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resumo

REsSumo

Sensores eletroquimicos, constituidos de substratos metalicos modificados por
metaloporfirinas e de superficies livres de agentes modificadores, foram desenvolvidos
com vistas a aplicagdes analiticas. Eletrodos de cobre apresentaram acéao
eletrocatalitica para a oxidagao de acido acetilsalicilico, com possivel participacao de
Cu" como mediador na reagdo de transferéncia de elétrons. A oxidagéo de salbutamol
sobre eletrodos de carbono vitreo foi conduzida em solugdo fortemente alcalina,
condigdo na qual a determinacdo do analito foi viabilizada devido a eliminacao de
problemas associados a presenca de interferentes e ao envenenamento do eletrodo.
Superficies de carbono vitreo, modificadas por adsorgcao e por eletropolimerizagao de
porfirinas tetrarrutenadas de cobalto (CoTRP) e de niquel (NiTRP), respectivamente,
demonstraram a versatilidade que tais compostos oferecem quanto ao modo de
recobrimento do sensor, levando a obtencdo de efeitos atrativos, tais como
eletrocatalise e prevencao de envenenamento. Filmes de CoTRP, cujos sitios ativos
sdo atribuidos ao par redox Ru"/Ru", mostraram-se uUteis na determinacdo de
acetaminofen, facilitando a reagdo de transferéncia de elétrons e protegendo o
eletrodo contra o envenenamento. A atividade eletrocatalitica de eletrodos modificados
por NiTRP, baseados em filmes com centros redox Ni"/Ni", foi evidente para a
oxidacao de glicose e de outros compostos organicos em meio alcalino. Os sensores
desenvolvidos foram adaptados ao sistema BIA (batch injection analysis) para a
determinagdo amperométrica dos analitos em amostras de produtos farmacéuticos. O
método BIA mostrou-se adequado para as analises, sendo possivel obter sinais
transientes de corrente, boa estabilidade e alta dispersdo. Os resultados bastante
satisfatorios demonstram a aplicabilidade dessa técnica em analises em que alta

velocidade e boa precisao sao freqlientemente requisitadas.




abstract

ABSTRACT

Electrochemical sensors based on bare and modified electrodes were
developed for analytical purposes. Copper electrodes exhibited electrocatalytical action

for the acetylsalicylic acid oxidation, with the participation of Cu"

species as electron-
transfer mediators. The salbutamol oxidation at glassy carbon electrodes was carried
out in strongly alkaline solution. In such a condition, interferences and electrode
fouling were eliminated and the analyte quantification was enabled. Glassy carbon
surfaces modified via adsorption and electropolymerization of tetraruthenated cobalt
(CoTRP) and nickel (NiTRP) porphyrins, respectively, displayed the usefulness of
these compounds for the obtainment of electrocatalysis and fouling prevention. Films
based on CoTRP, from what Ru" are the active sites, were applicable to
acetaminophen analysis by facilitating the electron transfer process and protecting the
electrode against fouling. The electrocatalytical activity of modified NiTRP electrodes,
based on films with Ni"/Ni" redox centers, was evident for glucose oxidation and other
organic compounds. The sensors were coupled to the BIA (batch injection analysis)
system for the amperometric determination of the analytes in pharmaceutical products.
BIA was suitable because it presented sharp current response peaks, excellent stability
and rapid washing out. The satisfactory results demonstrate the feasibility of such

technique for fast analyses with good precision.

il



introdugéao

INTRODUCAO

Segundo a definicdo de Janata [1], um sensor quimico pode ser considerado
um dispositivo utilizado para medir a concentracido de uma espécie quimica em uma
amostra de interesse. Idealmente, tal sensor deve funcionar de maneira continua e
reversivel e realizar a medigao diretamente na matriz da amostra, sem preparagao
prévia. Os que se baseiam em propriedades eletroquimicas sdo os mais conhecidos,
podendo ser classificados em condutométricos, impedimétricos, potenciométricos,
voltamétricos e amperomeétricos. A analise potenciométrica permite a determinagao de
atividades ou concentracbes do analito, sendo que a especificidade é inerente ao
material do eletrodo [2]. J& com os amperométricos (ou voltamétricos), além dos
citados acima, também & possivel a obtencdo de pardmetros cinéticos e
termodindmicos dos processos envolvidos [2]. Por outro lado, ha alguns fendmenos
especificos a utilizagdo destes eletrodos, que podem reduzir sua aplicagao analitica.
Dentre eles, destacam-se a falta de seletividade em sistemas complexos, o
envenenamento da superficie por adsor¢édo de produtos e/ou intermediarios da reacao
eletroquimica e a necessidade de aplicar sobretensbes elevadas para garantir a
oxidacado (redugao) de algumas espécies com baixa velocidade de reacdo. Essas
limitacbes tém estimulado muitos pesquisadores a dedicarem-se a estudos em que
eletrodos modificados sao utilizados numa busca constante por maior sensibilidade,
estabilidade e seletividade. O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM),
concebido ha quase trinta anos [3], designa eletrodos com espécies quimicamente
ativas adequadamente imobilizadas na superficie de tais dispositivos. Tem esse
procedimento o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo-solucédo. Sendo assim, a reatividade e/ou seletividade do substrato
sdo alteradas, possibilitando o desenvolvimento de sensores para varios fins e
aplicagdes, incluindo eletroandlise, estudos de eletrocatalise, de cinética de
transferéncia de elétrons, de permeacdo de membranas, sintese eletroorganica e
fotoeletroquimica [4]. A modificacdo de eletrodos pode ser conduzida seguindo
diversos caminhos [4-6]. Dois exemplos a destacar sdo a adsorcao quimica do
modificador sobre a superficie do eletrodo [4] e a eletropolimerizagao [5]. No primeiro
método, a espécie modificadora é dissolvida e a solugado resultante, colocada em
contato com o eletrodo. O solvente é evaporado, deixando o modificador imobilizado
na superficie do material solido. Ja a polimerizacao eletroquimica pode ser realizada
por trés diferentes métodos: galvanostatico, potenciostatico ou por voltametria ciclica.

Neste ultimo, o potencial de eletrodo é variado dentro de um intervalo em que o
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processo de polimerizacdo ocorre. A eletropolimerizacdo por voltametria ciclica é
bastante conveniente, pois oferece a possibilidade de um monitoramento continuo do
processo [7].

