foi observado um comportamento
voltamétrico muito semelhante ao verificado para o eletrodo de ouro impresso
modificado pela adigdo direta da poli-histidina (SPGE/PH), ou seja, a modificagao
com o fiime de PH aumenta a intensidade dos picos voltamétricos. E esse
comportamento deve ter provavelmente o mesmo fundamento supracitado para o
caso do SPGE/PH.

Depois de realizadas as medidas em solucéo de ferricianeto de potassio o
eletrodo foi lavado, transferido para uma solugao contendo apenas eletrdlito suporte
e submetido a ciclagem sucessivas de potencial, cujo voltamogramas obtidos estao

apresentados na Figura 42.
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Figura 42: Variagdo da corrente de pico, anodica (A) e catddica (B), obtida para o
SPGE/PH em fung¢ao do numero de ciclos realizados para o SPGE/MPA-PH.

Como pode ser observado pelos voltamogramas ciclicos, o SPGE/MPA-PH
apresenta picos bem definidos para o processo redox do par [Fe(CN)6]3'/[Fe(CN)6]4',
porém, esses sinais diminuem a medida que aumentam o numero de ciclos,
sugerindo que existe uma perda dos anions incorporados no filme de PH. Para testar

se existe apenas a perda do material incorporado no filme polimérico ou a perda do
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filme de PH, o eletrodo novamente foi lavado, e transferido para uma solugéo
contendo ferricianeto de potassio e submetido a ciclagem em eletrélito apds
incorporagao do analito. A Figura 43 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos
para reducao de ferricianeto sobre eletrodo de SPGE/MPA-PH na primeira varredura

e apo6s novo carregamento do analito.
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Figura 43: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0)
contendo 1,0 x 10 mol L™ de Ks[Fe(CN)] para os SPGE ndo modificado (curva A) e
modificado(SPGE/MPA-PH) (curva B).

Os voltamogramas ciclicos obtidos para a reducdo de ferricianeto de
potassio com o SPGE/MPA (curva B) apds ter sido lavado e ciclado em solugao de
eletrélito suporte, apresenta um perfil voltamétrico muito semelhante ao obtido na
primeira varredura. Estes resultados sugerem que o filme de PH usando MPA como
agente ancorante ndo é perdido durante a ciclagem do material e pode ser usado
para pré-concentracdo do analito novamente. Estes resultados indicam que o filme
de PH presente no eletrodo dever estar “ancorado” eletrostaticamente ao acido-3-
mercaptopropidnico.

Estudos realizados com cinco eletrodos diferentes apresentaram um
comportamento muito semelhante com desvio padréao de 6,0 %, o que reforgca a
proposta de funcionamento do agente ancorante. Com isso pode-se concluir que a

melhor forma de modificacdo do eletrodo de ouro impresso por filmes de PH foi o
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procedimento de modificagcdo adotado para os demais estudos realizados com o
eletrodo modificado que é a modificagdo SPGE/MPA-PH.

Estudos foram realizados visando verificar qual o influéncia do pH na
resposta voltamétrica do eletrodo modificado, para isso, os SPGE nao modificados e
modificados com filmes de MPA-PH foram imersos por 1 minuto em solucao de KCI
(0,1 mol L") contendo 1,0 x 10™* mol L™ de ferricianeto de potassio ajustada em
diferentes valores de pH. A Figura 44 apresenta os voltamogramas obtidos utilizando
os SPGE ndo modificados e modificados (SPGE/MPA-PH).
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Figura 44: Voltamogramas ciclicos obtidos a 50 mV s com SPGE nao modificados
(@) e SPGE/MPA-PH (b) em solucdo de KCI 0,1 mol L contendo ajustada em
1,0 x 10 mol L™ de ferricianeto de potassio ajustada em diferentes valores de pH:
2,3 (A), 4,0 (B), 5,9 (C), 8,1 (D) e 9,4 (E). A diferenca de corrente obtida para os
SPGE/MPA-PH em funcgao do pH da solugéo (F).

Com base nos resultados obtidos € possivel verificar que existe uma faixa
de pH entre 6,0 e 80 onde o eletrodo modificado apresenta uma maior

potencialidade na resposta voltamétrica observada para o par redox Ferri/Ferro.
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Esses resultados podem ser suportados pelos valores de pKa do MPA e da PH. O
MPA apresenta um pKa de 5,5, ou seja, existe uma diminuigdo dos grupos ionizados
do MPA para valores de pH menores, esse fato por sua vez diminui a quantidade de
cargas negativas presentes na superficie eletrodica (Figura 45) , o que prejudica a
interacao eletrostatica entre o MPA e a PH afetando diretamente a eficiéncia do
MPA na aderéncia do filme de PH. Por outro lado, valores de pH maiores que 8,0
podem fazer com que os grupos imidazdicos (pKa 6,0 para o mondémero) presentes
na PH percam o H' tornando-se espécies ndo carregadas (Figura 45), e embora o
MPA apresente cargas negativas nessa regiao de pH, a ineficiéncia na aderéncia do
filme pode ser atribuida a desprotonacdo da poli-histidina. Portanto dessa forma,
pode-se considerar que a faixa de pH adequada para a utilizacdo do SPGE/MPA-PH

encontra-se entre pH 6,0 e 8,0.

—NH C—NH C—NH c— —NH C—NH C—NH c—

Figura 45: Representacao da ionizagao da poli-histidina.

Verificando os resultados obtidos € possivel concluir que a melhor forma de
modificacdo do eletrodo de ouro impresso por filmes de PH é utilizando o MPA em

uma faixa de pH entre 6,0 e 8,0.
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IV. 5- MODIFICAGCAO DE ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO POR FILMES
DE POLI-HISTIDINA

IV.5.1- CARACTERISTICAS DO SPCE NAO MODIFICADO

Previamente a modificacdo dos eletrodos de carbono impressos (SPCE)
investigou-se a resposta voltamétrica do ferricianeto de potassio como composto
modelo para ser usado para testar o desempenho dos filmes de PH. Os eletrodos de
carbono impresso, utilizados para efetuar as medidas, consistem de um arranjo
contendo trés eletrodos, sobre um suporte ceramico (parte experimental). Deve-se
salientar que o eletrodo de referéncia empregado nesse arranjo € um eletrodo de
pseudo-referéncia, constituido da mesma tinta de carbono usada nos demais
eletrodos. Baseado nisso, voltamogramas foram registrados para comparar o
comportamento do eletrodo de pseudo-referéncia com um eletrodo de referéncia
convencional, a fim de conhecer a diferenca de potencial apresentada entre os dois
eletrodos.

Nessas medidas utilizou-se solugdo 0,1 mol L™ de KCI, pH 5,0, contendo
1 x 10* mol L de Ki[Fe(CN)s]. Os eletrodos de trabalho e auxiliar usados nos
procedimentos foram os eletrodos impressos de carbono, porém um eletrodo de
Ag/AgCI (KCI saturado) substituiu aquele de tinta de carbono impresso empregado
como eletrodo de referéncia. Os respectivos voltamogramas ciclicos obtidos estao

mostrados na Figura 46.
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Figura 46: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de KCI pH 5, contendo 1,0 x
10* mol L7 de Ks[Fe(CN)g], sobre eletrodos de carbono impresso, utilizando o
eletrodo de pseudo-referéncia (curva A) e um eletrodo convencional de Ag/AgCI KCI

Observa-se nessas condicbes um deslocamento de aproximadamente
-400 mV no voltamograma obtido com o eletrodo de carbono impresso como
referéncia, quando comparado a um eletrodo de referéncia tradicional de Ag/AgCl
KCI saturado. No entanto, esta diferenca de potencial, nas mesmas condicdes
experimentais, € sempre constante para diversos eletrodos, mostrando que o

eletrodo de pseudo-referéncia pode ser usado para fins analiticos.

IV.5.2. CARACTERIZACAO VOLTAMETRICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS
POR POLI-HISTIDINA UTILIZANDO FERRICIANETO

IV.5.2.1. MODIFICACAO DE ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO PELA
ADICAO DIRETA DE POLI-HISTIDINA

Primeiramente foi avaliada a preparacao do SPCE/PH, pela adigao direta de
poli-histidina na superficie do eletrodo, seguida da evaporacéo do solvente sob duas

condigbes: temperatura ambiente e em estufa a 80 °C, por 5 minutos. A Figura 47
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apresenta os resultados obtidos para os eletrodos de carbono impresso modificados

e nao modificado.
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Figura 47:. Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de KCI pH 5, contendo
1,0 x 10 mol L™ de Ks[Fe(CN)g], para o SPCE ndo modificado (curva A) e para o
SPCE/PH modificado pela adigdo direta de poli-histidina, seco a temperatura

ambiente (curva B), e em estufa a 80 °C (Curva C), v=50 mVs™.

Observando a Figura 47, verifica-se para o SPCE nao modificado (curva A),
um par de picos redox em -0,05 V (vs. carbono impresso), referente a oxidagédo de
ferrocianeto/ferricianeto e um pico de redugcédo em -0,33 V (vs. carbono impresso).
Em relagdo aos voltamogramas ciclicos obtidos para os SPCE/PH, preparados pela
adicao direta do polimero e evaporagao do solvente, a temperatura ambiente (curva
B) e em estufa (curva C), pode-se observar uma melhora significativa no sinal
voltamétrico, uma vez que houve um deslocamento dos potenciais de pico para
valores menos positivos e um incremento na corrente de pico, quando comparados
ao eletrodo ndo modificado. Comparando as diferentes condigcbes de secagem dos
eletrodos, pode-se notar que apesar de haver uma melhora na corrente de pico para
ambas as condicbes, os eletrodos preparados a temperatura ambiente
apresentaram um valor ligeiramente menor que os observados para os eletrodos
preparados em estufa. Em adigdo, observou-se que os eletrodos preparados a
temperatura ambiente apresentaram uma diminuicdo acentuada apos 4 medidas

consecutivas, enquanto que os preparados em estufa demonstraram um bom
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desempenho apos 8 medidas consecutivas, com um desvio padrao de 6,1 % entre
as medidas. Essas diferengas podem ser atribuidas ao fato do poli-aminoacido
apresentar uma mudanca na sua conformacéao estrutural, em funcado da temperatura.
A temperatura ambiente, o filme polimérico apresenta uma forma enovelada
denominada a-hélice; em temperaturas maiores, como a 80 °C, essa estrutura
assume uma forma planar chamada de B-folha, que aparentemente apresenta uma
melhor aderéncia a superficie eletrodica [24, 25].

Comparando os resultados obtidos com o eletrodo ndo modificado (curva A)
e com o eletrodo modificado (curvas B e C), pode-se atribuir o aumento na
intensidade da corrente de pico a pré-concentracdo do complexo de ferro, na
superficie do eletrodo modificado pelo filme. Isto ocorre possivelmente porque em
valores de pH 5,0, o filme de poli-histidina apresenta o grupo imidazol protonado
(pKa = 6,0), assumindo uma carga positiva, 0 que pode proporcionar uma interagao
eletrostatica entre o poli-aminoacido e o ferrocianeto.

Depois de verificada a melhora nos sinais voltamétricos, provavelmente
devido a pré-concentragcao dos ions ferricianeto sobre o filme de PH presente na
superficie eletrddica, foram realizadas medidas para estudar a influéncia do tempo
de pré-concentragdo nas correntes de pico. Voltamogramas ciclicos foram obtidos
em eletrdlito suporte apds a imersédo de 30, 60 e 300 segundos em solugdo de KCI
pH 5 contendo 1 x 10 mol L™ ferricianeto de potassio, em condicdes de potencial
de circuito aberto estdo ilustrados na Figura 48. Pode-se observar pelos resultados
que nao houve variagdes significativas nas correntes de pico, sugerindo que existe

uma rapida saturagao dos sitios da poli-histidina pelos ions ferricianeto.
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Figura 48: Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE modificado pela adigao
direta de poli-histidina em solucéo 0,1 mol L™ de KCI pH 5 apos imersdo em solucao
contendo 1,0 x10° mol L' de ferricianeto de potassio diferentes tempos de

acumulagdo, v = 50 mVs™.

Apos avaliado o SPCE/PH podemos concluir que o filme formado por este
procedimento deva apresentar caracteristicas semelhantes a outros poliaminoacidos
estudados. Anson et al. [24] estudaram eletrodos formados por poli-lisina,
preparados a partir de uma solugcdo do polimero, um procedimento semelhante ao
adotado para a construcdo dos SPCE/PH e SPCE/GIu-PH. O modelo proposto por
Anson é apresentado na Figura 49 [24,25].

Solugéo
Donnan
domains

Cc'zZ,72%, X

L_» Cadeia

Superficie do eletrodo

Polimérica

-

Figura 49: Modelo esquematico de um filme de polieletrélito na superficie de um
eletrodo. Nesse exemplo o eletrodo esta em equilibrio em uma solugdo contendo um

eletrdlito C*X™ nao eletroativo e um par eletroativo Z/Z%24,25].
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Nesse modelo, as linhas continuas representam as cadeias do polieletrélito
que permitem a entrada da solugdo. As linhas pontilhadas representam uma regiéo
conhecida como “Donnan domains”, onde existe um campo eletrostatico proveniente
dos grupos catibnicos presentes no polieletrolito capaz de incorporar espécies
carregadas com cargas negativas. O comportamento observado para os SPCE/PH e
SPCE/GIu-PH apresentaram resultados muito semelhantes aos descritos na
literatura para esse modelo. Assim é possivel acreditar que os SPCE/PH possa ser
representados por esse modelo, o qual é capaz de incorporar espécies carregadas

negativamente.

IV. 5.2.2. MODIFICACAO DE ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO PELA
ADICAO DE MISTURA DE POLI-HISTIDINA E GLUTARALDEIDO (SPCE/Glu-PH)

A adicdo de glutaraldeido na preparacdo do SPCE/Glu-PH foi também
avaliada. O método de modificacdo € baseado na propriedade de aderéncia do
glutaraldeido a superficie do eletrodo de carbono, deixando grupos aldeidos livres

para reagir com grupos —NH; terminais presentes na poli-histidina, como sugerido

pelo esquema 1:

Esquema 1: Representacdo da reagao entre a poli-histidina e o glutaraldeido na

superficie do eletrodo de carbono impresso.

Pode-se observar, pelo esquema 1, que a imobilizacdo do poliaminoacido
PH na superficie contendo o glutaraldeido deixaria os grupos imidazdlicos livres, o
que favorece interagdes com o analitos especificos.

Os eletrodos modificados foram avaliados nas mesmas condicbes

experimentais descritas anteriormente. Voltamogramas ciclicos obtidos para o par

R—CH HC HC, + H,0
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[Fe'(CN)g]*/[Fe"(CN)s]*> sobre SPCE nao modificado e modificado com o polimero

sao mostrados na Figura 50.
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Figura 50: Voltamogramas ciclicos obtidos sobre SPCE nao modificado (curva B) e
SPCE/GIu-PH (curva A) modificado com a adi¢do de glutaraldeido em solugéo 0,1
mol L' de KCI, pH 5, contendo 1,0 x 10* mol L de ferricianeto de potassio,
v=50mVs™.

O voltamograma obtido sobre o eletrodo modificado (curva A) apresentou
uma diminuicdo na separag¢ao dos picos de corrente, quando comparado ao eletrodo
nao modificado (curva B). Além disso, com o eletrodo modificado, houve um
aumento na intensidade da corrente de pico, em ambos os processos (oxidagao e
reducao).

Comparando os resultados ilustrados na Figura 50, aos obtidos pela adigéo
direta do polimero SPCE/PH (Figura 47), observa-se um comportamento muito
semelhante. Os valores da intensidade de corrente, utilizando os SPCE/PH e
SPCE/GIlu-PH, foram respectivamente 22,1 uA e 15,8 pA, sugerindo que existe uma
quantidade inferior de sitios da poli-histidina disponiveis para a pré-concentragcao
dos ions ferricianeto, nos eletrodos recobertos por filmes de Glu-PH.

Medidas de varreduras de potencial consecutivas foram realizadas com o
SPCE/GIu-PH, sendo observadas correntes de pico de oxidagdo com desvio padrao
de 5,6% (10 medidas). Embora este valor seja menor que o obtido usando o eletrodo
preparado pela adi¢do direta do poli-aminoacido (6,1%), verifica-se uma pequena

diferenga entre eles. Assim, a aderéncia do filme de poli-histidina sobre o eletrodo de
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carbono impresso, nao necessita da adicdo de glutaraldeido, o que leva a uma
simplificacdo do procedimento empregado.

De acordo com os resultados obtidos, 0 modelo para este filme formado,
deve ser semelhante ao proposto para o eletrodo SPCE/PH. Porém, cabe salientar
que o SPCE/Glu-PH deve diferir na regido préxima ao eletrodo, pois existe o
glutaraldeido como um agente ancorante, mas, esse efeito ndo altera o
comportamento do filme como um todo, pois foi verificada que também existe a

incorporagao dos anions ferricianeto.

IV.5.2.3. MODIFICACAO DE ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO POR
FILMES DE POLI-HISTIDINA POR ELETROPOLIMERIZACAO (SPCE/EPH)

A modificagao do eletrodo, por eletropolimerizagao da histidina (oxidagcéo do
mondmero), foi investigada em meio alcalino [42]. A Figura 51 apresenta os
resultados obtidos durante a formagdo do filme, usando ciclagens voltamétricas
entre -0,8 V e 2,0 V (vs. Ag/AgCl), a 100 mV s™', em solucdo de tampéo fosfato pH
9,0.
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Figura 51: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo de tampéao fosfato pH 9,
contendo 0,01 mol L™ de histidina, sobre SPCE, v = 100 mVs™.
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Cabe ressaltar que para a preparagao do SPCE/PH por eletropolimerizacao
a partir do mondémero, o eletrodo de referéncia do circuito impresso foi substituido
por um eletrodo de referéncia convencional de Ag/AgClI (KClI sat.), pois o eletrodo de
carbono impresso pode apresentar uma variacao diferente dos 400 mV observados
anteriormente. No entanto, nos procedimentos posteriores adotou-se o eletrodo
impresso como referéncia. Observando os resultados obtidos, é possivel verificar um
sinal de oxidagdo em +1,3 V referente a oxidacdo do grupo amina presente no
mondémero histidina.