Entre os diversos agentes modificadores conhecidos, as metaloporfirinas tém
se destacado principalmente por sua capacidade de catalisar varias reagdes [8],
muitas vezes de forma seletiva [9]. Verifica-se que esses compostos também podem
conferir estabilidade a eletrodos soélidos, minimizando os problemas de
envenenamento superficial [10]. Ha mais de uma década, a sintese e caracterizacao
de metaloporfirinas tém sido objeto de estudos intensos no Laboratério de Quimica
Supramolecular e Nanotecnologia - IQUSP [11]. Uma das principais motiva¢des para a
preparacdao dessas porfirinas € o0 seu emprego como agentes modificadores de
eletrodos que, dessa forma, encontram aplicagdes como sensores eletroquimicos.
Neste sentido, o nosso grupo de pesquisa vem se destacando, com intensa
colaboracdo ao longo dos ultimos dez anos, no desenvolvimento de eletrodos
modificados por metaloporfirinas, visando principalmente a realizagcao de aplicacbes
analiticas [8,10,12-15].

O emprego de detectores eletroquimicos (inclusive os ndo modificados) em
eletroanalise amperométrica e voltamétrica é crescente. Houve um grande
desenvolvimento de sensores baseados em materiais eletrédicos para sistemas de
fluxo. Tais sistemas oferecem respostas voltamétricas rapidas e possibilidade de
monitoramento continuo resultantes das caracteristicas hidrodindmicas [16-18]. Se a
quantidade de amostra é pequena, métodos baseados em Analise por Injecdo em
Fluxo (FIA) [19] apresentam-se particularmente eficazes. Uma outra técnica analitica
que pode ser usada com sucesso, combinada com sensores quimicos, é conhecida
por Batch Injection Analysis (BIA) [20]. A implementacéo dessa técnica € ainda pouco
explorada, apesar de se mostrar apropriada para muitas aplicagdes analiticas [20-25].
BIA se baseia na inje¢gdo de pequenos volumes do analito sobre a superficie de um
detector posicionado a uma curta distancia da ponteira de uma pipeta motorizada
destinada a adicéo do analito. A semelhanca do sistema FIA, BIA é uma técnica que
gera sinais transientes, sendo a informacido analitica comumente baseada nas
medidas das alturas de pico. Esse tipo de medigdo possui muitas caracteristicas
analogas aquelas apresentadas por FIA, tais como rapidez de analise, utilizagdo de
volumes pequenos de amostra, simplicidade, repetibilidade e sensibilidade. Além
disso, como vantagem sobre FIA, descarta a necessidade do uso de valvulas, bombas
e tubos de conexdo. O conhecimento dessas caracteristicas nos encorajou a fazer um
levantamento bibliogréafico, que resultou na confeccdo de um artigo de revisao [26]

sobre todos os estudos envolvendo o emprego de BIA, até aqui publicados. Em nosso




introdugéao

laboratério, a combinacdo desta técnica com sensores eletroquimicos para a
quantificagao de diversos analitos de interesse vem sendo implementada com sucesso
[15,23,27,28]. No presente trabalho, relatam-se estudos em que sensores
amperométricos tém sido desenvolvidos para aplicacbes analiticas, quando
associados a BIA. Neste sentido, fez-se uso de eletrodos modificados por porfirinas
tetrarrutenadas de cobalto (quimicamente adsorvida) e de niquel (eletropolimerizada),
bem como de detectores eletroquimicos livres de agentes modificadores, em estudos
envolvendo a determinacdo de diferentes farmacos, tais como acetaminofen, acido

acetilsalicilico, salbutamol e glicose.

Justificativa e objetivos

Diversas areas de atuacao tém se beneficiado com os avangos tecnoldgicos ja
alcancados na area dos eletrodos quimicamente modificados. Esses sensores
encontram consideravel aplicagdo nas industrias de alimentos [29] e bioprocessos,
onde o monitoramento em tempo real é de grande valia. Na area de meio ambiente
[30], as industrias e os 6rgéos de vigilancia ambiental necessitam de sensores para
analise de muitos rejeitos industriais. Outro campo de atuagéo a citar € o da saude
publica [31], onde a deteccao de drogas pode ser realizada in vivo em casos de
emergéncia. Hospitais e laboratorios de analise [32,33] manifestam a necessidade do
uso de sensores com alta sensibilidade, especificidade e rapida deteccdo. Sob a
Optica da Quimica Analitica, o uso de EQMs se justifica quando a sensibilidade e/ou a
seletividade de determinacdo sdo aumentadas e efeitos de envenenamento
eliminados. Tais requisitos podem ser alcangados mediante exclusao de interferentes,
pré-concentracdo e eletrocatdlise. De um modo geral, a pré-concentracido e a
eletrocatalise de uma espécie de interesse levam a sensibilidades mais altas. Com a
aplicagdo de um desses dois fendbmenos, um inerente aumento da seletividade é
alcancgado.

A facilidade de adaptagdo de EQMs a métodos de Anadlise por Injegdo em
Fluxo (FIA) tem resultado no desenvolvimento de sistemas com alta freqiéncia
analitica. Batch Injection Analysis (BIA) representa um caminho alternativo e mais
simples para a realizacdo de analises rapidas e vem sendo implementada com
excelentes resultados.

A proposta deste trabalho é dar contribuicbes a area do desenvolvimento de
sensores eletroquimicos. As atividades de pesquisa realizadas, sobre as quais se
discorre ao longo do presente texto, sdo baseadas na construgdo de sensores

amperométricos com propostas analiticas para a determinacdo de alguns farmacos,
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tais como acetaminofen, acido acetilsalicilico, salbutamol e glicose. Fez-se uso de
eletrodos modificados por porfirinas tetrarrutenadas de cobalto (quimicamente
adsorvida) e de niquel (eletropolimerizada), bem como de sensores livres de agentes
modificadores. Tais dispositivos foram construidos para adaptacéo a sistema BIA com
deteccao amperométrica, com o objetivo principal de difundir esta técnica, que se
apresenta como uma ferramenta pratica e util em eletroanalise. Apesar de menos
versatii do que FIA, BIA é mais simples e atraente, considerando entre outras
vantagens, a possibilidade da criagdo de instrumentos portateis, especialmente
aqueles utilizados em analises in loco. Vale ressaltar que o estudo de supermoléculas
constituidas por porfirinas e metais de transicdo como agentes modificadores tem
revelado um comportamento singular desses compostos, quando utilizados para este
fim. Destaque deve ser dado as excepcionais possibilidades criadas com a rota de
eletropolimerizagdo. O processo de preparacao de eletrodos modificados por
polimerizacao eletroquimica de porfirinas tetrarrutenadas abre multiplas perspectivas,
tanto de estudos de carater mais fundamental como de novas aplicagdes a serem

exploradas.
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1. TEORIA

1.1. TECNICAS ELETROQUIMICAS

A eletroquimica moderna tem sido empregada como uma ferramenta poderosa
para estudar processos tecnolégicos em uma variedade de campos de pesquisa,
incluindo biotecnologia, eletrbnica e ciéncia dos materiais. Dos muitos métodos
eletroquimicos disponiveis, a voltametria, nas suas diversas formas, é talvez a técnica
mais versatil e efetiva para estudar sistemas redoxes, além de ser bastante util em

eletroanalise.

1.1.1. Voltametria ciclica

Dentre os métodos conhecidos para estudar os processos de eletrodo, os de
varredura de potencial sdo provavelmente os mais usados [2,34-37]. A voltametria
ciclica mostra-se particularmente eficiente quando se deseja conhecer a eletroatividade
de compostos (especialmente moléculas bioldgicas), investigar reagdes quimicas
acopladas e estudar superficies de eletrodos. A técnica também fornece informacgdes a
respeito da reversibilidade de um sistema. A reversibilidade eletroquimica esta
associada a troca rapida de elétrons entre as espécies redoxes e o eletrodo. Além
disso, a voltametria ciclica é considerada uma importante técnica eletroquimica usada
em Quimica Eletroanalitica.

Normalmente, utiliza-se uma célula convencional composta por um sistema de
trés eletrodos: um de trabalho (ET), um de referéncia (ER) e um auxiliar (EA), imersos
em solucdo mantida em condigao estacionaria. O eletrodo mais importante, onde
ocorre a reagao de interesse, € o de trabalho, e pode ser composto de diferentes
materiais, tais como carbono, ouro, prata, cobre, platina, niquel, paladio, etc. Os
parametros experimentais sdo controlados por um potenciostato. Basicamente, o
método consiste em aplicar ao eletrodo de trabalho um potencial que varia
continuamente com o tempo, levando a ocorréncia de reagdes de oxidacdo e/ou de
reducdo de espécies eletroativas na solugao (reagbes faradaicas) e a producdo de
uma corrente capacitiva, resultante do carregamento da dupla camada elétrica. A
corrente necessaria para sustentar a reacdo provém do eletrodo auxiliar. A fungao do
eletrodo de referéncia é permitir o monitoramento do potencial do eletrodo de trabalho.
Dessa forma, o potencial do ER (que deve ser fixo) ndo pode sofrer alteragbes

resultantes do fluxo de correntes significativas através dele. Isto é evitado pelo uso de
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potenciostatos modernos, que proporcionam grande impedéancia faradaica com
relacdo ao eletrodo de referéncia. Se a presenca de oxigénio na célula eletroquimica
vem a ser um problema, pode-se efetuar borbulhamento com um gas inerte (nitrogénio
ou argdnio) para remogao antes dos experimentos.

No esquema basico, o potencial é linearmente variado com o tempo, partindo
de um valor inicial, até atingir um potencial final. Neste ponto, a varredura ¢é invertida
até atingir novamente o potencial de partida. O resultado é um registro de corrente em
funcado do potencial aplicado, comumente denominado voltamograma ciclico. No perfil
voltamétrico corrente-potencial, os processos de oxidacdo e de redugcéo ocorrendo no
eletrodo de trabalho sao representados por correntes de pico anddica (Ip,a) e catédica
(Ip,c). Outros parametros importantes considerados em voltametria ciclica sdo os
potenciais de pico anddico (Ep,a) e catddico (Ep,c). A definigdo desses parametros é
mostrada na Tabela 1. Na Figura 1, é representado esquematicamente um experimento
de voltametria ciclica.

Tabela 1. Parametros importantes considerados em voltametria ciclica.

Termo Definicao

Ep,a Potencial de pico anddico. Potencial no qual a corrente anddica apresenta seu mais alto valor.
Ip,a Corrente de pico anddica. O mais alto valor da corrente anddica.
Ep,c Potencial de pico catdédico. Potencial no qual a corrente catédica apresenta seu mais alto valor.
Ip,c Corrente de pico catddica. O mais alto valor da corrente catédica.
- ES
s 2
o G
o (&
E;
Tempo Potencial
potenciostato . ~ o
Figura 1. Representagdo esquematica de
il um experimento de voltametria ciclica. E;:
potencial inicial;, Er potencial final, Eg:
potencial de inversdo; ET: eletrodo de
= trabalho; ER: eletrodo de referéncia; EA:
EA eletrodo auxiliar.
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Varias outras informagdes importantes podem ser obtidas com o auxilio da
voltametria ciclica, com destaque para estudos de espécies redoxes difundindo
livremente em solugdo, bem como de espécies imobilizadas sobre a superficie de
eletrodos. Por outro lado, seu emprego em eletroanalise torna-se limitado quando se
deseja quantificar baixas concentragdes de analito. Isto € principalmente devido ao
fato de que, durante a varredura de potencial, ao sinal faradaico soma-se a componente

capacitiva, que se torna significativa em relagdo as baixas correntes geradas pelo
processo faradaico.

1.1.2. Amperometria

Uma outra técnica voltamétrica bastante utilizada para estudar reacbes de
eletrodo e suas velocidades é a amperometria. Neste sentido, esta técnica é
normalmente empregada para complementar a voltametria ciclica na analise de
mecanismos eletroquimicos. A amperometria se baseia na aplicacdo de um unico

degrau de potencial (Figura 2A), produzindo-se uma corrente que decai rapidamente
com o tempo (Figura 2B).

(A)
< T >
Ef
©
[&]
C
(0]
°
o
Ei
Tempo
(B)
2
C
o
83 Figura 2. (A) Perturbagdo aplicada e (B)
g resposta de corrente para um experimento de
degrau unico de potencial.