Seguindo a mesma linha de avaliagdo empregada para os SPCE/PH e o
SPCE/GIu-PH, o eletrodo construido foi avaliado na presenca de ferricianeto de

potassio e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 52.
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Figura 52: Voltamogramas ciclicos obtidos sobre SPCE ndo modificado e
SPCE/EPH modificado com a adigdo de glutaraldeido em solucdo 0,1 mol L™ de KClI,
pH 5, contendo 1,0 x 10 mol L™ de ferricianeto de potassio, v =50 mVs™.

Foi observado para o SPCE/EPH um comportamento voltamétrico

semelhante ao obtido com o eletrodo ndo modificado, exceto por um pequeno
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aumento nas correntes de pico anddica e catdédica. Quando comparado aos
eletrodos SPCE/PH e SPCE/GIu-PH as correntes obtidas com o SPCE/EPH séao
bem menores que as observadas para os demais casos. Essa diferenca entre o
comportamento pode estar relacionada ao fato do eletrodo construido pela
eletropolimerizacao da histidina ser formado por monédmeros oxidados, o que leva a
formagao de um filme mais fino, com menos sitios disponiveis para pré-concentrar
os anions ferricianeto e com isso, apenas um pequeno aumento foi registrado. Os
resultados demonstraram que o SPCE/EPH ndo apresentou melhora significativa
nas correntes de oxidagao e redugao do ferricianeto de potassio, sugerindo assim,
que este ndo é seria 0 modelo mais adequado para avaliar esse procedimento de

modificacio.

IV.5.3. CARACTERIZACAO VOLTAMETRICA DOS ELETRODOS MODIFICADOS
POR POLI-HISTIDINA UTILIZANDO ACIDO ASCORBICO

Na literatura esta relatada a utilizagdo de eletrodos modificados por poli-
histidina, construidos pelo mesmo procedimento, na determinacdo de acido
ascorbico (AA). O eletrodo exibe uma diminuicdo do sobrepotencial necessario para
a oxidagdo desse analito. A fim de verificar se as caracteristicas dos eletrodos
construidos, foram registrados voltamogramas ciclicos em solugdo de tampéo
fosfato na presenca de 5,0 x 10 mol L™ de acido ascérbico (AA). Como mostra a

Figura 53.
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Figura 53: Voltamogramas ciclicos registrados em solugao tampao fosfato pH = 5,0
contendo 5,0 x 10 mol L™ de acido ascérbico sobre diferentes eletrodos: (A) SPCE,
(B) SPCE/EPH, (C) SPCE/PH e (D) SPCE/GIlu-PH.

A oxidacdo do acido ascorbico sobre o SPCE ndo modificado exibiu um
maximo de corrente em +0,40 V (vs. Ag/AgCl), correspondente aos grupos hidroxilas
presentes na sua estrutura. Para os SPCE/PH (curva C) e SPCE/Glu-PH (curva D)
nao foi observado nenhum pico de corrente, apenas um aumento sem definicdo em
potenciais préximos a 0,8 V (vs. Ag/AgCl). Entretanto no SPCE/EPH verificou-se
uma diminuicdo do sobrepotencial de oxidagao e um pico de corrente em potencial
de +0,31V com maior intensidade que no SPCE. Esse comportamento € atribuido as
caracteristicas dos filmes formados. Para os eletrodos SPCE/PH e SPCE/GIu-PH, a
construcao utilizando a adigdo de uma solugéo do polimero produz um filme mais
espesso com canais entre as cadeias poliméricas. O fato de o filme ser mais
espesso apresenta-se como uma resisténcia maior para a difusdo do AA até a
superficie eletrédica, dificultando sua oxidagdo. Os SPCE/EPH por serem formados
por mondmeros oxidados da histidina, fornecem filmes finos, e os grupos adsorvidos
na superficie eletrodica auxiliam a oxidacdo do AA. Considerando que o SPCE/EPH
apresentou um efeito mais pronunciado para oxidacdo do AA do que para o par

ferri/ferro, o AA foi escolhido como um padrao adequado para avaliar o SPCE/EPH
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Medidas consecutivas para a oxidagao do acido ascérbico sobre SPCE/EPH
demonstraram que o filme de poli-histidina na superficie do eletrodo apresentou boa
aderéncia, visto que o desvio padrao foi de 4,8 %, foi obtido para corrente de pico
submetida a 10 repetigdes.

Considerando as diferengas no comportamento voltamétrico observado para
os eletrodos modificados, torna-se importante uma comparacgao entre eles a fim de
tentar entender as caracteristicas dos filmes formados.

O modelo sugerido para o SPCE/PH e para o SPCE/Glu-PH ndo deve ser
adequado para o SPCE/EPH, visto que a formacao de cadeias poliméricas, a partir
da oxidagdo do monémero, nao deve ocorrer em meio aquoso. Possivelmente, o
SPCE/EPH deve possuir em sua superficie apenas uma camada formada por
mondmeros oxidados, o que leva a um filme mais fino e com menos sitios
disponiveis para pré-concentrar espécies com carga negativa. A Figura 54 é uma

tentativa de representar a superficie do SPCE/EPH.

HO /
o™ NH
§e)

o / )
far N
9 HO 0]

o) Z

(@)

8 F—HN

- NH
o / B
= =
() HO o N
o =

S

(0))]

—HN

Figura 54. Representacdo da superficie do eletrodo SPCE construido a partir da
eletropolimerizacao da histidina (SPCE/EPH).

Esses modelos propostos para os fiimes de PH formados sobre os SPCE
podem contribuir no sentido de entender a forma e as possiveis aplicacbes dos
eletrodos modificados. Pode-se supor que os eletrodos SPCE/PH e SPCE/Glu-PH

que possuem filmes mais espessos, apresentam uma quantidade maior de sitios
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catidnicos e funcionam bem para a incorporacao de espécies com cargas negativas,
como foi observado para os anions ferricianeto. Porém, com relacdo a efeitos
eletrocataliticos, o filme espesso atua como uma barreira para ser difundida pelo
analito.

O modelo para o SPCE/EPH apresentado para esse eletrodo é proposto
como sendo formado por monémeros de histidina oxidados na superficie eletrédica,
o que produz um filme fino e com poucos sitios disponiveis para a pré-concentragao
de espécies carregadas negativamente. Essa caracteristica auxilia a entender os
resultados obtidos para o comportamento voltamétrico do ferricianeto sobre este
eletrodo. Por outro lado, o fato do eletrodo possuir um filme fino pode auxiliar na

transferéncia de carga de algumas substancias, como foi o caso do acido ascorbico.
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IV.6- APLICACAO DOS ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO MODIFICADOS
POR FILMES DE PH NA ANALISE DE ISONIAZIDA

IV.6.1. COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DA ISONIAZIDA SOBRE SPCE
NAO MODIFICADO

O emprego de SPCE, modificados por filmes de PH, foi investigado para
analise de isoniazida. Embora seu comportamento eletroquimico ja tenha sido bem
relatado na literatura [87, 89, 90, 93], este foi avaliado sobre eletrodos de carbono
impresso, uma vez que nao sao encontrados relatos utilizando esse tipo de eletrodo.
Posteriormente, foi estudado o efeito do filme de poli-histidina sobre a resposta
voltamétrica do sistema.

A Figura 55 apresenta voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE néao
modificado, em solugdo tampao acetato pH 5,0, na auséncia e na presencga de 5,0 x

10" mol L de isoniazida.
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Figura 55: Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE nao modificado, em

solugédo tampao acetato pH 5,0, na auséncia (curva A) e na presenga (curva B) de

5,0 x 10° mol L™ de isoniazida.

O voltamograma ciclico obtido para a oxidagao de isoniazida caracterizou-

se por uma onda em + 0,51 V (vs. Ag/AgCl), sem nenhum sinal de reducdo na
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varredura reversa. Segundo a literatura [89, 97], esse processo pode ser atribuido a
oxidagao da funcao hidrazina presente na molécula.

A reducdo da isoniazida também foi investigada e os voltamogramas
ciclicos obtidos com o SPCE n&do modificado, nas mesmas condi¢cdes experimentais,

estao apresentados na Figura 56.
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Figura 56: Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE nao modificado, em
solugédo tampao acetato pH 5,0, na auséncia (curva A) e na presenga (curva B) de

5,0 x 10° mol L™ de isoniazida.

O voltamograma ciclico obtido para reducao de isoniazida caracterizou-se
por um pico em —0,98 V (vs. Ag/AgCl), sem nenhum sinal de oxidagao na varredura
reversa. De acordo com a literatura [87, 90, 93], essa etapa de redugao pode ser
atribuida a ligagao C=N presente no anel piridinico da molécula de isoniazida e/ou a

reducao da ligagdo N-N do grupo hidrazina, o que leva a formagao de amonia.

IV.6.2. COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DA ISONIAZIDA SOBRE SPCE
MODIFICADO POR FILMES DE PH

Apos caracterizacdo de ambos os processos de oxidacdo e reducao da

isoniazida, sobre os SPCE nao modificados, avaliou-se o desempenho dos SPCE
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modificados por filmes de poli-histidina (PH). Os voltamogramas ciclicos para a
oxidagao de isoniazida, sobre eletrodos preparados por diferentes metodologias,

estdo apresentados na Figura 57.

15F

E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 57: Voltamogramas ciclicos obtidos com os SPCE n&o modificado (a) e
modificados SPCE/PH (b), SPCE/Glu-PH (c) e SPCE/EPH (d) em solu¢gdo tampao

acetato pH 5,0, na presenca de 5,0 x 10° mol L™ de isoniazida.

Como verificado previamente, enquanto no SPCE n&o modificado (curva a)
a oxidagdo de isoniazida ocorreu em um potencial de +0,51 V (vs. Ag/AgCl), os
voltamogramas obtidos para o SPCE/PH indicam uma leve diminuigdo na corrente
de pico anddica e um deslocamento no potencial de pico para +0,69 V (vs. Ag/AgCl)
(curva b). Para o SPCE/GIlu-PH (curva c), foi observado um comportamento muito
semelhante ao SPCE/PH, exceto por uma menor corrente de pico anddica. No
entanto, quando se compara o eletrodo construido pela eletropolimerizagao do
mondmero (SPCE/EPH) (curva d), verifica-se um perfil voltamétrico semelhante ao
do eletrodo ndo modificado, exceto por um pequeno deslocamento no potencial de
pico para +0,50 V (vs. Ag/AgCl). Essa diferenga no comportamento voltamétrico dos
eletrodos modificados pode estar relacionada a quantidade de material modificador
presente na superficie do eletrodo de carbono impresso, sugerindo que os eletrodos

construidos pela adicdo direta de poli-histidina (SPCE/PH) e utilizando o



M.F. Bergamini Resultados e discussdes 115

glutaraldeido (SPCE/GIlu-PH) fornecem filmes mais espessos, o que dificulta a

oxidagao do analito. Nessas condigdes de pH, tanto o filme de poli-histidina (pKa
6) quanto a isoniazida (pKa = 11 (R-CO-NHNH3") [93]) encontram-se protonados, o
que dificulta a difusdo do analito até a superficie eletrodica, ocasionando uma
diminuicdo na corrente de pico e um aumento no sobrepotencial de oxidagao.

No eletrodo preparado pela eletropolimerizacdo (SPCE/EPH), filmes mais
finos constituidos pelo ancoramento dos mondémeros na superficie eletrédica
minimizam a repulsao eletrostatica e, com isso, ndo se observa variagéo significativa
do perfil voltamétrico, quando comparado ao eletrodo ndo modificado. Os estudos
sobre a influéncia do filme modificador de poli-histidina, na resposta da oxidacao de
isoniazida, ndo demonstraram resultados promissores que justifiquem sua utilizagao.

A seguir, investigou-se o efeito da modificagdo dos eletrodos de carbono
impresso (SPCE) por filmes de poli-histidina, sobre a redugdo da isoniazida.
Voltamogramas ciclicos, obtidos nas mesmas condi¢gdes experimentais utilizadas

anteriormente, s&o apresentados na Figura 58.
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Figura 58: Voltamogramas ciclicos obtidos com os SPCE n&o modificado (a) e

modificados SPCE/PH (b), SPCE/Glu-PH (c), SPCE/EPH (d) em solugdo tampé&o

fosfato pH 5,0, na presenca de 5,0 x 10° mol L™ de isoniazida.
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A reducgao de isoniazida em eletrodos SPCE recobertos por filmes de PH
(SPCE/PH e SPCE/GIu-PH) apresentam uma variagcdo no sobrepotencial de pico
para valores mais negativos (-1,08 V(vs. Ag/AgCl)), em relacdo ao eletrodo nao
modificado e a corrente também é diminuida relativamente. No entanto, um efeito
interessante é observado para o eletrodo SPCE/EPH, no qual a isoniazida é
reduzida em valores menos negativos de potencial (-0,89 V (vs. Ag/AgCl)),
concomitante a um relevante aumento na corrente de pico, sugerindo, assim, um
efeito eletrocatalitico para este eletrodo. Dessa maneira, por apresentar menor valor
de potencial e um maior valor de corrente para a redugao eletroquimica da
isoniazida, o eletrodo SPCE/EPH foi escolhido para a realizacdo dos demais estudos
visando o desenvolvimento de um método de analise. Esse comportamento pode ser
explicado considerando-se as caracteristicas dos filmes formados. Os eletrodos
SPCE/PH e SPCE/Glu-PH sao preparados utilizando o polimero comercial, o que
produz um filme mais espesso. Filmes formados por SPCE/EPH produz um filme
mais fino na superficie eletrodica que facilitam o alcance e a reducido da isoniazida
na superficie eletrdodica.

A influéncia do pH sobre a resposta voltamétrica do SPCE/EPH, para
3,0 x 10° mol L de isoniazida, foi realizada registrando-se voltamogramas ciclicos
em solugcdo tampao fosfato, ajustada em valores de pH entre 1,0 e 11. Os

voltamogramas obtidos estdo apresentados na Figura 59.
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Figura 59: Voltamogramas ciclicos obtidos para o SCPE/EPH, em solugéo tampao
fosfato contendo 3,0 x 10™° mol L™ de isoniazida, ajustada em diferentes valores de
pH: 1,0 (a), 3,0 (b), 5,0 (c), 7,0 (d), 9,0 (e) e 11,0 ().

Estes resultados indicam que o farmaco é reduzido em toda a faixa de pH
1 a 11 sobre o SPCE/EPH, porém as ondas apresentam-se melhores definidas na
regidgodepH5a?’.

A representagdo em grafico dos valores de potencial de pico e da corrente

de pico catddica, em fungao do pH sdo mostrados na Figura 60.
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Figura 60: Variagdo do potencial e da corrente de pico catédica, em fungdo do pH

da solugdo correspondente a reducéo de isoniazida sobre SPCE/EPH, v =50 mV s™.

Os resultados obtidos mostram que o pH exerce forte influéncia na corrente
e no potencial de pico catddico. O valor da corrente de pico apresentou um maximo
em pH proximo a 7,0; em valores extremos de pH, observa-se uma ligeira diminuigéo
da corrente de pico. Este comportamento pode estar relacionado a desprotonagao
da isoniazida [93] pKa = 11 ou do filme de poli-histidina [40] pKa = 6,0. Em valores
de pH < 5,0, ambas as espécies estdo protonadas e pode existir repulsdo
eletrostatica entre elas, o que diminui o efeito eletrocatalitico. Na regiao de 6,0 <
pH< 9,0, o analito continua protonado, mas filme de poli-histidina apresenta uma
diminui¢ao dos sitios imidazolicos protonados, o que reduz a repulsao eletrostatica e
consequentemente aumenta a corrente de pico catdédica. Em pH > 10, tanto o analito
quanto o filme de poli-histidina estdo desprotonados, sugerindo que a diminuigdo da
corrente pode estar relacionada com a desprotonagao da isoniazida.

Para toda a faixa de pH investigado, o potencial de pico catddico apresentou
uma variacgao linear, obedecendo a seguinte equacéao: -Epc = 722 mV + 54 mV*pH™.
A inclinacdo de 54 mV por unidade de pH pode fornecer um indicativo sobre o

numero de protons envolvidos na etapa determinante da reacao eletrédica. De
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acordo com a literatura, um sistema irreversivel segue a relagao: AE/ApH = 59,1 mV
*m H"/an [93], onde an pode ser calculado a partir de Ep-Epz = 47,7 m\/an [118].
Para os voltamogramas ciclicos obtidos em pH = 7,0, foi observado um valor
médio de Ey-Epp = 45 mV, resultando em um an = 1,06. Assim, utilizando-se os
valores de an = 1,06 e AE/ApH = 54 mV, é possivel deduzir que o numero de
prétons envolvidos no processo eletrodico € 0,97. Esse resultado concorda com o
observado por Lund [87], e assim, podemos sugerir que a redugao da isoniazida
ocorra via a redugédo da ligagdao N-N do grupo hidrazina levando a formagao de
amobnia. Dessa maneira, para fins analiticos, foi escolhido o valor de pH 7,0, visto
que forneceu a melhor combinagao entre corrente de pico catddica e resolugao

voltamétrica.

IV.6.3. MEDIDAS DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

Na tentativa de justificar a proposta de funcionamento para o eletrodo
modificado, foram realizadas medidas de impedancia eletroquimica, que permite
obter informagdes sobre aspectos capacitivos e resistivos do sistema. Assim, as
medidas de impedancia, para todos os eletrodos, foram realizadas em um potencial
de -0,9 V (vs. Ag/AgCl), pois se trata do menor valor de potencial onde se observou
o pico de reducéao da isoniazida. A amplitude de potencial aplicada foi de 10 mV, em
um intervalo de freqtiéncia de 10° a 10 Hz.

O sistema foi simulado empregando uma forma simples de um circuito
elétrico. A Figura 61 apresenta o circuito equivalente empregado para todas as
medidas realizadas, o qual consiste de uma resisténcia em série, com um capacitor
paralelo a outra resisténcia; este circuito simples é conhecido como circuito de
Randles [119], onde Rs representa a resisténcia da solugéo entre os eletrodos de
trabalho e referéncia, C representa a capacitancia da dupla camada elétrica formada
na superficie eletrédica, Rtc representa a resisténcia a transferéncia de carga do
analito e Zw é a impedancia de Warburg, resultante da difusdo das espécies

eletroativas da solucéo para a superficie eletrédica.
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Figura 61: Circuito elétrico equivalente utilizado nas medidas de impedancia
eletroquimica, para os eletrodos de carbono impresso modificados e nao

modificados, na presencga de isoniazida.