Tempo
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A amperometria também é muito utilizada em eletroanalise, principalmente em
aplicagbes envolvendo titulagdes amperométricas, sensores amperomeétricos e
medicdes em fluxo. Quando associada a métodos de analise com alta velocidade, tais
como FIA e BIA, esta técnica torna-se a mais atraente em eletroanalitica. Neste caso,
as medidas s&o baseadas em picos de corrente em fungcdo do tempo, obtidas pela
aplicagcdo de um potencial constante ao eletrodo de trabalho. A diferenca entre os
sinais (corrente) produzidos pelo analito e pelo eletrélito suporte € a medida de
interesse, e deve ser proporcional a concentragdo do analito. A corrente causada pelo
eletrélito suporte apresenta valor muito baixo, provindo de pequenas quantidades de
impurezas. Para este tipo de trabalho, estudos prévios envolvendo técnicas de
varredura de potencial sdo necessarios a fim de selecionar o potencial de oxidacao
(ou reducgao) adequado a analise.

Uma grande vantagem da amperometria € que, sendo uma técnica conduzida a
potencial constante, a corrente residual obtida apresenta valores muito baixos. Uma
vez que o potencial do eletrodo € mantido em um unico valor fixo, a corrente capacitiva
(resultante do carregamento da dupla camada elétrica do eletrodo) torna-se constante,
virtualmente igual a zero. Isso confere a técnica maior sensibilidade, em relagéo a
voltametria baseada na varredura de potenciais. Normalmente, aconselha-se utilizar
uma concentragdo relativamente alta de eletrélito inerte, que devera ser igual no
carregador (FIA), ou no interior da célula BIA, e na amostra a ser analisada. Com isso,
a mesma forca ibnica é mantida, minimizando variagées na regido da dupla camada
elétrica e garantindo que o sinal transiente registrado possa ser atribuido ao processo
faradaico.

Uma das limitacbes desta técnica € a baixa seletividade. Se a analise é
realizada em potenciais extremos (positivos ou negativos), promove-se a oxidagao ou
a redugao de todas espécies que sdo eletroativas em potenciais abaixo do valor

estabelecido. Portanto, é aconselhavel empregar valores minimos de potencial.

1.2. BATCH INJECTION ANALYSIS (BIA)

A demanda crescente por analises rapidas de um grande numero de amostras
tem resultado no desenvolvimento de sistemas de analise com alta velocidade e boa
precisdo. Métodos baseados em analise por injecdo em fluxo (FIA) ou em fluxo
continuo tém sido particularmente populares para essa tarefa [38-40].

Batch injection analysis (BIA), uma técnica mais recente, introduzida por Wang
e Taha [20] no inicio da década de 90, representa um caminho alternativo para a

realizacdo de analises rapidas. Nesta técnica, volumes pequenos do analito sao
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injetados, com o auxilio de uma micropipeta, diretamente sobre um detector imerso em
um grande volume de solucao inerte. A passagem do analito sobre a superficie do
sensor resulta em sinais transientes semelhantes aos obtidos em FIA. Esse tipo de
medi¢do possui muitas caracteristicas analogas aquelas apresentadas por FIA, tais
como rapidez, volumes pequenos de amostras, simplicidade, repetibilidade e
sensibilidade. Além disso, como vantagem sobre FIA, descarta a necessidade do uso
de valvulas, bombas e tubos de conexao.

O primeiro sistema proposto por Wang e Taha [20], utilizado para explicar os
conceitos de BIA, era associado a amperometria. Tal sistema (esquematizado na
Figura 3) consiste em uma célula eletroquimica construida em acrilico. O eletrodo de
trabalho (A) é invertido de sua posicdo usual, sendo fixado através de um orificio
aberto na base da célula. Uma micropipeta (B) € acomodada em outro orificio
localizado na tampa da célula, em oposi¢cao ao eletrodo de trabalho. Em duas outras
aberturas feitas na tampa da célula, sao ajustados os eletrodos de referéncia (C) e
auxiliar (D). Um quarto orificio (E) é usado para introduzir o eletrélito suporte, que é

mantido sob agitacéo (F). Um dreno (G) foi adaptado proximo a base da célula.

Figura 3. Diagrama esquematico da
primeira célula BIA [20]: (A) eletrodo
de trabalho; (B) eletrodo auxiliar; (C)

eletrodo de referéncia; (D) ponteira

da micropipeta; (E) orificio para

( W preenchimento da célula; (F) barra

de agitacéo; (G) dreno.

Os conceitos envolvidos em BIA podem ser explicados usando um sistema
como aquele exibido na Figura 3. Quando a amostra (em volumes da ordem de

microlitros) € injetada, forma uma zona que dispersa a caminho do detector, com
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transporte reprodutivel e dispersdo controlada em tempo e espago. A resposta tem
forma de pico transiente, seguido de uma rapida queda do sinal até a linha de base. O
decréscimo instantaneo é devido ao efeito “washing out” da configuragao wall-jet [41]

(Figura 4). A magnitude desse sinal é proporcional a concentragdo da amostra.

vyl

|
mhmom

c

(A) antes da injecéo
(B) transporte
(C) fim da injegdo Figura 4. Efapas na operagéo

(D) dispersao BIA [26].
(E) equilibrio final

O sucesso de BIA tem sido atribuido a combinacao de dois fatores: o principio
hidrodindmico da superficie wall-jet e a alta diluicdo da amostra. As primeiras células
desenvolvidas para esse tipo de operagdo possuiam capacidade para volumes
grandes de solugao inerte (250-700 mL), assegurando, dessa forma, alta diluicao das
amostras injetadas em microlitros. No entanto, tem sido demonstrado que os
experimentos BIA com detecgcdo amperométrica podem ser conduzidos com sucesso
em células pequenas, nas quais o efeito de memoaria devido ao acumulo do analito nao
€ observado [42]. Isso foi atribuido a hidrodindmica singular do sensor wall-jet,
eliminando a necessidade de uma alta diluicdo. Esse aspecto foi anteriormente
abordado por Gunasinghan [43,44], que demonstrou que para configuragdes wall-jet, o
volume efetivo da célula é determinado basicamente pelo tamanho do sensor, o
didmetro do jato, a viscosidade e a vazado da solugdo transportada, mas nao pelo
volume da célula. As células de volume pequeno mantém as caracteristicas atraentes
daquelas de grandes volumes, tais como alta freqiéncia de analise, precisdo e
simplicidade.

Também tem sido demonstrado para sistemas BIA que a magnitude do sinal de
corrente ndo é significativamente influenciada pela agitagcdo da solugéo, pelo menos
nas condi¢cdes usuais. Esse parametro sé mostra algum efeito sobre a dispersao da
amostra. No entanto, mesmo com agitagdo ausente, um rapido decréscimo da
corrente pode ser observado. O volume da célula BIA tem sido reduzido a poucos
mililitros [15,27,28,42,45], ou mesmo a centenas de microlitros [46]. No presente

trabalho, a célula empregada apresenta capacidade para 40 mL de eletrdlito suporte,
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sendo todas as determinagdes realizadas sem agitacao. A repetibilidade das medidas
pode ser considerada muito boa, com desvios padrbes relativos variando entre 0,37%
e 1,80%. Mesmo apds varias inje¢cdes, nenhuma variagdo significativa na linha de
base é observada. Para explicar esse paradoxo, é necessario comparar as diferencas
entre o transporte forcado da solugao injetada e a difusdo do analito no interior da
célula. Em solucdes quiescentes, os coeficientes de difusdo de analitos comuns sao
da ordem de 10°-10° cm? s™'. Considerando as injecdes feitas com uma micropipeta
motorizada (didmetro da ponteira igual a 0,4 mm), a velocidade linear da solugéo é
maior que 60 cm s™'. Isso corresponde a uma diferenca grande no transporte de massa
e explica porque o sinal diminui tdo rapidamente (a injecdo da solugao leva apenas
alguns segundos). Apos o fim da injecéo, o transporte mecéanico diminui bruscamente
e o processo difusional se torna o principal responsavel pelo transporte. Essa enorme
diferenca de transporte de massa explica porque a linha de base permanece quase
inalterada. O uso de células BIA de volumes reduzidos é vantajoso porque evita
desperdicio de reagentes e diminui a quantidade de efluentes. Além disso, apresenta
a possibilidade de desenvolver instrumentos portateis miniaturizados.

As potencialidades, bem como os conceitos e principios do método, tém sido
explorados e ilustrados, considerando a associagdo de BIA com diferentes técnicas
(espectrofotometria, calorimetria, fluorescéncia, amperometria, potenciometria e
voltametria). Alguns parametros que influenciam a resposta foram discutidos e
descritos na literatura. Varias configuragcdes BIA com detecgdo amperométrica tém
sido propostas, utilizando diferentes tipos de detectores. Geralmente, para esses
sistemas, o diagrama do sinal de corrente em funcdo da distancia eletrodo-ponteira
apresenta um aspecto tipico nao linear. Para distancias muito curtas, a corrente é
pequena e, entdo, aumenta até aproximadamente 2 mm. Acima deste valor, o sinal de
corrente volta a diminuir. Tal fendmeno pode ser explicado de forma semelhante a da
hidrodindmica wall-jet [47]: efeitos de retorno (fluxo reverso) sao atribuidos ao
emprego de distancias muito pequenas, uma vez que o perfil wall-jet ndo pode ser
seguido nessa condicdo. Em distancias grandes, ocorre um aumento da dispersao da
zona de amostra.

Um transiente de corrente BIA tipico tem uma resposta constante durante um
curto periodo de tempo, no maximo de corrente (ver Figura 4). Isto reflete a
sensibilidade maxima sendo atingida, para qual ha um volume minimo de injecdo
requerido. Esse volume minimo pode ser conhecido analisando os graficos do maximo
de corrente em fungdo do volume injetado. De acordo com Brett et al. [47], os
diagramas do intervalo de tempo (que corresponde ao patamar de corrente) em fungao

do volume injetado s&o muito mais ilustrativos, fornecendo linhas retas com
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intersec¢des que correspondem ao volume minimo necessario para atingir o patamar
de corrente e, dessa forma, atingir a sensibilidade maxima.

Um outro parametro a ser considerado € a vazéo, vy, que é disponivel em trés

diferentes valores em micropipetas eletrbnicas motorizadas programaveis. Para
detectores wall-jet, v; é a velocidade de fluxo da solugdo. Uma relagéo linear entre v/
e a corrente limite (/. p) é predita pela seguinte equacgéao [48,49]:
IL,D = 1,43,,’,:"?13/4Vf3/4D2/3V-5/12a-1/2CoO (1)
onde R; é o raio do eletrodo de disco, D o coeficiente de difusdo das espécies
eletroativas, ¢, a concentracdo dessas espécies no seio da solugéo, v a viscosidade
da solugao e a o didmetro do jato. Os paradmetros n e F apresentam seus significados
usuais. Em BIA, o patamar de corrente, /., deve ser igual a /. p quando o potencial
aplicado ao eletrodo esta na regido de corrente limite. Sendo assim, /n.x deve
apresentar uma relagao linear com v*#[47,50]. No entanto a relacdo na equacdo 1 é
verificada somente na mais alta das trés vazdes da micropipeta. Quer dizer, uma boa
correlagdo entre a corrente limite experimental e aquela da equagdo 1 somente é
estabelecida na vazao mais alta. Isso pode ser atribuido a contribuicdo da difuséo
radial ao transporte de massa total quando vazdes baixas sdo usadas. Efeitos da
difusao radial tendem a aumentar a corrente medida, e a difusao radial na equacdo 1 é
desprezada na deducao da corrente limite. A difusdo radial ndo contribui para a
corrente total medida se a vazao mais alta € empregada. Dessa forma, a vazdo mais
alta deve ser utilizada se for desejavel aplicar a equagdo da corrente limite de
detectores wall-jet a resultados BIA [47].

Uma outra caracteristica singular da operagdo BlA/amperometria consiste na
possibilidade do uso de solu¢des de amostras livres de eletrélito suporte [44,47,51].
Nessa operacdo, a amostra € injetada direta e rapidamente na célula, criando uma
zona fina sobre o eletrodo. Neste caso, o uso de eletrdlito suporte em concentragdes
relativamente altas no interior da célula ajuda a garantir uma queda &hmica
desprezivel entre os eletrodos de trabalho e referéncia [47]. Isso mostra que BIA
apresenta um grande potencial para analises de amostras reais em que a pré-adicao
de eletrdlito torna-se supérflua ou, ainda, para analises em meios de alta resisténcia
(ndo-aquosos), como foi descrito para células wall-jet [43,44]. Todavia, é importante ter
em mente que, em casos nao favoraveis, a variacdo na dupla camada elétrica pode
gerar diferencas significativas nos sinais e uma queda 6hmica alta pode deslocar
consideravelmente o potencial em que a reagao redox de interesse ocorre.