Medidas de impedéncia podem ser representadas graficamente de
diferentes formas. Neste trabalho, optou-se por apresentar os resultados das na
forma de um diagrama no plano complexo; este tipo de representacdo é também
conhecido como diagrama de Nyquist, grafico de Sluters ou Cole-Cole, além de
outros. A Figura 62 apresenta os resultados obtidos para o eletrodo de carbono
impresso ndo modificado, na presenca de 1,0 x 10“ mol L™ de isoniazida, além de
duas simulagdes da curva. Ambas as simulagdes, foram realizadas empregando o
circuito supracitado, porém, diferem na parte capacitava do sistema, sendo utilizados
um capacitor (C) e um elemento de fase constante (Q), para ajustar o circuito elétrico

equivalente.
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Figura 62: Grafico de impedéancia no plano complexo, obtido para o eletrodo de
carbono impresso ndo modificado, na presenca de 1,0 x 10* mol L de INZ, em
potencial de -0,9 V (vs. Ag/AgCl) (Curva A). Simulagbes empregando um circuito
elétrico equivalente utilizando como componentes, um capacitor (Curva B) e um

elemento de fase constante (Curva C).

Observando os resultados obtidos para a medida (Curva A) e as simulagdes
realizadas (Curvas B e C) pode-se verificar que existe uma diferenga entre a
aproximacao das curvas. A simulacdo do circuito elétrico equivalente utilizando
como componente um capacitor C (Curva B) ndo apresentou uma boa aproximagao
para o sistema. Este fato mostra que a utilizacdo de um capacitor puro, para
representar a superficie eletrédica, ndo é adequada. Os resultados obtidos para a
simulagdo utilizando o componente Q, apresentaram uma aproximagao mais
satisfatéria, para o conjunto de pontos experimentais, sugerindo, dessa forma, que a
superficie do eletrodo ndo apresenta um comportamento exatamente como
esperado para um capacitor puro. Esse procedimento de comparagcdo entre a
utilizagcado do capacitor C e o elemento de fase constante Q foi realizado para todos
os eletrodos avaliados, sendo os resultados obtidos semelhantes ao observado para

o eletrodo de carbono impresso ndo modificado. Assim, todos os resultados das
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medidas de impedancia foram obtidos utilizando o componente Q em substituicdo ao
C, no circuito elétrico equivalente citado anteriormente.

A Figura 63 apresenta os resultados de impedéancia eletroquimica, realizada
em potencial de -0,9 V (vs. Ag/AgCl), com uma amplitude de potencial de 10 mV, em
um intervalo de freqtiéncia entre 10° e 10 Hz, obtidos para os eletrodos de carbono
impresso ndo modificado e modificados por diferentes procedimentos, em solugao

de tampao fosfato pH 5,0, na presenca de 1,0 x 10“*mol L™ de isoniazida.
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Figura 63: Grafico de impedancia no plano complexo obtido para os eletrodos de
carbono impresso: nao modificado (B) e modificados: pela eletropolimerizagéo da
histidina (A), pela adigédo direta de poli-histidina (D) e utilizando glurataldeido (C), em
solugdo tampdo acetato pH 5,0, na presenga de 1,0 x 10 mol L de INZ, em
potencial de -0,9 V (vs. Ag/AgClI).

Os resultados das medidas de impedéancia, para os eletrodos avaliados,
apresentaram significativas diferengas no que se refere aos valores. Entretanto, o
perfil deles foi muito semelhante, sendo observado, em todos os casos, um

semicirculo seguido de um prolongamento linear, onde o raio do semicirculo reflete a
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cinética da transferéncia eletronica e a reta fornece informagao sobre a difusao das
espécies para a superficie eletrodica.

A Curva B foi obtida para o eletrodo de carbono impresso n&do modificado e
as curvas A, C e D da figura 63 foram obtidas para os eletrodos modificados pela
eletropolimerizagéo da histidina (Curva A), pela adi¢cao direta de poli-histidina (Curva
D), e utilizando o glutaraldeido (Curva C). Os valores obtidos para a resisténcia a

transferéncia de carga calculados estao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores de resisténcia a transferéncia de carga calculada para os
eletrodos de carbono impresso ndao modificados e modificados por filmes de PH

para a reducao de isoniazida.

Eletrodo Resisténcia (R) / kohm
SPCE 8,07
SPCE/PH 41,2
SPCE/Glu-PH 47,5
SPCE/EPH 6,77

Pode-se observar que o SPCE/EPH difere significativamente dos demais
eletrodos modificados, apresentando o menor valor de resisténcia para reducao de
isoniazida, quando comparado aos demais eletrodos. Os eletrodos SPCE/PH e
SPCE/GIu-PH apresentaram resultados semelhantes, pois para ambos o valor da
resisténcia a transferéncia de carga foi elevado, sugerindo que esses filmes nao
favorecem a eletroreducao da isoniazida. Porém, no SPCE/Glu-PH o efeito foi mais
pronunciado, demonstrando, assim, uma dificuldade maior para a reducdo do
farmaco sobre esse eletrodo.

Os valores de resisténcia encontrados pela técnica de impedéancia podem
ser comparados com os resultados voltamétricos mostrados anteriormente (Figura
58). Em um potencial de -0,9 V (vs. Ag/AgCl), foi observado para o SPCE/EPH um
pico de corrente referente a redu¢ao da isoniazida. Nesse mesmo potencial, para o

eletrodo ndao modificado, foi observado um valor de corrente menor e para os
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SPCE/PH e SPCE/GIlu-PH, um valor de corrente proximo a corrente de fundo, o que

concorda com os valores de resisténcia obtidos pelas medidas de impedancia.

I\V.6.4. DETERMINACAO DE ISONIAZIDA UTILIZANDO SPCE/EPH

Para a otimizacdo do método, diversos parametros que podem exercer
alguma influéncia sobre a resposta voltamétrica do sistema foram estudados. O
potencial de acumulo foi investigado seu efeito entre -0,4 V e -0,8 V, em tempos de

acumulo de 60s. Os respectivos voltamogramas estao apresentados na Figura 64.
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Figura 64: Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE/EPH em solugao tampao
fosfato pH 7,0, na presenca de 2,0 x 10 mol L™ de isoniazida, apds aplicagdo, por
60s, de diferentes valores de potencial: -0,4V (Curva A), -0,6 V (Curva B) -0,8 V

(Curva C) e potencial de circuito aberto (Curva D).

A analise dos voltamogramas indica que a variagdo no potencial de acumulo
nao exerceu influéncia significativa sobre a resposta voltamétrica do eletrodo. Desta
maneira, os demais estudos foram realizados empregando condigbes de potencial

de circuito aberto.
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Outro fator que pode exercer grande influéncia sobre a resposta
voltamétrica de um sistema € o tempo de imersdo do eletrodo de trabalho. Para
avaliar esse parametro, voltamogramas ciclicos foram obtidos utilizando um
SPCE/EPH, em solucdo tampao acetato pH 5,0, em duas condi¢cdes: imediatamente
apos a imersao do eletrodo e apds 200 segundos de imersdo, em condigdes de
potencial de circuito aberto. Os voltamogramas obtidos estdo apresentados na

Figura 65.
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Figura 65: Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE/EPH em solugdo tampao
acetato pH 7,0, na presenca de 2,0 x 10° mol L™ de isoniazida, imediatamente apos

a imersao do eletrodo (Curva A) e apds 200 segundos de imersao (Curva B).

Observando os voltamogramas, é possivel verificar que o tempo de imerséo
nao exerceu influéncia significativa sobre a resposta voltamétrica do SPCE/EPH. Os
resultados obtidos para o estudo do potencial antes da etapa de varredura e para o
tempo de acumulacao reforgam a proposta de que a isoniazida nao é retida no filme
polimérico, e que o filme atua no sentido de favorecer o mecanismo de transferéncia
eletrénica.

A incorporacgao do analito no filme polimérico foi testada através de dois

experimentos: a) primeiramente, o eletrodo SPCE/EPH foi submetido a varreduras
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ciclicas de potencial, no intervalo de -0,4 V a -1,2 V, sob velocidade de varredura de
25 mVs™, em solugdo tampsdo fosfato pH 7,0 contendo 1,0 x 10* mol L™ de
isoniazida. A seguir, o eletrodo foi removido, lavado com agua destilada e colocado
em uma solugéo contendo apenas o eletrélito suporte. B) No segundo experimento,
o eletrodo SPCE/EPH foi colocado em uma solugao de eletrdlito suporte contendo
1,0 x 10* mol L™ de isoniazida e mantido por 10 min sob agitacdo, em condicdes de
potencial de circuito aberto. Apos esse periodo, o SPCE/EPH foi removido, lavado,
transferido para uma solucdo contendo apenas tampéo fosfato pH 7,0. Os
voltamogramas ciclicos obtidos para esses dois experimentos estdo ilustrados na
Figura 66. Na mesma figura, esta apresentado, para efeito de comparagdo, um

voltamograma obtido em soluggo contendo 3,0 x 10 mol L™ de isoniazida
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Figura 66: Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE/EPH em solugao tampao
acetato pH 7,0, na presenca de 3,0 x 10° mol L™ de isoniazida (Curva A), e em
solugdo tampdo acetato pH 5,0, na auséncia de isoniazida, apds ciclagem de
potencial (Curva B) ou imersao por 10 minutos (Curva C) em solugédo contendo 1,0 x

10* mol L' de isoniazida.

Para ambos os experimentos realizados, os resultados sugerem que nao
existe a incorporagcdo do analito no filme polimérico formado na superficie do
eletrodo impresso, o que suporta a proposta de que o efeito do filme de poli-histidina

apenas facilita a reducéo da isoniazida, ou seja, tem um efeito eletrocatalitico.



M.F. Bergamini Resultados e discussdes 127

A influéncia da velocidade de varredura sobre a corrente de pico catédica da
isoniazida foi investigada, em um intervalo entre 10 mV s™ a 200 mV s™. O grafico
construido, a partir da corrente de pico em fung¢ao da raiz quadrada da velocidade de
varredura, apresentou um comportamento linear, segundo a equacao: -l,c (uA) =
1,61 + 2,42 x 10" v Isso sugere um controle difusional, onde a isoniazida
provavelmente é reduzida através do filme de poli-histidina.

Com o aumento da velocidade de varredura, o potencial de pico catédico
variou para valores mais negativos. Um grafico construido de Epc versus o In da
velocidade de varredura [118,119] apresentou um comportamento linear, segundo a
equacao: -Epc = 0,923 + 0,026*In v. Considerando para um sistema irreversivel, o
coeficiente angular previsto entre Ep vs. In v seria de 30 mV/an, o valor experimental
encontrado para este coeficiente de 26 mV, indica valor an = 1,15. Pode-se verificar
que o valor de an obtido pelo estudo da velocidade de varredura apresentou uma
boa concordancia com aquele verificado diretamente no voltamograma (an = 1,06).
Para fins analiticos, foi adotada a velocidade de varredura onde se observou melhor
resolugdo voltamétrica, isto &, 50 mV s™.

Depois de otimizadas as condi¢gdes experimentais para a determinagao do
farmaco, construiu-se uma curva analitica para a redugcdo da isoniazida sobre o
SPCE/EPH, usando voltametria de varredura linear. A Figura 67 apresenta os
voltamogramas de varredura linear, obtidos em solugdo tampao fosfato pH = 7,0,

contendo diferentes concentragdes de isoniazida.
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Figura 67: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/EPH em
solugéo tampéo fosfato pH 7,0, para diferentes concentragdes de isoniazida: (a) 0,0,
(b) 1,5 x 10, (c) 3,5 x 10®, (d) 7,5 x 10®, (e) 1,5 x 10, (f) 3.0 x 10°°, (g) 5.8 x 107,
(h) 1,1 x 10™* e (i) 2,1 x 10 mol L, aplicando as condicdes otimizadas. Em detalhe

€ mostrada a curva analitica.

A resposta voltamétrica do SPCE/EPH, em fungcdo da concentragdao de
isoniazida, foi linear no intervalo de 1,5 x 10° a 2,1 x 10 mol L™ e obedeceu a
equacdo: -lpc (pA)= 0,43 + 0,93*Cinz (umol L™"). O método ofereceu um limite de

deteccdo (3*desvio padrio do branco/sensibilidade) de 5,0 x 107 mol L.

IV.6.4.1. UTILIZACAO DA VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL E DE ONDA
QUADRADA

Visando melhorar os limites de detecgédo e a sensibilidade voltamétrica do
método proposto para determinagéo de isoniazida, o eletrodo modificado foi avaliado
empregando-se outras técnicas voltamétricas, tais como, voltametria de pulso

diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV). Para ambas as técnicas
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adotadas, diversos parametros foram avaliados e otimizados, como a variacao da
amplitude e do tempo de duragao de pulso nos voltamogramas de pulso diferencial
(Figura 68). Por apresentarem maximos valores de corrente, um tempo de duragéo

de pulso de 5 ms e AE =75 mV foram escolhidos.
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Figura 68: Variacdo da corrente de pico catddica, em fungdo da amplitude de pulso

(A) e do tempo de duracgéo do pulso (B).

O efeito da velocidade de varredura (1 e 20 mV s™) foi também investigado,
sendo escolhido um valor de 10 mVs™, por apresentar os melhores resultados.

Depois de otimizadas as condicbes experimentais para a analise de
isoniazida, construiu-se uma curva analitica usando o SPCE/EPH, sobre condicdes
de voltametria de pulso diferencial. A Figura 69 apresenta os voltamogramas obtidos

em diferentes concentragdes de isoniazida e a respectiva curva analitica.
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Figura 69: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o SPCE/EPH, em
solucao tampao fosfato pH 7,0, na presenca de diferentes concentracbes de
isoniazida: (a) 0,0, (b) 5,0 x 107, (c) 1,5 x 10®, (d) 3,5 x 10°, (e) 7,5 x 10®, (f) 1,5 x
107, (g) 3.0 x 10, (h) 5.8 x 10°,(i) 1,1 x 10° e (j) 2,1 x 10 mol L™". Em detalhe é

mostrada a curva analitica.

A resposta voltamétrica do SPCE/EPH, em fungcdo da concentragao de
isoniazida, foi linear de 5,0 x 107 a 1,1 x 10* mol L', segundo a equagao: -Ipc (nA) =
1,21 + 2,99*Cinz (umol L™"). Em valores superiores a 110 pmol L™, pode-se observar
um aumento menos acentuado da corrente de pico, sugerindo a saturagao dos sitios
presentes na superficie do eletrodo. O método ofereceu um limite de detecgao
(3*desvio padrédo do branco/sensibilidade) de 1,7 x 10”7 mol L™.

Foram realizados estudos visando avaliar a potencialidade do SPCE/EPH
para determinacao de isoniazida, sobre condi¢cdes de voltametria de onda quadrada.
Para isso, trés parametros foram investigados: amplitude de pulso de potencial (AE),
frequéncia (f) e incremento de pulso. Todos esses parametros foram estudados em
solugdo tampao fosfato pH 7,0, na presenca de 5,0 x 10° mol L™ de isoniazida. A
Figura 70 apresenta a variagao da corrente de pico catddica, em fungéo da variagao

da frequéncia e da amplitude de pulso.
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Figura 70: Variagdo da corrente de pico catddica, em fungéo da frequéncia (A) e da

amplitude de pulso (B).

Para valores de frequéncia de 10 a 300 Hertz (Figura 70A), pode-se
visualizar um aumento da corrente de pico. Em frequéncias acima de 75 Hz, foi
observado um aumento significativo da corrente da linha base, o que compromete o
perfil e a resolugdo do voltamograma. Baseado nisso, uma frequéncia de 75 Hz foi
escolhida para ser aplicada nos demais estudos.

Com relagédo a variagao da amplitude de pulso (Figura 70B), observou-se
um aumento da corrente de pico, com o aumento da amplitude de pulso para valores
entre 10 e 50 mV. Em valores superiores, a corrente de pico atingiu uma regiao
constante, culminando no alargamento do pico de corrente catddica, que levou a
uma diminuicdo na resolucao voltamétrica. Desta maneira, optou-se por realizar os
demais estudos com uma amplitude de 50 mV.

Outro parametro avaliado foi o incremento de pulso, estudado para valores
entre 1 e 15 mV. O pico de redugao aumentou, porém, para valores maiores que 5
mV, observou-se a deformagao dos voltamogramas. Assim, o valor de incremento de
pulso de potencial de 5 mV foi adotado para a obtengdo da curva analitica (Figura
71).
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Figura 71: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o SPCE/EPH, em
solugdo tampao fosfato pH 7,0, na presenca de diferentes concentragbes de
isoniazida: (a) 0,0, (b) 1,5 x 10°, (c) 3,5 x 10®, (d) 7,5 x 10°, (e) 1,5 x 10, (f) 3.0 x
10, (g) 5.8 x 10°,(h) 1,1 x 10* e (i) 2,1 x 10” mol L. Em detalhe é mostrada a

curva analitica.

Observando a Figura 71, pode-se verificar uma relacdo linear
(1,5 x 107 a 1,1 x 10 mol L") entre a resposta voltamétrica do SPCE/EPH e a
concentragdo de isoniazida, que obedece a equacgéao: -lpc (uA)= 2,31 + 3,71*Cinz
(umolL™). Em valores superiores a 110 pumol L', nota-se apenas um pequeno
aumento da corrente, sugerindo a saturacdo dos sitios presentes na superficie do
eletrodo. O método ofereceu um Ilimite de detecgdo (3*desvio padrdao do

branco/sensibilidade) de 2,5 x 107 mol L™,
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IV.6.4.2. COMPARACAO DAS TECNICAS VOLTAMETRICAS E APLICACAO DO
METODO

Apos avaliar o comportamento do SPCE/EPH, para determinacao
voltamétrica da isoniazida empregando diferentes técnicas, compilou-se na Tabela 8

0s principais parametros obtidos.