Os conceitos e potencialidades de BIA séo estendidos quando ela é combinada
com outras técnicas para propostas analiticas. A associacdo de BIA com

espectrofotometria, calorimetria, fluorescéncia, amperometria, potenciometria e
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voltametria, bem como a discussao dos aspectos importantes relacionados a cada
técnica, poderdo ser consultadas em maiores detalhes num artigo de reviséo,

recentemente aceito para publicagao [26].

1.2.1. Uma breve comparacao entre BIA e FIA

Os sistemas baseados em analise por injecdo em fluxo (FIA) surgiram na
década de 70 e até agora sdao amplamente utilizados em muitos laboratérios de
pesquisa. BIA permanece em sua “infancia” e as suas vantagens sdo, atualmente,
exploradas por um numero limitado de pesquisadores.

Comparando o desempenho caracteristico dessas duas técnicas, ha muitos
aspectos com boa equivaléncia, tais como possibilidade de trabalhar com volumes
pequenos de amostra, alta frequUéncia de analise, elevada sensibilidade, baixos limites de
deteccgao, transporte reprodutivel e baixo custo. O sistema BIA, por sua vez, apresenta
algumas limitagcbes em relacdo a FIA, principalmente quando € inevitavel a
manipulacdo de solugdes e quando tal operagdo requer elevada versatilidade do
sistema de deteccdo. Em BIA, a manipulagdo de solugdes s6 € possivel se reagdes
rapidas estao envolvidas (por exemplo, reagbes acido-base ou enzimaticas), uma vez
que a distancia injetor-detector € muito curta. Essa operagdo pode ser feita com o
reagente presente no interior da célula BIA [20]. Por outro lado, o problema pode ser
contornado se for possivel a escolha de sensores especificos a reagao de interesse
[20]. Dentre as vantagens adicionais que podem ser citadas, destacam-se a
minimizacdo da ‘“lixiviagao” de alguns eletrodos modificados, devido a auséncia de
solugdes carregadoras em fluxo continuo, e o curto tempo de contato entre a amostra
e o eletrodo, o que reduz a tendéncia a envenenar a superficie do sensor durante

analises de matrizes complexas.

1.3. SENSORES ELETROQUIMICOS

O controle da reatividade na interface eletrodo/solu¢do, sendo um dos objetivos
basicos do eletroquimico, apresenta fortes efeitos nas areas de eletrocatalise,
eletroanalise e corrosdo, entre outras. Para propostas analiticas, sensores obtidos a
partir de diversos substratos metalicos sdo aplicados na determinagdo de varias
substancias de interesse. Materiais de eletrodo, tais como platina [52-55], ouro [55-61],
niquel [62-68], cobre [27,69-76], prata [77,78] e cobalto [79] apresentam-se uteis para
a detecgao de diversos analitos. Esses sistemas diferem substancialmente em muitas

consideracdes fundamentais. O mecanismo de agcado, a seletividade, a natureza do
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eletrolito e as condigbes instrumentais requeridas para uma operagdao otima sao
algumas delas. Os eletrodos baseados em metais nobres, como platina e ouro, tém
sido amplamente utilizados na detec¢édo de substancias organicas. Esses compostos
tendem a adsorver-se sobre a superficie dos dispositivos, sofrendo conseqlientes
reagcdes anodicas em potenciais baixos. No entanto, esse mesmo fenbémeno de
adsorcao pode também representar um dos maiores problemas associados ao uso de
eletrodos de platina e ouro: o acumulo dos produtos de oxidagéo leva a passivagao do
eletrodo, com consequente decréscimo na resposta analitica. Para evitar esse tipo de
problema, muitos pesquisadores sugerem a aplicacdo de pulsos de potenciais
“extremos” (positivos ou negativos), de maneira a eliminar o material indesejavel da
superficie do eletrodo.

Uma das variaveis mais vantajosas utilizadas para controlar a natureza fisico-
quimica da interface eletrodo/solucéo é o potencial aplicado. No entanto, tal operagao
permite somente variacbes modestas e, geralmente, apresenta baixa seletividade.
Dessa forma, muitos pesquisadores dedicam-se a estudos envolvendo a modificagédo
deliberada da superficie de eletrodos, como um meio de impor e controlar suas
propriedades. Em outras palavras, essa modificacéo € feita com o objetivo de transferir
as propriedades quimicas e fisico-quimicas do agente modificador para a superficie do
substrato, de tal modo que seja possivel obter um comportamento previamente
planejado do conjunto eletrodo-reagente. A construcdo de interfaces eletroquimicas
com sistemas organizados de forma racional pode levar a obtencao de reatividade e

seletividade desejadas para aplicagoes de interesse.

1.3.1. Eletrodos modificados

A modificagao da superficie de um sensor base pode ser conduzida com vistas
a diferentes propostas, a saber:

(i) alterar as propriedades de transporte para a superficie do eletrodo (barreira
para excluir interferentes);

(i) forcar reagdes na superficie do eletrodo (por exemplo, reacbes de pré-
concentracao, empregando propriedades de ligantes e rea¢gdes enzimaticas);

(iii) melhorar a transferéncia de elétrons, por exemplo, por eletrocatalise.

Uma variedade de métodos vem sendo empregada na modificacdo de
superficies de eletrodos [4-6]. Uma rapida abordagem sobre os meétodos de

preparagcdo mais comuns é apresentada a seguir:
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Adsorgao

A adsorcao representa a maneira mais antiga e mais simples de se modificar a
superficie de um substrato metalico. O método se baseia na dissolugdo do agente
modificador em um solvente apropriado e na exposi¢ao do eletrodo a esta solugao,
seja por imersao ou por transferéncia de um volume conhecido para a superficie a ser
modificada. O agente modificador fixa-se sobre o substrato apds evaporagdo do
solvente. Ainda que os primeiros estudos tenham sido realizados empregando
superficies de platina [80,81], eletrodos de carbono vitreo e de grafite ainda séo a
preferéncia da maioria dos pesquisadores para esse tipo de operagdo. Eletrodos de
carbono apresentam uma capacidade particular de quimissorver reagentes que
possuem sistemas de elétrons r estendidos, como por exemplo, compostos organicos
aromaticos. Esta adsorcao é devida a forte interagdo entre o plano basal do eletrodo
de carbono e o sistema de elétrons = da molécula aromatica.

Embora simples e, em muitos casos, eficiente, o método possui a desvantagem
de que o processo de dessor¢ao do modificador possa ocorrer durante a utilizacdo do

sensor, comprometendo a sua durabilidade e a reprodutibilidade das medidas.

Ligacdo covalente

Uma ligagdo covalente entre o agente modificador e grupos funcionais
presentes na superficie de um substrato metalico representa uma outra forma de obter
eletrodos quimicamente modificados. Sdo empregadas, por exemplo, reacbes de
silanizagao, envolvendo organossilanos e 60xidos presentes na superficie do eletrodo.
Os eletrodos de 6xidos como SnO,, RuO, e TiO, apresentam hidroxilas superficiais
que podem ser utilizadas para ancorar substancias por esta rota sintética. Porém,
quando oxidadas em meio acido, muitas superficies metalicas (como platina e ouro)
podem ser recobertas por uma fina camada de 6xido, bastante reativa a silanos. Desta
forma, apés silanizacdo, o eletrodo metalico pode sofrer reagao posterior com outra
molécula, levando a fixagao do grupo funcional desejado, por ligagdo covalente.

Superficies de carbono também podem ser ligadas covalentemente a reagentes,
uma vez que apresentam grupos funcionais contendo oxigénio (alcoois, acidos
carboxilicos, cetonas e anidridos), resultantes da reacado de oxigenacédo de atomos de
carbono do plano vertical, contendo ligagdes incompletas. A modificacdo de eletrodos
a base de carbono é fundamentada na manipulagdo da reatividade desses grupos
funcionais oxigenados, frente a reagentes como organossilanos, cloreto de tionila e

aminas, entre outros. Outro modo de se ligar moléculas a superficies de carbono
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consiste em retirar os grupos funcionais oxigenados por meio de “decapagem” por
plasma de argbnio (argon plasma etching), abrasdo mecanica ou clivagem. A
superficie do carbono exposta torna-se extremamente reativa e pode se ligar
covalentemente a varias moléculas.

Os eletrodos modificados via ligagdo covalente sdo bastante estaveis em
relagdo aos obtidos pelos demais métodos. Porém, esse método consome tempos
mais longos para sua realizacdo e é mais dificil de executar. E amplamente

empregado na area de imobilizagao de enzimas.

Filmes poliméricos

A imobilizagdo de espécies moleculares sobre eletrodos através da adsorgao
ou da ligacao covalente direta pode levar ao recobrimento por até uma monocamada
ou, no maximo, poucas camadas. Dessa forma, o recobrimento com filmes poliméricos é
mais atraente por permitir a imobilizacdo de muitas camadas (1 a 20000) da espécie
ativa, o que resulta na ampliagdo da resposta eletroquimica. Dependendo da aplicagao
desejada, polimeros eletroativos (se o objetivo € uma eletrocatalise), quimicamente
ativos (propriedades ligante ou de troca-ibnica para pré-concentragdo) ou inertes
(apenas exclusao de interferentes) podem ser explorados. Os filmes eletroativos se
subdividem em duas categorias principais, dependendo de como o centro redox é
imobilizado: polimeros redox e polimeros de troca-idnica. No primeiro caso, o centro
redox é parte do esqueleto polimérico. Esse tipo de polimero possui sitios que podem
ser oxidados ou reduzidos por uma sucessao de transferéncias eletrbnicas de auto-
troca entre os sitios vizinhos. Ja os polimeros de troca-ibnica sdo assim chamados
porqgue o componente redox ativo € um contra-ion de um filme poli-ibnico. Por
exemplo, filmes de polivinilpiridina protonada podem ser utilizados para incorporar
espécies anidnicas. Um material trocador iénico amplamente utilizado é o Nafion®
(marca registrada da DuPont), cujos prétons sulfénicos podem ser facilmente trocados
por cations eletroativos.

Os polimeros podem ser aplicados sobre a superficie de eletrodos por simples
adsorgao ou por evaporacao de sua solugao preparada com um solvente volatil. Pode-
se promover a polimerizacdo por meio de métodos nao eletroquimicos, como por
exemplo: polimerizagao ativada por plasma, foto-induzida por radiagao ultravioleta ou,
ainda, polimerizagdo de organossilanos. Um método bastante empregado é o da
eletropolimerizacdo que, através da oxidacdo ou reducdo do mondmero, promove a
polimerizacdo diretamente sobre o eletrodo. Filmes bastante reprodutiveis sao

facilmente obtidos por eletropolimerizagdo, uma vez que este método permite o
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controle e o monitoramento das variaveis eletroquimicas de potencial, corrente e
carga. Sendo assim, a polimerizagao eletroquimica constitui-se em um dos melhores

métodos para a preparacgao de eletrodos quimicamente modificados.

Outros métodos

Um dos métodos ainda muito utilizados se baseia na modificacdo de eletrodos
a base de carbono em pé (pasta de carbono, grafite-epdxi, pastilhas, etc) mediante
mistura do agente modificador com o substrato do eletrodo (grafite, negro de carbono,
etc). Quando possivel, a mistura do carbono em p6é com a solu¢do do modificador é
feita para obter uma distribuicdo mais homogénea do ultimo, apds evaporagao do
solvente. Em ambos os casos, também pode ocorrer perda gradual do modificador
para o meio, prejudicando a reprodutibilidade.

As argilas, as zedlitas e os 6xidos e hidroxidos metalicos também servem para
imobilizar espécies eletroativas em eletrodos, em virtude de suas estruturas
tridimensionais definidas, que podem conter poros, canais e lamelas. Eletrodos de
particulas metalicas dispersas em filme polimérico sao estudados por apresentar

atividade catalitica muito promissora.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. PORFIRINAS EM QuUiMICA ELETROANALITICA

As porfirinas constituem uma classe de compostos macrociclicos encontrados
na natureza e que apresentam um papel muito importante no metabolismo de
organismos vivos. Sao sitios ativos de numerosas proteinas, cujas fungdes
compreendem transporte e armazenamento de oxigénio (hemoglobina, mioglobina),
transporte de elétrons (citocromo c, citocromo oxidase) e conversdo de energia
(clorofila). A Figura 5 apresenta a estrutura de um anel porfirinico basico. Uma
caracteristica a destacar é a facilidade com que formam quelatos com ions metalicos.
O nucleo porfirinico € um ligante tetradentado, cujo espacgo disponivel para um metal
coordenado tem um didmetro maximo de 3,7 angstrons, aproximadamente [82]. Os
complexos porfirinicos com ions de metais de transicdo sdo muito estaveis e varios
deles tém sido amplamente estudados para um melhor entendimento da formacao

biossintética e atividade biolégica de compostos naturais.