Tabela 8: Parametros extraidos das curvas analiticas obtidas para reducao de

isoniazida, sobre eletrodo SPCE/EPH, em tampao fosfato pH 7,0.

Técnica  Regi&o Linear/ mol L' Sensibilidade/ pA L Limite de Detecgéo /

umol” mol L™
LSV 1,5x10%a2,1x10* 0,99 5,0x 107
DPV 50x107a1,1x10* 2,99 1,7 x 107
SWV 1,5x10%a1,1x10* 3,71 2,5x107

Das técnicas voltamétricas avaliadas, foi observada uma maior sensibilidade
para a voltametria de onda quadrada (SWV), além de uma menor faixa de resposta
linear. Para a voltametria de varredura linear (LSV), foi observado o maior intervalo
de linearidade na resposta, mas com elevado valor no limite de deteccéo,
provavelmente devido a baixa sensibilidade. Quando se observa os resultados
obtidos com a voltametria de pulso diferencial, sdo verificados valores mais
satisfatérios entre os parametros avaliados; por essa razdo, a DPV foi escolhida
para ser posteriormente aplicada na determinagcao de isoniazida em amostras reais.
Utilizando o mesmo eletrodo foram realizadas 10 medidas consecutivas em
condigdes de DPV para uma solugdo contendo 1,0 x 10 mol L™ de isoniazida, onde
foi verificado um desvio padrédo de 2,9% para esse conjunto de medidas.
Empregando 5 eletrodos diferentes, nas mesmas condigdes experimentais, foi
observado um desvio padrao de 5,2% quando comparada a média obtidas para esse

conjunto de medidas.

A quantificacdo de isoniazida em amostras de urina humana, usando
SPCE/EPH, foi testada avaliando-se inicialmente a influéncia da presenca da

amostra sobre a resposta voltamétrica do sistema. Para isso, voltamogramas de
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pulso diferencial foram obtidos em 20 mL de solugdo tampao fosfato pH 7,0,
contendo uma concentragao de isoniazida fixa em 5,0 x 10™° mol L'1, na auséncia e
na presenga de diferentes volumes de urina enriquecida com a mesma concentragao
do analito, sem nenhum pré-tratamento. Foram adicionados a célula, volumes de 20,
100, 200, 400 e 800 pL de urina e os valores médios relativos de corrente de pico
catddica, obtidos dos voltamogramas de pulso diferencial, foram de 98,5, 97,3, 95,7,
92,4 e 90,4 %, respectivamente. Os resultados obtidos sugerem que a presenca da
amostra de urina contendo isoniazida promoveu uma diminuigdo no sinal
voltamétrico, referente a redugédo do analito. Para solugdes com mais de 200 uL de
amostra de urina, os valores de recuperagdo foram menores que 95%. Assim, o
valor de diluigdo de 200 uL foi adotado para a determinagcdo de isoniazida em

amostras de urina.

A determinagdo de isoniazida em uma amostra de urina enriquecida com
7,3 x 10* mol L do analito foi realizada em triplicata, segundo o procedimento:
diluicdo direta de uma aliquota de 100 uL da amostra em 10 mL de eletrdlito suporte,
registros de voltamogramas de pulso diferencial para a amostra e para quatro
adicdes sucessivas de uma solucdo de isoniazida, resultando em concentracdes
finais de 0,3, 0,6, 0,9 e 1,2 umol L. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9: Valores encontrados na determinagao de isoniazida utilizando SPCE/EPH.

Réplica  Valor adicionado / mmol L™ Valor recuperado / mmol L' Recuperacéo / %
1 0,73 0,70 96
2 0,73 0,75 104
3 0,73 0,74 101

Valores de recuperacdo variando entre 96 e 103% foram obtidos,
demonstrando uma boa concordancia entre os valores e também a aplicabilidade do

meétodo proposto na determinagao voltamétrica de isoniazida.
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IV.7- APLICACAO DOS ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO MODIFICADOS
POR FILMES DE PH NA ANALISE DE PIRAZINAMIDA

IV.7.1- COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DA PIRAZINAMIDA SOBRE SPCE
NAO MODIFICADO

. A Figura 72 apresenta os voltamogramas obtidos para a redugéo de 2,0

x107° mol L™ de pirazinamida em tampao fosfato..
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Figura 72: Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE nao modificado, em
solugdo tampao fosfato pH 1,0, na presenca de 2,0 x 10° mol L™ de pirazinamida, v
=50mV s’

Nessas condi¢des, foi verificada a existéncia de um pico de redugao (pico |)
em potencial de -0,43 V (vs. Ag/AgCl), e um sinal de oxidagdo do produto em
potencial de -0,31 V (vs. Ag/AgCl), na varredura reversa. O processo eletrodico
apresenta uma razao lyJ/l,c de 0,64, e a diferenca de Epc2 — Epae € igual @ 33 mV.
Deste modo, os resultados obtidos permitem sugerir que o sistema se comporta
proximo ao esperado para o caso reversivel. O fato da relagéo la/l,c ndo ser igual a

1, pode estar relacionado a alguma reacdo quimica acoplada, que consome o
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produto da reducgdo, causando consequentemente, uma diminui¢do na corrente de
oxidacdo. A eletroatividade desse composto embora pouco estudada possa ser
possivelmente atribuida a redugéo/oxidacdo da dupla ligagdo existente no anel

aromatico da molécula.

IV.7.2- COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DA PIRAZINAMIDA SOBRE SPCE
MODIFICADO POR FILMES DE PH

Visando comparar o desempenho do eletrodo ndo modificado ao dos
eletrodos modificados, foram realizadas medidas de voltametria ciclica, na presenca
de pirazinamida. A Figura 73 apresenta os voltamogramas registrados em solugéo

tampao fosfato pH 1,0 na presenca de 2,0 x 10° mol L.
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Figura 73: Voltamogramas ciclicos obtidos com o SPCE ndo modificado (a) e para
modificados SPCE/PH (b), SPCE/GIlu-PH (c) e SPCE/EPH (d), em solugado tampao

fosfato pH 1,0, na presenca de 2,0 x 10 mol L™ de pirazinamida, v=50 mV s™.

Foi observada uma diminui¢cdo na corrente de pico catddica e uma variagcéo
no sobrepotencial de pico para valores mais negativos (-0,53 V vs. Ag/AgCl), em

relacdo ao eletrodo ndo modificado quanto utilizados os eletrodos SPCE/PH (b) e
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SPCE/GIu-PH (c). Para o SPCE/EPH (d) foi verificada uma diminuicdo no
sobrepotencial de reducgao (-0,3 V vs. Ag/AgCl) e um aumento na corrente de pico
em relacdo ao eletrodo ndo modificado. Na varredura reversa, o sinal de oxidagao foi
observado para todos os voltamogramas. No eletrodo SPCE/EPH voltamogramas
apresentaram valores da raz&o |,./lpc de 0,78 e uma diferenga entre Epc2 — Epar igual
a 16 mV. Para sistemas reversiveis simples, é esperado uma relagdo lp/l,c = 1 e
uma diferenga de Epcz — Epaz de 28/n (onde n é o numero de elétrons), com base
nos resultados obtidos € possivel encontrar n de 1,75 e sugerir que o eletrodo
comporta-se como esperado para um sistema reversivel com transferéncia de 2
elétrons em pH 1,0. Comparando-se esses resultados com os obtidos com SPCE
nao modificado, fica notério que o filme de PH construido por eletropolimerizacao
facilita a redugdo da pirazinamida e também auxilia na estabilizacdo do produto
formado, esse fato traduzido por um aumento na razéo lp/l,c € na diminuicdo de
Epciz — Epara.

A diferenca observada no comportamento voltamétrico da pirazinamida
sobre os SPCE modificados, deve ser atribuida as caracteristicas dos filmes
formados para cada procedimento. Assim, eletrodos que apresentam filmes mais
espessos, como os SPCE/PH e SPCE/Glu-PH, atuam como uma barreira,
dificultando a reducio da pirazinamida, sendo esse efeito mais pronunciado para o
SPCE/GIu-PH, sugerindo que o agente ancorante aumenta a resisténcia a
transferéncia de carga. Ja o SPCE/EPH por ser um eletrodo recoberto apenas por
mondémeros oxidados da histidina, que por sua vez exibe uma espessura menor e
facilita a redugédo da pirazinamida. Dessa maneira, por apresentar resultados mais
promissores para a redugao eletroquimica da pirazinamida, o eletrodo SPCE/EPH foi
escolhido para a realizacao dos demais estudos, visando o desenvolvimento de um
método de analise.

Como o potencial de acumulo poderia afetar a resposta voltamétrica do
eletrodo modificado SPCE/EPH, foi investigado seu efeito entre -0,2 V e +0,2 V (vs.
Ag/AgCl), usando tempos de acumulo de 60s, para uma solugcdo contendo 1,0 x 10
mol L pirazinamida. A andlise dos voltamogramas indicou que a variagdo no
potencial de acumulo ndo exerceu influéncia significativa sobre a resposta
voltamétrica do eletrodo. Assim, os demais estudos foram realizados empregando

condi¢des de potencial de circuito aberto.
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Outro fator que pode exercer grande influéncia sobre a resposta
voltamétrica de um sistema € o tempo de imersdo do eletrodo de trabalho. Para
avaliar esse parametro, voltamogramas ciclicos foram obtidos utilizando um
SPCE/EPH, em solucao tampao fosfato pH 5,0, em duas condi¢des: imediatamente
apos a imersao do eletrodo e ap6s 200 segundos de imersdo, em condigdes de
potencial de circuito aberto. Os resultados demonstraram que o tempo de imersao
nao apresentou uma influéncia significativa sobre a resposta voltamétrica do
SPCE/EPH. Estudos do potencial antes da etapa de varredura e para o tempo de
acumulacao reforcaram a proposta de funcionamento, um efeito eletrocatalitico para
a redugao da pirazinamida.

A incorporagao do analito no filme polimérico foi testada através de dois
experimentos: a) primeiramente, o eletrodo SPCE/EPH foi submetido a varreduras
ciclicas de potencial, no intervalo de -0,4 V a -1,2 V, sob velocidade de varredura de
25 mVs', em solucdo tampdo acetato pH 5,0 contendo 1,0 x 10* mol L' de
pirazinamida. A seguir, o eletrodo foi removido, lavado com agua destilada e
colocado em uma solugdo contendo apenas o eletrdlito suporte; b) No segundo
experimento, o eletrodo SPCE/EPH foi colocado em uma solugcdo de eletrdlito
suporte contendo 1,0 x 10“ mol L™ de pirazinamida e mantido por 10 min sob
agitacdo, em condigcbes de potencial de circuito aberto. Apds esse periodo, o
SPCE/EPH foi removido, lavado, transferido para uma solu¢do contendo apenas
tampao fosfato pH 1,0. Para ambos os experimentos realizados, os resultados
sugeriram que nao existe a incorporagao do analito no filme polimérico formado na
superficie do eletrodo impresso, o que suporta a proposta de que o efeito do filme de
poli-histidina é de apenas facilitar a reducédo da isoniazida, ou seja, tem um efeito
eletrocatalitico.

A influencia da variagdo do pH sobre a resposta voltamétrica do SPCE/EPH
para reducdo de 2,0 x 10®° mol L™ de pirazinamida, foi avaliada em valores de pH

entre 1,0 e 11. Os voltamogramas ciclicos obtidos estado apresentados na Figura 74.
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Figura 74: Voltamogramas ciclicos obtidos para o SCPE/EPH, em solugéo tampao
fosfato contendo 2,0 x 10° mol L™ de pirazinamida, ajustada em diferentes valores
de pH: 1,0 (a), 3,0 (b), 5,0 (c), 7,0 (d), 9,0 (e) e 11,0 (f).

Observando os resultados obtidos € possivel verificar que a variagao do pH
causou significativas alteragbes no perfil da curva voltamétrica de reducédo da
pirazinamida, sobre o SPCE/EPH. A Tabela 10 apresenta os valores obtidos

corresponde as relativas correntes de pico anddica e catédica em fungéo do pH.

Tabela 10: Valores da corrente de pico anddica (lpa) e catodica (lpc)

e da razao lya/lpc em fungdo do pH.

pH Ipa / Ipc
1,0 0,81
3,0 0,49
5,0 0,34
7,0 0,60
9,0 0,45
11,0 0,49

A corrente de pico catddica € maxima em pH 1 com ligeira diminui¢do para

maiores valores de pH.. A razdo entre Ipa/lpc para todo o intervalo avaliado foi
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menor que 1, porém, em pH > 1 foi observado um valor de 0,81, sugerindo que
possivelmente reacdes quimicas que consomem o produto sdo minimizadas nestas
condigbes experimentais.

Os valores de potencial de pico catédicos, obtidos em solugao contendo
2,0 x10®° mol L™ de pirazinamida, foram colocados em um grafico, em fungéo do pH

do eletrolito suporte, e apresentados na Figura 75.
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Figura 75: Variacdo do potencial pico catédica e anddica, para uma solugao
contendo 2,0 x10° mol L™ de pirazinamida, sobre SPCE/EPH, em funcéo do pH da

solucgao.

Os resultados obtidos para a variacdo do potencial de pico em fung¢ao do pH
apresentouuma relagdo onde se observa duas regides. Em pH > 9, ndo ha variacbes
significativas dos potenciais de pico indicando que o mecanismo eletrodico ocorre
sem participagao de protons. No entanto, no intervalo de pH < 9, foi observada uma
variagao linear entre o potencial de pico e o pH, com coeficiente angular de -79 mV.
Com base nos valores da variagdo do potencial por unidade de pH, foi possivel
calcular e sugerir o numero de prétons envolvidos na reagao de eletrodo. A relagéo
AE/ApH = (59,1 mV/n)*Ny* & bem estabelecida para um processo eletrodico

reversivel [118, 119], onde o produto n & o numero de elétrons e Ny* &€ o nimero de
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prétons envolvidos. Utilizando os resultados obtidos, pode-se sugerir que para pH
1,0, o numero de elétrons transferidos na redugao da pirazinamida foi proximo a 2. A
participagéo de ions H*, para esse valor de pH, envolve aproximadamente 3 ions H".
Relatos encontrados na literatura, utilizando eletrodos de mercurio, sugerem que a
reducdo da pirazina em pH < 2, gera o ion 1,4-hidropirazinium [104, 105], porém
essa reducao ocorre em duas etapas via a formacao do cation radical dihidropirazina
[105]. Em valores de pH acima de 2 existe uma sobreposicdo dos processos e a
reducdo ocorre de forma direta, levando a formacdo do ion 1,4-hidropirazinium,
envolvendo 2 elétrons e 3 préotons. Dessa forma, baseados nos resultados obtidos,
sugere-se que em pH = 1 sobre o eletrodo SPCE/EPH, o processo eletrédico pode

ser representado como no equagao2.

NH, O
H
NH
O o6 + 3H =——— ‘ ‘ 2
\ +
N /N\
H H

Equacéo 2: Representagéo da reducédo eletroquimica da pirazinamida.

A estabilidade do produto formado é dependente das caracteristicas do
substituinte, sendo observada uma reversibilidade maior para compostos pirazinicos
contendo ligantes retiradores de elétrons [105]. Deve-se salientar que os valores
calculados sao apenas um indicativo da reagao eletrddica, visto que a literatura nao
apresenta informagdes significativas sobre os processos redox envolvendo a
pirazinamida. A elucidagdo do mecanismo de redugdo do analito requer estudos
mais detalhados. O pH 1 foi escolhido, pois apresentou a melhor concordancia entre
a resolucao voltamétrica e os valores de corrente de pico.

A influéncia da velocidade de varredura sobre a corrente de pico catddica foi
investigada em um intervalo entre 10 mV s™ e 200 mV s™'. A partir da corrente de
pico, um grafico foi construido em funcdo da raiz quadrada da velocidade de
varredura, o qual apresentou um comportamento linear, para um intervalo entre 10
mVs” e 150 mVs™, segundo a equagéo: -l,c (nA) = 0,46 + 2,89 x 10" v, Esses

resultados sugerem um controle difusional, onde a pirazinamida é reduzida através
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do filme de poli-histidina. Com o aumento da velocidade de varredura, o potencial de
pico catddico variou para valores mais negativos. Um grafico construido de Epc
versus o In da velocidade de varredura [118] apresentou um comportamento linear,
segundo a equagao: -Epc = 0,280 + 0,011*In v. Para fins analiticos, foi adotada a
velocidade de varredura onde se observou melhor resolugao voltamétrica, isto €, 50

mVs™.

I\V.7.3. MEDIDAS DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

Medidas de impedancia eletroquimica foram realizadas empregando as
seguintes condi¢cdes experimentais: amplitude de potencial de 10 mV, intervalo de
freqiiéncia entre 10° e 102 Hz, em um potencial de -0,32 V (vs. Ag/AgCl). A Figura
76 apresenta os resultados de impedancia eletroquimica, na forma de um diagrama
no plano complexo, obtidos para os eletrodos de carbono impresso ndo modificados
e modificados por diferentes procedimentos, em solu¢cdo de tampéo fosfato pH 1,0,

na presenca de 1,0 x 10 mol L™ de pirazinamida.
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Figura 76: Grafico de impedancia no plano complexo obtido para os eletrodos de
carbono impresso: ndo modificado (Curva B) e modificados: pela eletropolimerizagéo
da histidina (Curva A), pela adicdo direta de poli-histidina (Curva D) e utilizando
glurataldeido (Curva C), em solugdo tampédo fosfato pH 1,0, na presenca de

1,0 x 10* mol L™! de pirazinamida, em potencial de -0,32 V (vs. Ag/AgCl).

Analisando os resultados obtidos, foram determinados os valores da
resisténcia a transferéncia de carga para os eletrodos avaliados, esses valores estao

apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11: Valores de resisténcia a transferéncia de carga calculada para os
eletrodos de carbono impresso ndao modificados e modificados por filmes de PH

para a reducao de pirazinamida.

Eletrodo Resisténcia (R) / kohm
SPCE 20,14
SPCE/PH 24,89
SPCE/Glu-PH 26,31
SPCE/EPH 9,04

Pode-se observar que o SPCE/EPH difere significativamente dos demais
eletrodos modificados, sendo encontrado o menor valor de resisténcia a
transferéncia de carga. Para os eletrodos SPCE/PH e SPCE/Glu-PH foram
observados resultados muito semelhantes, ou seja, ambos apresentaram um
elevado valor da resisténcia a transferéncia de carga, sugerindo que esses filmes
nao favorecem a eletrorreducao da pirazinamida. Esse efeito foi mais pronunciado
no SPCE/GIu-PH, demonstrando, assim, uma dificuldade maior para a redugao

sobre esse eletrodo.

I\V.7.4 DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE PIRAZINAMIDA SOBRE SPCE/EPH

Depois de otimizadas as condi¢cbes experimentais para determinagdo do
farmaco, construiu-se uma curva analitica para a redug¢ao da pirazinamida sobre o
SPCE/EPH, usando voltametria ciclica. A Figura 77 apresenta os voltamogramas de
varredura ciclica, obtidos em solucdo tampao fosfato ajustada em pH = 1,0,

contendo diferentes concentragdes de pirazinamida.
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Figura 77: Voltamogramas de varredura ciclica obtidos para o SPCE/EPH, em
solugédo tampéo fosfato pH 1,0, para diferentes concentragdes de pirazinamida: (a)
0,0, (b) 7,5 x 10°, (c) 1,1 x 10°, (d) 1,6 x 10°, (e) 2,3 x 10°, (f) 3,8 x 107°,
(9) 5,8 x 10°,(h) 1,1 x 10*, (i) 1,5 x 10* e (j) 2,1 x 10* mol L', aplicando as

condicdes otimizadas. Em detalhe € mostrada a curva analitica.

A resposta voltamétrica do SPCE/EPH, em fungcdo da concentragao de
pirazinamida, apresentou um comportamento linear no intervalo entre 7,5 x 10° a
1,5 x 10” mol L seguindo a equacdo da reta: -Ipc (uA)= 4,3 x 102 + 0,127*Cpr
(umol L™). O método ofereceu um limite de detecgdo, calculado como 3*desvio
padréo do branco/inclinacdo da curva analitica, de 2,0x 10 mol L™ de pirazinamida.

Além das caracteristicas analiticas, pode-se verificar outras dependéncias a
partir dos voltamogramas, como a variagado da relagéo entre as correntes de pico
(Ipa/lpc) com a concentragao do analito. A Figura 78 apresenta os valores de Ipa/lpc

versus o logaritmo da concentragao de pirazinamida.
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Figura 78: Grafico da razédo entre as correntes Ipa/lpc, em fun¢do do logaritmo da

concentracao de pirazinamida.

E possivel observar que existe uma diminuicdo na relagdo Ipa/lpc, & medida
que se aumenta a concentracdo do analito e um comportamento linear com o
logaritmo da concentragdo da pirazinamida. Esses resultados séo atribuidos na
literatura [120, 121] a sistemas envolvendo reagdes quimicas de segunda ordem.
Deste modo, os resultados obtidos sugerem que a variagao na relagao lpa/lpc, em
funcdo da concentracdo do analito, esta relacionada com a ordem da reacao
quimica acoplada. Assim, é possivel sugerir que a reagdo quimica envolvendo o
produto da reacado eletrodica da pirazinamida poderia ser um produto dimérico,
prepoderante sob alta concentracédo do farmaco.

Em relagdo ao potencial de pico catdédico, também foi observado um
deslocamento para valores mais negativos, com o aumento da concentragdo da
pirazinamida. A Figura 79 apresenta a variagdo do potencial de pico catédico, em

funcao do logaritmo da concentragao do analito.
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Figura 79: Grafico do potencial de pico catodico (Epc), em fungédo do logaritmo da

concentragao de pirazinamida.

Para um intervalo de concentragdo da curva analitica, foi observada uma
variagdo linear do potencial de pico catodico, em fungdo do logaritmo da
concentracdo de pirazinamida, segundo a equacao: -Epc (mV) = 415 + 23,7 * log
[Pirazinamida]. Para reag¢des quimicas acopladas que seguem uma cinética de
segunda ordem, € esperada uma variagao linear entre o potencial de pico catodico e
o logaritmo da concentragao da espécie eletroativa, com coeficiente angular de 19,5
mV. Os resultados obtidos apresentaram uma variacdo de 23,7 mV, confirmando o
diagndstico que o processo de redugao do farmaco no filme poderia envolver uma
reacao de segunda ordem.

Em relacdo ao processo eletrodico, pode-se inferir que a redugao de
pirazinamida sobre o SPCE/EPH, nas condi¢des estudadas, n&o deve ocorrer como
uma reagao de eletrodo simples, e sim envolver um mecanismo EC, com uma

reagao quimica de segunda ordem, cujo diagndstico exige investigacdes futuras.
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IV.7.5. DETERMINACAO DE PIRAZINAMIDA EMPREGANDO SPCE/EPH POR
VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL E ONDA QUADRADA

Visando melhorar os limites de detec¢do e a sensibilidade voltamétrica do
método proposto, utilizando SPCE/EPH, para determinacdo de pirazinamida, o
eletrodo modificado foi avaliado empregando-se outras técnicas voltamétricas, tais
como, voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV).
Para ambas as técnicas adotadas, diversos parametros foram avaliados e
otimizados, visando a construgdo das curvas analiticas, utilizando como eletrdlito
suporte solugao tampéao fosfato ajustada em pH 1,0.

Primeiramente, testou-se os efeitos da variagdo da amplitude e do tempo de
duragdo de pulso nos voltamogramas de pulso diferencial. Por apresentarem a
melhor concordancia entre a resolucao voltamétrica e os valores de corrente de pico,
foram escolhidos um tempo de duragao de pulso de 5 ms e uma amplitude de pulso
de 75mV. O efeito da velocidade de varredura (1 e 20 mV s™') foi também
investigado, sendo escolhido um valor de 10 mVs™', por apresentar os melhores
resultados.

Depois de otimizadas as condicbes experimentais para analise de
pirazinamida, construiu-se uma curva analitica empregando o SPCE/EPH, sobre
condigbes de voltametria de pulso diferencial. A Figura 80 apresenta os
voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes concentragbes de

pirazinamida e a respectiva curva analitica.
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Figura 80: Voltamogramas de pulso diferencial (A) obtidos para o SPCE/EPH, em
solucao tampao fosfato pH 1,0, na presenca de diferentes concentracbes de
pirazinamida: (a) 0,0, (b) 9,0 x 107, (c) 3,0 x 10°, (d) 8,0 x 10°, (e) 2,1 x 107%,
(f) 3,5 x 10, (g) 6,4 x 10, (h) 9,6 x 10° e (i) 1,7 x 10” mol L. Em detalhe é

mostrada a curva analitica (B).

A resposta voltamétrica do SPCE/EPH, em fungcdo da concentragao de
pirazinamida, foi linear de 9,0 x 107 a 9,6 x 10° mol L', segundo a equagao: -Ipc
(nA) = 1,35 + 0,37*Cpir (umol L™). Em valores superiores a 100 umol L™, pode-se
observar apenas um pequeno aumento da corrente de pico, sugerindo a saturagéo
dos sitios presentes na superficie do eletrodo. O método ofereceu um limite de
deteccdo (3*desvio padrdo do branco/sensibilidade) de 5,7x 107 mol L' de
pirazinamida .

Na tentativa de melhorar a potencialidade do SPCE/EPH, para
determinacdo de pirazinamida, foram realizados estudos sobre condicdes de
voltametria de onda quadrada. Para isso, trés parametros foram investigados:
amplitude de pulso de potencial (AE), frequéncia (f) e incremento de pulso. Todos
esses parametros foram estudados em solucao tampéao fosfato pH 1,0, na presenca
de 5,0 x 10° mol L de pirazinamida. Para valores de freqtiéncia entre 10 e 300 Hz,

foi observado um aumento da corrente de pico com o aumento da frequéncia. Em
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freqUéncias acima de 75 Hz, foi observado um aumento significativo da corrente da
linha base, o que compromete o perfil e a resolugdo do voltamograma. Baseado
nisso, uma frequéncia de 75 Hz foi escolhida para ser aplicada nos demais estudos.
Com relacéo a variacdo da amplitude de pulso, esta foi avaliada entre 5 e 150 mV,
sendo observado um aumento da corrente de pico com o aumento da amplitude de
pulso, para todo o intervalo investigado. Porém, para valores maiores que 50mV foi
verificado um alargamento do pico de corrente catddica, o que levou a uma
diminuicdo na resolugcdo voltamétrica. Desta maneira, optou-se por realizar os
demais estudos aplicando-se uma amplitude de 50 mV. O incremento de pulso foi
estudado para valores entre 1 e 15 mV e os resultados demonstraram que o pico de
reducdo aumentou, com o aumento do incremento de pulso. Porém, para valores
maiores que 5 mV, observou-se a deformagao dos voltamogramas. Assim, o valor de
incremento de pulso de potencial de 5 mV foi adotado para a obtengao da curva

analitica. A curva analitica esta apresentada na Figura 81.
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Figura 81: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o SPCE/EPH, em

solucao tampao fosfato pH 1,0, na presenca de diferentes concentracbes de
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pirazinamida: (a) 0,0, (b) 3,0 x 10°, (c) 7,0 x 10°, (d) 1,6 x 10°, (e) 3,4 x 107%,
(f) 5,7 x 10°, (g) 8,0 x 10°, (h) 1,1 x 10° e (i) 1,7 x 10* mol L. Em detalhe é

mostrada a curva analitica.

A resposta voltamétrica do SPCE/EPH, em fungcdo da concentragao de
pirazinamida, foi linear de 3,0 x 10° a 1,1 x 10™ mol L, segundo a equagao: -Ipc
(nA) = 1,21 + 2,99*Cpir (umol L™). Em valores superiores a 110 umol L™, pode-se
observar um menor aumento da corrente de pico, sugerindo a saturagdo dos sitios
presentes na superficie do eletrodo. O método ofereceu um limite de deteccao

(3*desvio padrdo do branco/sensibilidade) de 7,5 x 107 mol L™ de pirazinamida.

IV.7.6 COMPARACAO DAS TECNICAS VOLTAMETRICAS E APLICACAO DO
METODO PARA DETERMINACAO DE PIRAZINAMIDA

Das técnicas voltamétricas avaliadas, foi observada uma maior sensibilidade
para a voltametria de onda quadrada (SWV), além de uma menor faixa de resposta
linear. Para a voltametria de varredura linear (LSV), foi observado o maior intervalo
de linearidade na resposta, mas com elevado valor no limite de detecgéao,
provavelmente devido a baixa sensibilidade. Quando se observou os resultados
obtidos com a voltametria de pulso diferencial, foram verificados valores mais
satisfatérios entre os parametros avaliados; por essa razdo, a DPV foi escolhida
para ser posteriormente aplicada na determinagcdo de pirazinamida em amostras
reais. Utilizando o mesmo eletrodo foram realizadas 10 medidas consecutivas em
condicdes de DPV para uma solugdo contendo 1,0 x 10®° mol L™ de pirazinamida,
onde foi verificado um desvio padrédo de 3,8% para esse conjunto de medidas.
Empregando 5 eletrodos diferentes, nas mesmas condigdes experimentais, foi
observado um desvio padrao de 5,5% quando comparada a média obtidas para esse

conjunto de medidas.

A quantificacdo de pirazinamida em amostras de urina humana sobre
SPCE/EPH foi testada adotando a mesma metodologia aplicada para a isoniazida,

ou seja, primeiramente foi avaliada a influéncia da presenga da amostra sobre a



M.F. Bergamini Resultados e discussdes 152

resposta voltamétrica do sistema. Para isso, voltamogramas de pulso diferencial
foram obtidos em 20 mL de solucdo tampao fosfato pH 1,0, contendo uma
concentracdo de pirazinamida fixa em 5,0 x 10° mol L™, na auséncia e na presenca
de diferentes volumes de urina enriquecida com a mesma concentracdo do analito,
sem nenhum pré-tratamento. Foram adicionados a célula, volumes de 20, 100, 200,
300, 500 e 1000 yL de urina e os valores médios relativos de corrente de pico
catddica, obtidos dos voltamogramas de pulso diferencial, foram de 98,7, 97,5, 97,1,
96,3, 92,7 e 89,4 %, respectivamente. Os resultados demonstraram que a presenca
de urina contendo pirazinamida promoveu uma diminuicdo no sinal voltamétrico,
referente a redu¢do do analito. Para solugdes contendo mais de 300 uL de amostra
de urina, os valores de recuperagao foram menores que 95%. Assim, o valor de
diluicdo de 300 puL foi adotado para a determinacao de pirazinamida em amostras de

urina.

A determinacdo de pirazinamida em uma amostra de urina enriquecida com
5,0 x 10 mol L™ do analito foi realizada em ftriplicata, pela diluigdo direta de uma
aliquota de 100 uL da amostra em 10 mL de eletrdlito suporte, seguida de quatro
adicdes de uma solugao de pirazinamida, resultando em concentragdes finais de 2,5,

5,7,5e 10 umol L ™. Os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Valores encontrados na determinagdo de pirazinamida utilizando
SPCE/EPH.

Réplica Valor adicionado / mmol L™ Valor recuperado / mmol L™ Recuperagéo / %
1 0,50 0,52 104
2 0,50 0,51 102
3 0,50 0,48 96

Valores de recuperagao proximos foram obtidos, demonstrando a

aplicabilidade do método proposto na determinagao pirazinamida.
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IV.8- AVALIACAO DOS ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO, MODIFICADOS
POR FILMES DE PH, NA PRESENCA DE AuTM

IV.8.1- ESTUDO DO COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DO AuTM SOBRE
SPCE POR REDISSOLUCAO ANODICA

Os eletrodos modificados com filmes de poli-histidina, pela adi¢ao direta do
poli-aminoacido e pela polimerizagado eletroquimica a partir da histidina, foram
avaliados, utilizando procedimento semelhante ao empregado para os eletrodos nao

modificados. Os resultados estao apresentados na Figura 82.
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Figura 82: Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE nao modificado (curva A),
para os SPCE modificados pela adi¢ao direta da poli-histidina (curva B) e pela
polimerizacéo eletroquimica (curva C), em solugdo de HCI 0,1 mol L™ contendo 6,0 x

10 mol L' de AuTM, apds a aplicagdo de -1,1 V, por 60 s.

Os voltamogramas demonstraram que, em ambos os casos avaliados, os
eletrodos de carbono impresso modificados por poli-histidina ndo apresentaram
resultados melhores que os obtidos para o eletrodo ndo modificado (curva A).

Embora o SPCE/PH, preparado pela adi¢ao direta do polimero, tenha apresentado
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um perfil voltamétrico muito semelhante ao SPCE n&o modificado, as intensidades
de corrente observadas para os processos de redugcdo e oxidagao apresentaram
sempre valores menores; para o SPCE/EPH preparado pela eletropolimerizagao
eletroquimica, esse efeito € mais pronunciado, indicando que o filme na superficie
do eletrodo nao apresenta potencialidade analitica maior que o eletrodo nao
modificado. No entanto, a prévia pré-concentragcdo do AuTM poderia ser usada para

melhorar a resposta do AuTM sobre eletrodos modificados por filmes de PH.

IV.8.2-ESTUDO DO COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DO AUTM SOBRE
SPCE POR REDISSOLUCAO CATODICA

IV.8.2.1- REDUCAO VOLTAMETRICA DE AUROTIOMALATO SOBRE SPCE NAO
MODIFICADO E MODIFICADO POR FILMES DE PH

A possibilidade de pré-concentrar e monitorar o farmaco AuTM, sobre
eletrodos de carbono impresso modificados por PH (SPCE/PH) e ndo modificado
(SPCE), foi avaliada comparando-se o comportamento voltamétrico de 1,0 x 10 mol
L’ AuTM, em KCI 0,1 mol L'1, sobre ambos os eletrodos. A reducdo do farmaco
sobre SPCE ndo modificado apresentou apenas um pico de redugdo com baixa

intensidade de corrente, em potenciais de -0,07 V, como mostra a Figura 83a.
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Figura 83: Voltamogramas de varredura ciclica obtidos para o SPCE nao modificado
(curva A) e SPCE/PH (curva B), em solugdo de KCI 0,1 mol L™ (pH = 1,0) contendo
1,0 x 10”° mol L™ de AuTM.
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Para ambos os eletrodos avaliados, é possivel verificar um pico de redugao
em -0,12 V (pico 1), que pode estar relacionado com a reducédo direta do Au(l)
presente no farmaco para Au(0). Posteriormente, foi observado que o potencial

apresentou uma grande influéncia sobre o perfil voltamétrico do AuTM.

Considerando que o AuTM é um comlexo de Au (l), investigou-se a seguir a
possibilidade de monitoramento do sinal da reducdo do produto de oxidagdo do

farmaco.

A Figura 84 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para os eletrodos
modificados (curva a) e nado modificados (curva b), nas mesmas condigcdes
experimentais realizadas anteriormente, apos eletrdlise prévia durante 90 s sob de
0,9 V.
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Figura 84: Voltamogramas de varredura ciclica obtidos para o SPCE nao modificado
(curva a) e SPCE/PH (curva b), em solugdo de KCI 0,1 mol L™ (pH = 1,0) contendo

1,0 x 10° mol L™ de AuTM, apés condicionamento em potencial de 0,9 V, por 90 s .

Em ambas as condigbes experimentais, observou-se a ocorréncia de dois
picos de reducdo nos voltamogramas, que provavelmente podem ser atribuidos a

redugdo dos pares Au**/Au’, em 0,48 V (pico 1), e um pico de pequena intensidade
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em -0,12 V, atribuido & redugdo de Au*/Au’ (pico 1). Estes picos apresentaram
acentuado aumento de corrente sobre o eletrodo modificado por filmes de PH, como
mostra a Figura 84b. Este comportamento deve-se a uma possivel interagao entre o

ouro contido no farmaco e o grupo imidazol presente no polimero.

Os parametros visando a otimizacdo do método foram investigados, como a
influéncia da aplicagao de um potencial na etapa de pré-concentragao. Para isso, um
potencial foi aplicado por 90s, antes da etapa de varredura. Foram investigados
valores de potencial entre 600 mV e 1100 mV (vs. Ag/AgCl) e os resultados estédo

apresentados na Figura 85.
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Figura 85: Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE/PH, em solug¢ao de KCI 0,1
mol L™ contendo 1,0 x 10° mol L™ de AuTM, apds 90 s de condicionamento, em
diferentes valores de potencial: 600 (a), 700 (b), 800 (c), 900, (d), 1000 (e) e 1100
mV (f).

E possivel verificar que o potencial apresentou uma grande influéncia na
reducdo voltamétrica do AuTM, sobre os SPCE/PH. Em valores de potencial
menores que 800 mV, foi observado apenas um pico de corrente em -0,07 V,
provavelmente devido a redugao do Au(l) (pico I) presente no complexo AuTM. Para

valores de potencial maiores, verificou-se 0 desaparecimento do pico supracitado e
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o surgimento de um pico de redugcédo em E = 0,43 V (pico Il). A corrente de pico
catodica aumentou para valores de potencial entre 800 e 1000 mV; acima deste

valor, ndo apresentou variag&o significativa.

Visando um melhor entendimento do efeito do potencial sobre a resposta
voltamétrica do eletrodo, foram registrados voltamogramas ciclicos do AuTM,
iniciando a varredura em diferentes valores de potencial. A Figura 86 apresenta os

voltamogramas obtidos.
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Figura 86: Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE/PH, modificado pela adigao
direta do polimero, em solugéo de KCI 0,1 mol L™ (pH = 1,0) contendo 1,0 x 10 mol
L™ de AuTM, iniciando a varredura em diferentes valores de potencial: 800 (a), 1000
(b) e 1200 mV (c).

Observando a Figura 86, verifica-se que o comportamento voltamétrico do
AuTM, sobre o eletrodo modificado, variou de acordo com o potencial de inicio da
varredura. Para varreduras iniciadas em E < 800 mV, foi verificado apenas um pico

de redugao em -0,07 V, que pode estar relacionado com a redugao direta de
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Au(l)/Au(0) no farmaco. Nenhum pico de oxidacdo na varredura reversa foi
observado. No entanto, para varreduras iniciadas em E > 800 V, foi observado o
surgimento de um novo pico de reducdo em 0,43 V, com concomitante
desaparecimento do pico de redugdo em -0,07 V, o qual pode estar relacionado a
reducao do Au(lll)/Au(l), apds prévia oxidagdo do complexo. Na varredura reversa,
foi observado um sinal de oxidagdo em 0,81 V, atribuido a formagao de Au(lll); em
potenciais mais positivos que 1000 mV, foi observado um sinal de oxidagao mal
definido, que além de estar relacionado com a oxidagao do ligante do complexo de

Au(l), pode ser atribuido também a oxidag&o do solvente.

Visando um melhor entendimento dos processos redox, foram realizadas
varreduras ciclicas de potencial, em solu¢gdes de AuTM e de Au(lll), utilizando o
SPCE/PH pré-concentracdo em valores de potencial de 800 e 1000 mV. Os

resultados estdo apresentados na Figura 87.
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Figura 87: Voltamogramas ciclicos obtidos para o SPCE/PH, em solug¢ao de KCI 0,1
mol L™ (pH = 1,0), contendo 1,0 x 10° mol L™ de AuTM (a), e 1,0 x 10° mol L™ de
Au** (b), pré-acumulado por 90 s, em potencial de 800 (A) e 1000 mV (B).
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Para a reducdo do AuTM, sobre o eletrodo modificado e submetido a pré-
concentragdo em 800 mV (A), foi verificado um comportamento voltamétrico
semelhante ao observado anteriormente, ou seja, apenas um pico de redugao em -
0,07 V. Ja para o Au(lll), foram observados dois picos de redugdo, um em 0,43 V e
outro em -0,07 V. Quando o eletrodo foi submetido a pré-concentragdo em um
potencial de 1000 mV (B), foi verificado que o AuTM exibiu um comportamento
voltamétrico muito parecido ao observado para os ions Au(lll), apresentando um
pico de redugdo em 0,43 V, com intensidade de corrente de pico catddica similar
(variagdo menor que 9%). Esses resultados sugerem que o efeito de potencial esta
relacionado com a oxidagcao do Au(l) presente na molécula do farmaco AuTM, com
consequente formagdo de Au(lll). Estudos realizados com a solugdo contendo
Au(lll), demonstraram que a corrente pico de redugado, observada em 0,43 V, néo
apresentou grande influéncia do potencial de pré-acumulagéo, pois em solugdo ja
existe Au(lll). Em contrapartida, para o AuTM, foi necessaria a aplicacdo de um
potencial, a fim de promover a formacado de Au(lll). Desta forma, € possivel propor
um método capaz de ser utilizado para a determinagcao de ambas as espécies. Para

fins analiticos, o potencial de 1000 mV foi usado nos demais experimentos.

Experimentos foram conduzidos utilizando solucdes contendo 1,0 x 107
mol L™ de jons Au(lll), na presenga e na auséncia de ions cloreto. Em solugdes
contendo 0,1 mol L' de KNO; como eletrdlito suporte, ajustadas em pH 1,0, foi
observado apenas um pequeno aumento da corrente de reducio para o SPCE/PH,
quando comparado ao eletrodo ndo modificado. Para os voltamogramas obtidos na
presenca de 0,1 mol L de ions cloreto (KCI), o aumento na corrente de pico
catédico € muito mais significativo. Esse efeito provavelmente deve estar
relacionado com a formagdo de espécies complexas entre os cations Au®** e os
anions CI". Os jons Au®* podem se coordenar por quatros pontos; na literatura estao
relatados os valores das constantes de estabilidade dos complexos formados entre
os ions CI" e Au*, onde os logaritmos das constantes sdo ks = 9,26, k, = 8,31, ks =
7,31, kg = 6,16 [122]. Utilizando esses valores, foi possivel construir um diagrama de
distribuicao de espécies, relacionando os complexos de ouro e as concentragdes de

ions cloreto. A Figura 88 apresenta o diagrama construido.
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Figura 88: Diagrama de distribuicdo de espécies complexas formadas entre os ions

Au** e CI', em funcdo do logaritmo da concentracao de ions cloreto.

Observando o diagrama ilustrado na Figura 88, € possivel verificar que a
presenca de espécies complexas formadas entre os ions ouro, contendo menos que
quatro ions cloreto como ligantes, € mais pronunciada para concentragdes menores
que 10™ mol L™ do ligante. Para a concentragdo de ions cloreto avaliada (0,1 mol
L™"), é possivel concluir que existe majoritariamente a espécie tetra coordenada
[AuCly]. Embora trabalhos relatados na literatura demonstrem que é possivel a
formagdo de complexos entre a histidina e os ions Au(lll) [123], sugere-se que o
eletrodo de carbono impresso, modificado por filme de poli-histidina, apresenta seu
mecanismo de funcionamento baseado em uma interacao eletrostatica entre o filme

de PH protonado e a espécie [AuCls] como € ilustrado no Esquema 2.
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Esquema 2: Representacgéo da interagédo entre o filme de PH e o complexo de ouro.

A influéncia do pH na resposta voltamétrica do sistema foi estudada entre
valores de 1,0 e 4,0, em solucdo de KCI 0,1 mol L™ contendo 5,0 x 10° mol L™ de

AuTM, sendo os resultados apresentados na Figura 89.
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Figura 89: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH, em solugéo
de KCI 0,1 mol L™ contendo 4,0 x 10° mol L™ de AuTM, ajustada em diferentes
valores de pH: 1,0 (a), 2,0 (b), 3,0 (c) e 4,0 (d), apds 60 s de pré-concentragdo, em
1,0 V.
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Verificou-se uma diminuicdo do valor da corrente de pico catédica com o
aumento do pH até 4,0. Como valores de pH menores que 1,0 podem ser danosos
ao material de construgao dos eletrodos de carbono impresso, optou-se em realizar

os demais estudos em solugao de KCI, ajustada para pH 1,0.

IV.8.2.2 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE ANALISE

Para a etapa de pré-concentragdo, o tempo de aplicacdo do potencial
escolhido foi avaliado, em solugcdo de KCI 0,1 mol L™ contendo 1,0 x 10° mol L™ de

AuTM, em tempos entre 0 e 90 s. Os resultados estdao mostrados na Figura 90.
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Figura 90: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH, em solugéo
de KCI 0,1 mol L™ (pH = 1,0) contendo 8,0 x 10° mol L™ de AuTM, apés diferentes
tempos de actimulo, sob aplicacéo de 0,8 V (vs. Ag/AgCl), a 50 mVs™ (curva A) e os

resultados obtidos (curva B).

Conforme pode ser visualizado pela Figura 90, houve um incremento da
corrente de pico com o aumento do tempo de pré-acumulagédo, indicando uma rapida
saturacdo apos 60 s; em tempos maiores, a corrente ndo apresentou variagoes

significativas, o que permitiu a escolha do tempo de 60 s.
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A influéncia da velocidade de varredura, sobre a corrente de pico catddica,
foi investigada no intervalo entre 5 mV s e 150 mV s”. Os resultados estdo

apresentados na Figura 91.
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Figura 91: Voltamogramas de varredura linear para o SPCE/PH, modificado pela
adicdo direta do polimero, em solugdo de KCI 0,1 mol L™ contendo 5,0 x 10™° mol L™
de AuTM, apés 60 s de condicionamento, sob aplicacdo de 0,8 V (vs. Ag/AgCl KCI
sat.), em diferentes velocidades de varredura (curva A). Variagao da corrente de pico

12
(

catédica em funcdo de v*“ (curva B).

Pode-se observar um aumento da corrente de pico catédica com o aumento
da velocidade de varredura, como mostra os voltamogramas da curva A. A partir dos
resultados, foi um construido um grafico da corrente de pico catdédica em fungédo da
raiz quadrada da velocidade de varredura, onde foi verificado um comportamento
linear entre a elas, segundo a equagdo ly (RA) = -4,55 x 102 + 2,32 x 102 v'2. O
comportamento observado para o sistema sugere um controle difusional. Para fins
analiticos, foi adotada a velocidade de varredura de 50 mV s™'. Embora velocidades
superiores apresentem valores maiores de corrente, foi observado um aumento da
corrente da linha base apo6s o pico, o que diminui a resolugédo do voltamograma.

Depois de estudados tempo e potencial de acumulo e velocidade de

varredura, foram avaliados os diferentes procedimentos para a preparagao do filme
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de PH. A Figura 92 apresenta voltamogramas de varredura linear correspondentes a
reducdo de 8,0 x 10° mol L™ de AuTM, em KCI 0,1 mol L™ pH 1,0, sobre eletrodos

de carbono impresso.
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Figura 92: Voltamogramas de varredura linear, obtidos para eletrodos de carbono
impresso ndo modificado (A) e modificados SPCE/EPH (B), SPCE/GLU-PH (C) e
SPCE/PH (D), em solucédo de 0,1 mol L™ de KCI (pH 1,0) contendo 8,0 x 10™ mol L™

de AuTM, apds 60 s de pré-concentragcéo, em 1,0 V.

O AuTM foi reduzido sobre o eletrodo de carbono impresso modificado por
filmes der PH exibiu um pico de redugdo em 0,45 V (vs. Ag/AgCl). Observou-se o
mesmo perfil voltamétrico para os trés procedimentos de modificacdo dos eletrodos.
O eletrodo preparado pela polimerizag&o eletroquimica ndo forneceu um filme com a
mesma quantidade de sitios disponiveis para a interacdo com o analito, quando
comparado aos outros procedimentos de modificacdo. Observou-se que a
modificacdo da superficie pela adicao direta do poliaminoacido levou a uma maior
eficiéncia na pré-concentracdo do AuTM, enquanto que a modificagao utilizando o
glutaraldeido apresentou um valor intermediario. A utilizagdo do glutaraldeido como
agente ancorante esta ligada a uma melhora na aderéncia da poli-histidina a
superficie eletrédica. No entanto, parte dos grupamentos -NH, presentes no

poliaminoacido sao utilizados durante a ligagdo entre o polimero e o glutaraldeido.
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Assim, essa reacao diminuiu o numero de sitios disponiveis para a interagcédo com o
AuTM, levando a uma menor disposicao dos sitios e consequente diminuicdo da
corrente correspondente do AuTM. Baseado nisso, o eletrodo construido pela adigao
direta do poli-aminoacido foi empregado para os demais estudos.

A Tabela 13 apresenta os resultados correspondentes aos parametros
estudados e os respectivos valores otimizados para a determinacéao de AuTM, por

voltametria de varredura linear.

Tabela 13: Parametros utilizados na obtencdao da curva analitica para o AuTM
empregando um SPCE/PH.

Parametro estudado Intervalo avaliado Valor escolhido
Tempo de pré-concentracao 0sa90s 60 s
Potencial de acumulacao 06Val11v 1,0V
pH 1,0 24,0 1,0
Velocidade da varredura 5mVs'a150 mVs™” 50 mVs™

Empregando as melhores condigbes de analise, foi construida uma curva
analitica em triplicata, no intervalo de concentracéo entre 8,0 x 10 mol L e 3,0 x
10 mol L™" de AuTM. Os voltamogramas lineares representativos sdo mostrados na

Figura 93-A e a curva analitica na Figura 93-B.
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Figura 93: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE, em solucao de
0,1 mol L™ de KCI (pH = 1,0), na presenca de diferentes concentracdes de AuTM: (a)
0,0, (b) 8,0 x 10, (c) 1,8 x 10°, (d) 2,6 x 10°, (e) 5,4 x 107, (f) 7,5 x 10%, (g) 1,1 x

10* e (h) 3,0 x 10 mol L™, aplicando as condicdes otimizadas.

A curva analitica apresentou (Figura 93-B) um intervalo de linearidade entre
a resposta voltamétrica do SPCE/PH e a concentragdo de AuTM de 8,0 x 10°a 1,1 x
10 mol L', segundo a equacdo: -lpc (nA)= 0,28 + 39,2 Caurm (mmol L7). Em
valores superiores a 0,1 mmol L™, observou-se uma pequena variacdo na corrente
de pico catddica, sugerindo a saturacdo dos sitios. O método ofereceu uma
sensibilidade de 39,2 pA L mmol” e um limite de detecgdo (3*desvio padrdo do

branco/sensibilidade) de 3,0 x 10° mol L™,

IV.8.2.3. UTILIZACAO DAS VOLTAMETRIAS DE PULSO DIFERENCIAL E DE
ONDA QUADRADA

Visando melhorar os limites de deteccdo e a sensibilidade voltamétrica
obtidos com o SPCE/PH, para determinagao de AuTM, o eletrodo modificado foi

avaliado empregando outras técnicas voltamétricas, como a voltametria de pulso



M.F. Bergamini Resultados e discussdes 167

diferencial (DPV) e a voltametria de onda quadrada (SWV). Algumas condi¢des
experimentais estudadas anteriormente foram adotadas, como pH 1,0, tempo de
pré-concentragcdo de 60 s e potencial de acumulacdo de 1,0 V. Para ambas as
técnicas adotadas, diversos parametros foram avaliados e otimizados.

A Figura 94 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial, obtidos para
o SPCE/PH, em solucédo de 0,1 mol L™ de KCI (pH 1,0) contendo 1,0 x 10™* mol L™

de AuTM, em valores de amplitudes de pulso variando entre 5 e 100 mV.
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Figura 94: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o SPCE/PH, em
solucdo de 0,1 mol L™ de KCI (pH 1,0) contendo 1,0 x 10 mol L de AuTM, em
diferentes valores de amplitude de pulso: (a) 5, (b) 25, (c) 50, (d) 75 e (e) 100 mV.

Observou-se um aumento significativo da corrente de pico catédica com o
aumento da amplitude de pulso, entre 5 e 100 mV; para amplitudes de pulso maiores
houve uma diminuicdo na resolucio voltamétrica. Assim, escolheu-se a amplitude de
pulso de 50 mV, a qual apresentou melhor resolugdo voltamétrica e um valor
satisfatorio de corrente.

O estudo sobre a influéncia do tempo de duracédo do pulso de potencial foi
realizado entre 5 a 100 ms, nas mesmas condi¢cdes adotadas para o estudo anterior.

A Figura 95-A apresenta os voltamogramas obtidos, para os diferentes tempos
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avaliados. Os respectivos valores de corrente catddica, em fungcdo do tempo, foram

colocados em um grafico na Figura 95-B.
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Figura 95: Voltamogramas de pulos diferencial (A) obtidos para o SPCE/PH, em
solucdo de 0,1 mol L™ de KCI (pH 1,0) contendo 8,0 x 10° mol L' de AuTM, em
diferentes valores de amplitude de pulso: (a) 5, (b) 10, (c) 25, (d) 50, (e) 75 e (f) 100

ms. Variacao da corrente de pico catédica com o tempo de pulso (B).

Sob amplitude de pulso de 50 mV, é possivel verificar que existe uma queda
no valor da corrente de pico a medida que se aumenta o tempo de duragao do pulso.
De acordo com a literatura [118], com o aumento do tempo de pulso existe uma
diminuigao da corrente difusional, o que pode levar a diminuigao do sinal amostrado.
Deste modo, embora o tempo de duragado do pulso de 5 ms tenha fornecido a maior
corrente de pico catddica, o perfil voltamétrico obtido apresenta uma leva ondulagao
entre 0,4 e 0,2 V, prejudicando, assim, a resolugao voltamétrica. Por isso, escolheu-

se um tempo de 10 ms para os demais estudos.

A velocidade de varredura foi avaliada entre 5 e 30 mV s'1, sendo os

resultados obtidos apresentados na Figura 96.
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Figura 96: Voltamogramas de pulso diferencial (A) obtidos para o SPCE/PH, em
solugdo de 0,1 mol L de KCI (pH 1,0) contendo 5,0 x 10° mol L de AuTM, em
diferentes velocidades de varredura: (a) 5, (b) 10, (c) 15, (d) 20, (e) 25 e (f) 30 mVs™.

Variag&o da corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de varredura (B).

Como pode ser verificado pela Figura 96, com a variagdo da velocidade de
varredura verificou-se um aumento da corrente de pico catddica, proporcional a raiz
quadra da velocidade de varredura (Figura 96-B). Para os demais estudos, uma
velocidade de 20 mVs' foi escolhida adequada, pois foi obtida a melhor
concordancia entre o perfil voltamétrico e a corrente de pico catddica.

Depois de estudadas e otimizadas as condicbes experimentais, as quais
estdo sumarizadas na Tabela 14, foi construida uma curva analitica para o
SPCE/PH, utilizando a voltametria de pulso diferencial. A Figura 97 apresenta os

voltamogramas obtidos em diferentes concentragbes de AuTM.
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Tabela 14: Parametros otimizados para a construcdo da curva analitica com o
SPCE/PH por voltametria de pulso diferencial.

Parametro estudado Intervalo avaliado Valor escolhido
Amplitude de pulso 5mVa 150 mV 50 mV
Tempo de pulso 5 ms a 100 ms 10 ms
Velocidade de varredura 5mVs’'a30mVs’ 20mV s’
Potencial de acumulacéao 06Val11Vv 1,0V
Tempo de pré-concentragao 0Osa90s 60 s
pH 1,0a4,0 1,0
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Figura 97: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o SPCE/PH, em
solugcdo de 0,1 de KCI (pH = 1,0), na presenca de diferentes concentracbes de
AuTM: (a) 0,0, (b) 4,8 x 10°, (c) 1,2 x 10, (d) 2,5 x 107, (e) 4,8 x 10®, (f) 6,7 x 10°°,
(9) 8,7 x 10° e (h) 1,5 x 10 mol L™". Curva analitica B.

A curva analitica apresentou um intervalo de linearidade entre a resposta
voltamétrica do SPCE/PH e a concentracdo de AuTM de 4,9 x 10° a 8,7 x 10° mol
L™, segundo a equacdo: -lpc (pA)= 2,99 x 107 + 6,5 x 102 Cayrm (umolL™"). Em
valores superiores a 90 umol L™, observa-se uma estagnagao da corrente, sugerindo
a saturacao dos sitios presentes na superficie do eletrodo. O método ofereceu um

limite de detecgao (3*desvio padrao do branco/sensibilidade) de 1,7 x 10° mol L™.
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Estudos foram realizados visando avaliar a potencialidade do SPCE/PH,
para determinacdo de AuTM, sobre condi¢des de voltametria de onda quadrada.
Para isso, dois parametros foram investigados e otimizados: amplitude de pulso de
potencial e frequéncia. A Figura 98 apresenta a variagdo dos valores de corrente de
pico obtidos para o SPCE/PH, em solugdo de 0,1 mol L™ de KCI (pH 1,0) contendo

1,0 x 10 mol L™ de AuTM, empregando diferentes amplitudes de pulso.
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Figura 98: Variagcdo da corrente de pico catdédica em funcdo das diferentes

amplitudes empregadas (B).

Pode ser observado um aumento da corrente de pico com o aumento da
amplitude de pulso. Porém, para valores acima de 75 mV, foi verificado o
aparecimento de uma onda mal definida, entre 0,45 V e 0,17 V, o prejudica a
resolucido do pico de reducdo de interesse. Desta maneira, optou-se por realizar os
demais estudos aplicando uma amplitude de 50 mV.

A frequéncia foi estudada entre 10 e 150 Hertz, nas mesmas condicdes

supracitadas, sendo os resultados ilustrados na Figura 99.
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Figura 99: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o SPCE/PH, em solugao
de 0,1 mol L de KCI (pH 1,0) contendo 1,0 x 10° mol L™ de AuTM, em diferentes
valores de frequéncia: (a) 10, (b) 25, (c) 50, (d) 75, (e) 100 e (f) 150 Hz. Variacao da

corrente de pico catdédica em fungao das diferentes frequéncias estudadas (B).

Analisando os voltamogramas mostrados na Figura 99A, pode-se observar
um aumento da corrente de pico catddica, a medida que se aumenta a frequéncia.
Porém, para valores de freqlUéncia acima de 75 Hz, houve um acréscimo
significativo da corrente da linha base, o que compromete o perfil e a resolugcéo do
voltamograma. Assim, uma freqténcia de 75 Hz foi escolhida adequada e aplicada
para os demais estudos.

Depois de otimizadas amplitude de pulso e frequéncia, além de outras
condicdes experimentais, descritas na Tabela 15, foi obtida uma curva analitica para
o SPCE/PH, em solugdo contendo diferentes concentragdes de AuTM. Os

voltamogramas estdo apresentados na Figura 100.
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Tabela 15: Parametros otimizados para a construgdo da curva analitica com o

SPCE/PH por voltametria de onda quadrada.

Parémetro estudado Intervalo avaliado Valor escolhido
Amplitude de pulso 5mVa 150 mV 50 mV
Frequéncia 10 Hz a 150 Hz 10 Hz
Potencial de acumulacao o6vVal11v 1,0V
Tempo de pré-concentracao 0sa90s 60 s

pH 1,0a4,0 1,0
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Figura 100: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o SPCE/PH, em
solugdo de 0,1 mol L de KClI (pH = 1,0), na presenca de diferentes concentragdes
de AuTM: (a) 0,0, (b) 1,2 x 10, (c) 2,5 x 10°, (d) 3,7 x 10, (e) 4,7 x 10, (f) 6,0 x

107, (g) 8,8 x 10° e (h) 1,5 x 10“ mol L™, aplicando as condicdes otimizadas.

A curva analitica apresentou um intervalo de linearidade entre a resposta
voltamétrica do SPCE e a concentragdo de AuTM de 1,2 x 10° a 6,0 x 10™ mol L,

segundo a equacao: -Ipc (pA) = 8,2 x 102 + 9,62 x 102 Cautm (umol L™'). Em valores
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superiores a 60 umol L", observou-se uma menor variagdo da corrente, indicando a
saturacdo da superficie eletrodica. O método ofereceu um limite de detecgao

(3*desvio padrédo do branco/sensibilidade) de 4,0 x 10° mol L™.

IV.8.2.4 COMPARACAO DAS TECNICAS VOLTAMETRICAS E APLICACAO DO
METODO

As caracteristicas analiticas de cada técnica empregada, para determinagao
de AuTM utilizando eletrodos de carbono impresso modificados por fiimes de PH,

estdo sumarizadas na Tabela 16.

Tabela 16: Resultados obtidos por diferentes técnicas, utilizando SPCE/PH, para

a determinacao de AuTM.

Técnica Regido Linear / mol L™ Limite de Detecgao
LSV 8,0x10°-1,1x10" 3,0 x 10° mol L
DPV 49x10°-87x10° 1,7 x 10°® mol L™
SWV 1,2x10°-6,0x 107 4,0 x 10° mol L™

Das técnicas voltamétricas avaliadas, observou-se uma maior sensibilidade
para a voltametria de onda quadrada, porém, uma pequena faixa de resposta linear.
Em contraste, a voltametria de varredura linear apresentou um razoavel intervalo de
linearidade, mas com limite de deteccido mais elevado do que o verificado com a
voltametria de pulso diferencial. Esta ultima, por sua vez, apresentou os valores
mais satisfatorios, sendo, assim, escolhida para que ser posteriormente aplicada na

determinacdo de AuTM em amostras reais.

A influéncia dos componentes endégenos presentes na urina humana,
sobre o método para determinacdo de AuTM, foi avaliada. Voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para os eletrodos SPCE/PH, em 10 mL de solugéo 0,1 mol L™ KCI
(pH = 1,0), contendo uma concentragdo de AuTM fixa em 1,0 x 10 mol L™, foram
obtidos na auséncia e na presenca de diferentes volumes de urina, enriquecida com
a mesma concentragao do analito, sem nenhum pré-tratamento. Os voltamogramas
de pulso diferencial e os respectivos valores de corrente estdo apresentados na
Figura 101.
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Figura 101: (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solu¢cédo de KCI 0,1
mol L™ (pH 1,0), contendo 1,0 x 10° mol L™ de AuTM, na presenca de diferentes
volumes de urina: 0 (a), 10 (b), 20 (c), 50 (d), 100 (e), 200 (f) e 300 uL (g). (B)
Variagao percentual da corrente de pico catédica em fungdo do volume de urina

adicionado.

Os voltamogramas indicam que a adi¢gdo de urina humana, sem qualquer
tratamento prévio, na célula contendo aurotiomalato promoveu uma diminuigao
acentuada do sinal voltamétrico, correspondente a corrente de redugcdo de
Au(lll)/Au(l) no farmaco. Estes resultados podem ser melhor evidenciados pela Fig
101B, onde a diminui¢do da corrente pode ser atribuida a uma possivel interagao
entre analito e grupos contendo enxofre e nitrogénio presentes em compostos
comumente encontrados na urina, tais como soro albumina e uréia, o que resulta em
uma diminuicdo na disponibilidade do analito para interagir com o fiime de PH
presente na superficie do eletrodo de carbono impresso. Baseado nisso, pode-se
constatar que utilizando o método proposto, ndo é possivel realizar a determinagao
direta de AuTM presente em urina, sem a realizagcdo de uma etapa de pre-

tratamento da amostra.
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A etapa de pré-tratamento da amostra consistiu na adigao de 1,0 mL de HCI
concentrado em 10 mL da amostra enriquecida, seguida por aquecimento a 80 °C,
durante 20 minutos [124]. A Figura 102 apresenta a porcentagem de variagdo da
corrente de pico catddica, promovida pela quantidade crescente de urina antes (B) e

apos (A) pré-tratamento da amostra.
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Figura 102: Variagéo percentual da corrente de pico catodica, em fungao do volume

de urina adicionado: com pré-tratamento (A) e sem pré-tratamento (B).

A aplicagao do método na determinacdo de AuTM em urina humana foi
realizada, usando o seguinte procedimento: uma amostra de 10 mL de urina humana
de uma pessoa saudavel foi enriquecida com 1,0 x 10 mol L™ de AuTM, submetida
ao procedimento de pré-tratamento (segcdo experimental). Posteriormente, uma
aliquota de 200 pL dessa amostra foi diluida com KCI (pH = 1,0), até um volume final
de 10 mL. Em seguida, foi feita a analise voltamétrica usando eletrodo SPCE/PH. A
determinacao foi realizada em ftriplicata, pelo método de adicdo de solugao padrao
de AuTM (n = 4), fornecendo concentragdes finais na célula eletroquimica de 0,5,
1,0, 2,0 e 4,0 umol L™, com valores de recuperacdo entre 97 e 104 %. Estes
resultados demonstram a aplicabilidade do método proposto na determinacédo de

AuTM amostras de urina.
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IV.9 - APLICACAO DOS ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSO MODIFICADOS
POR FILMES DE PH NA ANALISE DE CROMIO

IV.9.1- COMPORTAMENTO VOLTAMETICO DO CROMIO SOBRE SPCE NAO
MODIFICADO E MODIFICADO POR FILMES DE PH

Os eletrodos de carbono impresso, modificados por filmes de poli-histidina,
foram avaliados para analise de crdmio VI, em solugcdo tampao acetato (pH 4,4)
contendo 1,0 x 10* mol L™ de dicromato de potassio (Cr,0;%). Os voltamogramas
ciclicos obtidos apés 1 minuto de pré-concentracdo para o SPCE, antes e apés a
modificagdo por filmes de poli-histidina (SPCE/PH), estdo apresentados na Figura
103.
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Figura 103: Voltamogramas ciclicos obtidos para SCPE nado modificado (curva a) e
SPCE/PH (curva b), em solugao de tampao acetato pH 4,4 contendo 2,0 x 10 mol

L™ de Cr (VI), apés 1 minuto de imerséo.

O voltamograma ciclico para a redugdo de Cr (VI), sobre o SPCE n&o
modificado, caracteriza-se por um pico de reducdo com baixa intensidade de
corrente em -0,38 V (vs. Ag/AgCl) e nenhum sinal na varredura reversa. De acordo

com a literatura [109], esse processo pode estar relacionado a redugao da espécie
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Cr(VI)/Cr(lll). No eletrodo modificado por filmes de PH, embora a redugéo ocorra em
potencial préoximo (-0,32 V), ha um aumento significativo no valor da corrente de
pico. Este comportamento indica que na presencga do filme provavelmente ocorre a
pré-concentragcéo da espécie Cr (VI), o que demonstra a potencialidade analitica do
eletrodo modificado.

Os voltamogramas de varredura linear, obtidos para redugao de Cr (VI),
foram comparados utilizando os SPCE modificados por PH, construidos por
diferentes procedimentos de formacido dos filmes poliméricos, como descrito na

parte experimental (Figura 104).
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Figura 104: Voltamogramas de varredura linear, obtidos em solu¢gdo tampéao acetato
pH 4,4 contendo 1,0 x 10* mol L' de Cr (VI), para os eletrodos modificados:
SPCE/EPH (a), SPCE/Glu-PH (b) e SPCE/PH (c), ap6s 1 minuto de imerséo.

Observando os voltamogramas obtidos para SPCE/PH, construidos por
diferentes métodos de depdsito, € possivel verificar que para todos os
procedimentos adotados existe uma melhora na resposta voltamétrica, o que pode
ser evidenciado pela maior intensidade de corrente, quando comparada ao SPCE
nao modificado.

A magnitude do aumento da corrente catdédica € dependente do
procedimento de preparagao do fiime de PH. Filmes formados por polimerizacéo

eletroquimica (Figura 104-a) apresentam o efeito menos pronunciado na corrente de



M.F. Bergamini Resultados e discussdes 179

pico catddica, o que provavelmente pode estar relacionado com a disponibilidade de
grupos imidazolicos na superficie do eletrodo, pois a eletropolimerizacdo leva a
formagao de monémeros ancorados na superficie do eletrodo.

Os eletrodos construidos pela adigéo direta do poliaminoacido (Figura 104-
c) e pela adigao do poliaminoacido apds reagao cruzada com o glutaraldeido (Figura
104-b), apresentaram comportamento voltamétrico muito semelhante quanto a
resposta ao cromio VI. No entanto, o maior aumento da corrente € obtido com o
eletrodo construido pela adicéo direta do polimero. Esse comportamento pode estar
relacionado com a forma do filme na superficie eletrédica. Anson et al. estudaram a
modificagdo de eletrodos por filmes de poli-lisina e propuseram um modelo para o
filme formado, os autores sugerem que os filmes formados pela adigdo do polimero
sao espessos e apresentam canais entre as cadeias poliméricas, e em valores de
pH menores que o pKa, os grupos da cadeia polimérica encontram-se protonados e
podem incorporar anions. Essa mesma disposi¢cdo do filme pode ocorrer com filme
de PH formados pela adi¢cio direta do polimero e utilizando a reagao cruzada com o
glutaraldeido, o fato do eletrodo SPCE/Glu-PH apresentar uma corrente menor do
que a observada com o SPCE/PH deve estar relacionada a um aumento da
resisténcia a transferéncia de carga devido a utilizacdo do agente acorante. Para
eletrodos SPCE/EPH, o filme deve ser constituido apenas por mondmeros
adsorvidos na superficie do eletrodo, produzindo assim um filme mais fino e com
menos grupos capazes de incorporar os espécies carregadas negativamente. Assim,
o SPCE/PH foi escolhido como o procedimento mais adequado para o
desenvolvimento de estudos posteriores.

A influéncia do pH na resposta voltamétrica do SPCE/PH imerso em uma
solugdo de tampao acetato, foi estudada para valores de pH ajustados entre 2,6 e

7,3. A Figura 105 apresenta os voltamogramas obtidos.
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Figura 105: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH em
solugdo de tampado acetato contendo 2,0 x 10* mol L™ de Cr”, ajustada em
diferentes valores de pH: (a) 2,6 (b) 3,4 (c) 4,4 (d) 5,4 (e) 6,5 e (f) 7,3, apds 1 minuto

de imersao.

De acordo com a literatura [108,109], o crémio(VIl) em solugéo pode estar
presente em diferentes espécies (CrO4*, HCrO4 e H,CrO,). Estes equilibrios de
protonacgao sao representados nas equagdes 3 e 4:

HCrO, S CrOs + H' Ks=3,09x107  (Equacdo 3)

H.CrO, S HCrO4 + H° Ki =0,18 (Equagéo 4)

Com base nos valores das constantes de equilibrio, € possivel construir um

diagrama de distribuigdo de espécies, o qual € apresentado na Figura 106.
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Figura 106: Diagrama de distribuicdo de espécies para o acido crémico, em fungao
do pH.

Verifica-se que no intervalo de pH estudado, a espécie predominante no
meio € o monohidrogenocromato ou “bicromato” (HCrO,4’), embora exista também
um outro equilibrio envolvendo a conversdo do HCrO, em dicromato (Cr.07%), como
apresentado pela equagdo 5, que depende da concentragdo do dicromato em

solucgao.
2 HCrO4 & Cr,0/4 +H,0 K=3,58x 10" (Equacdo 5)

O equilibrio indica que existe uma dependéncia entre as concentragdes de
dicromato e bicromato. Para os valores de concentragao utilizados, sugere-se que a
espécie predominante seja o bicromato, coexistindo uma pequena quantidade de
dicromato. De acordo com o valor do pKa da histidina (pKa = 6,0), o filme de PH
possivelmente apresenta-se protonado em uma ampla faixa na regido de pH
estudado. Deste modo a pré-concentracdo de ambas as espécies poderia ocorrer
por interacdo de natureza eletrostatica entre a superficie do eletrodo modificado e as

espécies de cromio HCrO4 e Cr,0;>. Como representado no Esquema 3.



M.F. Bergamini Resultados e discussdes 182
|| Icl)
C——NH C——NH C—
NH\HC/ \HC/ \HC/ .
Ny Nen Ny Filme de
e PH
" SNH /" SNH " SNH
NLJ /NLJ |_1N+—_J
C Espécies de

HCrO, ou Cr,0;* cromio

Esquema 3: Representagao da interacao do filme de PH e as possiveis espécies de

croémio.

Além disso, é possivel observar que o pH apresenta forte influéncia sobre a

resposta voltamétrica do eletrodo. Os voltamogramas evidenciam auséncia de um

pico de corrente significativo para fins analiticos em valores de pH acima de 6,5 e

observa-se um acentuado deslocamento do potencial de pico para valores de

potencial menos negativos o aumento da concentragao hidrogenidnica.

A influéncia da variagcdo de pH na resposta voltamétrica obtidas sobre o

SPCE/PH foi avaliada e o potencial de pico (Ep) e a corrente de pico (Ip) foram

colocados em graficos em fungédo do pH, como mostra a Figura 107.
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Figura 107: Variagao da corrente de pico catddica e do potencial de pico catddico
obtido para o SPCE/PH em solugdo de tamp&o acetato contendo 2,0 x 10 mol L™

Cr”!, em funcao do pH da solugso.

Verifica-se uma variagao linear entre o potencial de pico e aumento dos
valores de pH da solugao no intervalo entre 3,5 e 7,2, sendo essa relagao expressa
pela equagao: Ep = 0,302 — (0,141 V pH'1)*pH. A regresséao linear apresenta uma
inclinacao de 141 mV por unidade de pH neste intervalo. Do mesmo modo verifica-
se um maximo de corrente de pico no intervalo de pH entre 3,5 e 4,5. Em valores de
pH < 3,5 observa-se uma diminuicdo da corrente de pico, além do surgimento de
outro pico de reducdo em Ep = -0,68 V. Esse comportamento pode ser atribuido a
possivel formagao de outras espécies de cromio, tais como o dicromato. Do mesmo
modo, observa-se que o aumento do pH da solucéo, pH > 5,4 promove diminui¢cao
da corrente de pico catédica. De acordo com o diagrama de distribuicdo das
espécies de crémio, € possivel atribui-la a uma diminuicdo da concentracdo do
bicromato e consequente formagdo do anion cromato, que por sua vez nao foi
efetivamente pré-concentrado na superficie do eletrodo modificado. Esse fato pode
ser reforcado pelo fato da regido de pH onde acontece a formagdo do dicromato,
pode ocorrer também a desprotonagdo do grupo imidazol, fazendo com que o

eletrodo perca sua carga positiva e deixando assim de interagir eletrostaticamente
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com o anion. Para fins analiticos, optou-se por utilizar valores de pH para os demais

estudos realizados.
IV.9.2. OTIMIZA(;AO DOS PARAMETROS

O efeito da velocidade de varredura sobre a resposta voltamétrica do
sistema foi investigada de 5 a 100 mV s™. A corrente de pico catédica aumentou
com o aumento da velocidade de varredura, sendo verificada uma relagéo linear
entre a corrente de pico catédica e a raiz quadrada da velocidade de varredura para
valores entre 5 e 75 mV s, segundo a equagao: l,o(uA) = -0,488 + 0,588 v'"2. Esse
comportamento sugere que o processo de reducao do crémio sobre a superficie dos
SPCE/PH ocorre nesse intervalo de velocidade de varredura sob controle difusional
das espécies atraveés do filme polimérico.

A influéncia do potencial de acumulo foi avaliada para o eletrodo modificado
por filmes de PH em solugdo contendo 1,0 x 10®° mol L™ de Cr (VI) aplicando-se
potencial de acumulo variando entre +0,4 V e +1,0 V (vs. Ag/AgCl) durante 60s. Nao
foi observada nenhuma influéncia significativa na resposta voltamétrica do eletrodo
e, portanto, optou-se em efetuar a analise em potencial de circuito aberto.

O efeito do tempo de pré-concentracao foi investigado para concentragdes
de Cr(VI) de 1,0 x 10* mol L' e 1,0 x10®° mol L™, em tempos de actimulo variando
de Os a 300s, sob potencial de circuito aberto. Os resultados obtidos estdo

apresentados na Figura 108-A e B, respectivamente.
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Figura 108: Influéncia do tempo de pré-concentracido sobre a corrente de pico
catdodica, para o SPCE/PH, em solugdo de tampao acetato pH 4,4 contendo
1,0 x 10”* mol L™ (A) e 1,0 x10®° mol L™ (B) de Cr (VI).

Conforme pode ser visualizado pela Figura 108, para ambas as
concentragbes avaliadas, ocorreu um aumento significativo da corrente de pico
catddica, a medida que se aumentou o tempo de pré-concentracdo. Quando o Cr
(VI) estava a uma concentragdo de 1,0 x 10 mol L™, observou-se um aumento
linear da corrente de pico catédica, em fungédo do tempo de pré-concentracido de até
60s (Figura 108-A). Em tempos de acumulo maiores, ocorreu uma possivel
saturagao dos sitios ativos na superficie do eletrodo. Em concentragao de Cr (VI) de
1,0 x 10° mol L' (Figura 108-B), observou-se um aumento da corrente de pico
catodica em fungao do tempo de pré-concentragao, em até 180s, o que indica que o
tempo de acumulo € dependente da concentracgéo inicial de Cr (VI). Assim, optou-se

por adotar um tempo de acumulo fixo em 180s.
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IV.9.3. CURVA ANALITICA E APLICACAO DO METODO

Depois de otimizadas as condigdes experimentais, as quais estido

sumarizadas na Tabela 17.

Tabela 17: Parametros otimizados para a constru¢do da curva analitica com o
SPCE/PH.

Parametro avaliado Intervalo estudado Valor otimizado
pH 26a7,3 4,0
Velocidade de varredura 5mVa 100 mV 50 mV
Tempo de pré-concentracao Os a 300s 180 s
Potencial de pré-concentracao +0,4Va+10V Circuito aberto

Uma curva analitica para o SPCE/PH foi construida no intervalo de 1,0 x 10
"mol L" a 3 x 10° mol L. Os voltamogramas e os resultados obtidos estdo

apresentados na Figura 109.
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Figura 109: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH em
solugdo tampéo acetato pH 4,4, contendo diferentes concentragcées de Cr (VI): 0,0
(@), 1,0 x 107 (b), 7,5 x 107 (c), 1,6 x 10° (d), 3,2 x 10° (e), 5,5 x 10° (f), 1,0 x 10
(g), 1,5x107° (h) e 2,8 x 10° mol L™ (i).
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Foi observado um intervalo de linearidade entre a corrente de pico catodica
e a concentragdo de Cr (VI) de 1,0 x 107 mol L' a 1,5 x 10° mol L. Para
concentragbes maiores, houve um desvio negativo da linearidade, o que sugere a
saturacao da superficie eletrodica. O limite de deteccgéo [116] (3*desvio do branco/
inclinacdo da curva analitica) obtido foi de 4,6 x 10®°mol L™. Utilizando o mesmo
eletrodo foram realizadas 5 medidas consecutivas para uma solugao contendo 1,0 x
10® mol L™ de Cr (VI), onde foi verificado um desvio padrdo de 4,8% para esse
conjunto de medidas. Empregando 3 eletrodos diferentes, nas mesmas condi¢des
experimentais, foi observado um desvio padrao de 5,8% quando comparada a média
obtidas para esse conjunto de medidas.

A influéncia dos possiveis interferentes do método foi avaliada, a fim de
investigar sua aplicabilidade na determinagao de Cr (VI) em efluentes de curtume.
Esses estudos foram realizados mantendo a concentragéo de Cr (VI) fixa em 5,0 x
10 mol L™ e as concentracdes das substancias concomitantes de 5,0 x 107 mol L,
5,0 x 10° mol L' e 5,0 x 10° mol L™. A seguir seguem as espécies avaliadas e os
respectivos valores recuperados de corrente: zinco (101, 98, 94 %), ferro (97, 98, 97
%), niquel (102, 96, 98 %), cromio Il (98, 102, 101 %), potassio (100, 97, 99 %),
sodio (99, 98, 98 %), cloreto (103, 101, 97 %), fosfato (99, 96, 96 %), sulfato
(96,97,98 %) e Triton X-100 (99, 96, 78 %) e permanganato (100, 97, 88%). Valores
de recuperacdo proximos a 100% foram observados para os cations e anions
testados, enquanto que para o Triton X-100, uma diminuigdo de 20% foi observada
no valor da corrente de pico catddica, quando este estava presente em uma
concentragdo 10 vezes maior que a de Cr (VI). Para o estudo realizado com o
cromio Ill, mesmo ampliando o intervalo de varredura de potenciais até -1,3 V (vs.
Ag/AgCl), nao foi verificado nenhum sinal voltamétrico referente a reducao de crémio
[l e nenhuma influéncia sobre o sinal de reducgéao referente ao crémio VI. Quando foi
avaliada a influéncia do permanganato sobre a resposta voltamétrica do sistema, foi

verificado um comportamento muito interessante, a Figura 110 apresenta.
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Figura 110: Voltamogramas de varredura linear obtidos para o SPCE/PH em
solugdo tampao acetato pH 4,4, contendo 5,0 x 10° mol L™ de Cr (V1) contendo 0,0
mol L (A), 5,0 x 107 mol L™ (B) 5,0 x 10° mol L™ (C) e 5,0 x 10° mol L™ (D) de

permanganato.

Observando os resultados obtidos € possivel verificar a existéncia de dois
picos de redugao. O pico | (em -0,2 V) referente a redugédo de crémio VI, e o pico Il
(0,41 V) provavelmente deve estar relacionado com a redugcdo do anion
permanganato, pois sucessivas adi¢des apresentaram um aumento na corrente
catdédica para esse sinal de redugcdo. Embora o permanganato n&o tenha sido
estudado para fins analiticos, esses resultados indicam que o SPCE/PH poderia
apresentar potencialidade para desenvolver um método para sua determinagéao.
Com relagdo a influéncia sobre o sinal de redugdo do crémio VI, foi verificada
influéncia significativa apenas para concentragdes 10 vezes acima.

Amostras de agua residual, coletadas do efluente do curtume Betin industria
de couro (Lins-SP), previamente tratado, foram avaliadas com e sem o
enriquecimento com Cr (VI) e Cr (lll). A determinacao foi realizada por adi¢des
multiplas de solugdes padrao de Cr (VI), usando a analise direta com SPCE/PH.

As determinagbes realizadas nas amostras de aguas residuais, sem

qualquer enriquecimento prévio, nao apresentaram valores de crémio (VI)
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detectaveis pelo método proposto, por esta razdo optou-se por realizar a fortificagao
da amostra. As determinagdes nas amostras enriquecidas com Cr (lll) e Cr (VI)
foram realizadas em duas etapas: a primeira, antes da oxidacdo da amostra,
fornecendo valores de Cr (VI) e a segunda, apds a oxidagao [125], fornecendo Cr
(V1) total. Através da diferenga entre os valores, foi possivel obter a indiretamente a
concentracao de Cr (lll). Os resultados obtidos para a determinacao de Cr (VI) estao

sumarizados na Tabela 18.

Tabela 18: Valores obtidos para determinagao de crémio em amostras de aguas
residuais.

Adicionado/ 10”° mol L Recuperado / 10™° mol L™ E*/ %
Amostra
Crlll Cr VI Crlll Cr VI Crlll/CrVI
A 0,00 0,00 ND ND -
B 1,00 0,00 0,96 0,00 4/-
C 0,00 1,00 0,00 1,02 -/2
D 1,00 1,00 1,03 0,97 3/3

A- sem enriquecimento, B- enriquecida com Cr'"

, C- enriquecida com Cr", enriquecida
com Cr'' e CrV'. * Erro relativo.

Os resultados obtidos para a determinacdo de crébmio nas amostras
enriquecidas, demonstraram que existe uma boa concordéancia entre os valores
adicionado e recuperado (erro relativo < 5%), sugerindo que o método proposto pode
ser aplicado na determinacdo de Cr (VI) e Cr (Illl) em amostras de efluentes de

aguas de curtume.
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CAPITULO V

CONCLUSOES

Os eletrodos impressos ndo modificados demonstraram ser dispositivos
promissores para o desenvolvimento de métodos de analise para diversos analitos,
apresentando Otimos resultados para todos os procedimentos avaliados, em
condi¢cbes classicas de voltametria, em sistema com fluxo de solucdo e como
detector amperométrico em um sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA). O

quadro abaixo apresenta as principais caracteristicas dos métodos desenvolvidos.

Eletrodo Analito Método Sistema Regido linear Amostra
SPCE AUTM*  voltamétrico convencional 1,4x10%a1,5x 10* mol L™ Urina
. s 5 4 1 Formulagéo
SPCE Procaina  amperométrico  FIA (detector) 1,0x107a1,0x 10" mol L farmacéutica
. . A 6 4 1 Formulagéo
SPGE L-dopa amperométrico  hidrodinamico 1,5x10°a6,6 x10" mol L farmacéutica
*Aurotiomalato

Os meétodos desenvolvidos para os diferentes analitos, exploraram o0s
eletrodos impressos de uma forma simples, utilizando-os como ndo modificados.
Empregando diferentes sistemas, foi possivel obter resultados considerados muito
satisfatorios, demonstrando grande potencialidade analitica. Essas observacgoes,
aliadas as caracteristicas intrinsecas dos eletrodos impresso, como simplicidade e
baixo custo, indicam que esses dispositivos devem continuar sendo explorados
como uma ferramenta eletroanalitica para o desenvolvimento de novos métodos de
analise. Em adicao, os resultados obtidos com os eletrodos ndo modificados sdo
compativeis com os relatados na literatura empregando eletrodos modificados, essa
comparacao ajuda a desmistificar o uso indiscriminado de eletrodos quimicamente

modificados na determinacéo de espécies de interesse.

Com relacdo aos eletrodos de carbono impresso modificados por filmes de

PH, pode ser observado que o comportamento eletroquimico é fortemente
influenciado pelo procedimento de modificacdo da superficie. Esses procedimentos
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levam a formacdo de filmes com diferentes caracteristicas. Para eletrodos
construidos pela adicdo de uma solucdo do polimero ou utilizando um agente
ancorante (SPCE/PH e SPCE/GIlu-PH), foi observado um comportamento muito
semelhante ao descrito para filmes de poli-lisina, onde o polimero atua como um
trocador-ibnico capaz de pré-concentrar espécies carregadas negativamente, assim
um modelo semelhante ao descrito foi sugerido para o filme de poli-histidina
preparado por esses procedimentos. Ja para os SPCE/EPH, os resultados sugerem
que esses eletrodos apresentam filmes mais finos e com menos grupos disponiveis
para pré-concentrar espécies com cargas negativas, porém, esse eletrodo
apresentou um efeito eletrocatalitico para a oxidacdo de acido ascorbico. Para todos
os eletrodos construidos foram realizadas medidas consecutivas que demonstraram

que o filme formado na superficie do eletrodo apresenta uma boa aderéncia.

Dos procedimentos empregados para a modificagcdo dos eletrodos de ouro
impresso (SPGE) a adicdo direta de uma solugdo contendo o polimero comercial
(SPGE/PH) forneceu um filme capaz de pré-concentrar anions ferricianeto, porém, o
filme formado nado foi estavel, sendo lixiviado da superficie eletrédica apos
transferéncia para uma solucdo contendo apenas eletrélito suporte. Empregando
uma solucdo do polimero comercial sobre a superficie do eletrodo de ouro impresso
contendo uma camada auto arranjada do acido 3-mercaptopropionico (SPGE/MPA-
PH) foi possivel construir um eletrodo habil para incorporar ferricianeto e com

razoavel estabilidade para valores de pH entre 6,0 e 8,0.

Os eletrodos impressos modificados foram aplicados na determinacdo de
diversos analitos, sendo observados comportamentos muito interessantes. O quadro

seguinte apresenta as principais caracteristicas.
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Caracteristica Analito
s do método . . . . .

Isoniazida Pirazinamida Aurotiomalato Crémio VI

Eletrodo SPCE/EPH SPCE/EPH SPCE/PH SPCE/PH

Método Voltamétrico Voltamétrico Voltamétrico Voltamétrico

Técnica DPV** DPV DPV LSV***

Efeito Eletrocatalitico Eletrocatalitico Pré-concentragao Pré-concentragdo

Regido linear / 50x107a1,1x10" 90x107a96x10° 49x10%°a87x 10x107a15x10°

mol L™ 10°

LOD* / mol L™ 1,7x 107 5,7x 10”7 1,7x10° 46x10°

Aplicacdo Urina Urina Urina Efluente de curtume

*Limite de detecgéo
**\/oltametria de pulso diferencial
***\/oltametria de varredura linear

O SPCE/EPH apresentou um efeito eletrocalitico para a reducdo da
iIsoniazida e da pirazinamida, esse efeito foi explorado e permitiu o desenvolvimento
de um método prético, rapido e capaz de determinar essas espécies em amostras
de urina. O SPCE/PH foi utilizado como resultados promissores na determinacéo de
aurotiomalato e crébmio VI, em ambos os métodos foi possivel verificar que o
eletrodo modificado atua no sentido de pré-concentrar os analitos, melhorando a
resposta voltamétrica com relacdo aos eletrodos ndo modificados. Essas
caracteristicas permitiram o desenvolvimento de métodos habeis para a
determinacdo de ouro e crébmio em amostras de urina e agua residual,

respectivamente.
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CAPITULO VI

PERSPECTIVAS FUTURAS

Com relacdo aos eletrodos impressos, estudos devem ser realizados
visando desenvolver novos métodos para determinacdo de outros analitos
empregando sistemas convencionais e utilizando acessérios que melhoram a
resposta voltamétrica, como sistemas hidrodindmicos. O uso desses dispositivos
como detectores amperométricos em sistemas de analise por injecdo em fluxo

também deva ser explorado.

Os eletrodos modificados por filmes de PH devem ser caracterizados por
técnicas de superficie, como a microscopia de forca atbmica (AFM), visando
entender a morfologia dos filmes formados e assim tentar relacionar essas
caracteristicas com o comportamento voltamétrico dos eletrodos modificados. A
utilizacdo de eletrodos modificados por filmes de PH também devem ser explorada
no sentido de desenvolver novos métodos, porém, nesse caso a escolha de novos
analitos devem ser baseadas nos efeitos observados para os eletrodos modificados,

como a eletrocatélise e a pré-concentracao de espécies.

No referente aos analitos, como, por exemplo, para isoniazida e
pirazinamida, podem ser realizados estudos buscando a elucidacdo dos processos
redox. Para que posteriormente possam ser entendidos, oS mecanismos que

produzem o efeito eletrocatalitico observado sobre a reducao desses analitos.
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