Figura 5. Estrutura do

anel basico da porfirina.

A coordenacao de complexos de ions de metais de transicdo aos atomos de
nitrogénio piridinicos de meso-tetrapiridilporfirinas (Figura 6) altera as propriedades
espectroscoépicas, eletroquimicas e de reatividade, além de provocar alteracdes na
solubilidade e nas interagdes intermoleculares [11]. A coordenacdo de grupos
[Ru(bipy).CI]* (bipy = 2,2-bipiridina) torna as supermoléculas resultantes soliveis em
varios solventes [83-85], inclusive agua, dependendo do contra-ion utilizado. Além
disso, filmes moleculares bastante homogéneos sao formados quando solugbes
metandlicas séo dispersas e evaporadas ao ar [8,12,85,86], podendo o método ser

utilizado para a obtencgao de eletrodos quimicamente modificados por porfirinas.
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Figura 6. Esquema mostrando as estruturas das porfirinas supermoleculares obtidas
pela coordenagéo de quatro grupos, [Ru(bipy).CI[', M(TRPyP); [Rus;O(CHsCOO)s(py).],
M(TCP); [Ru(edta)] e [Ru(NH:)s** a meso-tetra(4-piridil)porfirina, onde M = 2H*, Zn*,
Mn*" ou Co* [11].

Os filmes moleculares de [MTPyP{Ru(bipy).Cl}4]™ (ou M(TRPyP), p-{meso-
tetra(piridil)porfirinato}-tetrakis{bis(bipiridina)(cloro)ruténio}) sdo suficientemente homogéneos e
compactos para impedir a penetracdo de espécies, tais como [Fe(CN)s*™*,
[Ru(edta)(H,0)]"™*, acido ascérbico e NADH, que ndo conseguem difundir até a
interface filme/eletrodo [86]. Conseqlentemente, o filme atua como mediador do
processo de transferéncia de elétrons, permitindo ou ndo a passagem de corrente,
dependendo da espécie redox presente. Adicionalmente, o eletrodo modificado
comporta-se como um diodo, permitindo a passagem de elétrons apenas em uma
direcdo. Tais eletrodos apresentam-se eletrocatalicamente ativos para a oxidagao de
alguns analitos redutores e foram explorados como sensores amperométricos de
nitrito, sulfito, NADH, dopamina, acido ascorbico e fenol [8,10,12-14]. Nesses estudos,
também ficou evidente que o filme molecular de porfirinas polinucleares também
minimiza os problemas associados ao envenenamento da superficie do eletrodo. Um
material (Figura 7) constituido por camadas alternadas das porfirinas pentacatiénica
M(TRPyP) e tetraanidnica meso-tetra-(4-sulfonatofenil)porfirina, M(TPPS), foi desenvolvido
para minimizar a solubilizagao dos filmes porfirinicos. Esse material pode ser obtido
por automontagem eletrostatica na forma de filmes finos, com controle de espessura
em nivel molecular [87]. Além disso, o método permite a preparacdo de filmes de

composigao variavel na diregao perpendicular a superficie do substrato.
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Figura 7. Esquema mostrando a associa¢gdo de M(TRPyP) e M(TPPS) formando um
par ibnico. Os filmes sdo obtidos pela associagéo lateral de um numero muito grande

de colunas de porfirinas formadas pelo empilhamento controlado de pares ibnicos [11].

As porfirinas tém encontrado diversas aplicagdes em eletroanalise e, para
tanto, varios métodos de medigdo (potenciometria, voltametria, biossensores
eletroquimicos) sdo empregados. Muitas metaloporfirinas foram utilizadas como
componentes eletroativos na membrana de eletrodos ion-seletivos. Membranas
dopadas com essas substincias mostraram respostas potenciométricas para
diferentes anions da série classica de Hofmeister (ClIO, > SCN" > | > salicilato > Br' > CI’).
Para preparacdo de membranas, as metaloporfirinas podem ser imobilizadas em
filmes de cloreto de polivinila (PVC) [88-93], eletropolimerizadas sobre polissiloxano
(silicone) [94], carbono [95], ou sobre eletrodos de prata [96]. Sun et al. [96]
descreveram a aplicagdo de um eletrodo baseado em meso-tetrakis(4-sulfofenil)porfirina
para a determinacao de iodeto em algas comestiveis. Steinle et al. [90] descreveram
eletrodos de membranas poliméricas (seletivas a anions) baseados em porfirinas de
galio(lll), indio(lll) e talio(lll). Os eletrodos de galio-tetrafenilporfirina e galio-
octaetilporfirina exibiram uma resposta significativamente melhorada para fluoreto,
enquanto que aqueles baseados em indio ou talio-porfirina mostraram algumas

preferéncias por cloreto. Jain et al. [93] relataram a possibilidade de aplicar eletrodos
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ion-seletivos baseados em tetrafenilporfirinas como eletrodos indicadores em
titulagdes potenciométricas de Co?** com edta.

Eletrodos recobertos com filmes de polimeros eletroativos, incluindo filmes de
porfirinas eletropolimerizaveis, tém recebido consideravel aten¢cdo nos ultimos anos.
Complexos de niquel-tetrakis-(3-metoxi-4-hidroxifenil)porfirina (NiTMHPP) foram
usados como agentes modificadores de microeletrodos de fibras de carbono [97-102].
A oxidacao inicial de NITMHPP monomérico leva a polimerizagcéo e a formagao de um
filme polimérico altamente condutor sobre a superficie dos eletrodos. Malinski e
colaboradores [97-99] descreveram as aplicacbes de microeletrodos modificados por
filmes NiTMHPP para medi¢des quantitativas de NO em sistemas biolégicos.

Um eletrodo de carbono vitreo modificado por tetrafenilporfirina foi empregado
na determinacdo de metais pesados por voltametria de redissolugcao andédica [103]. O
sensor mostrou um aumento na sensibilidade para a deteccdo de cobre, em
comparacgao com os resultados obtidos com o eletrodo ndo modificado.

A interferéncia de acido ascorbico pode ser suprimida, sem decréscimo
significativo da resposta a dopamina, com eletrodos de grafite modificados por filmes
de protoporfirina eletropolimerizada [104]. Filmes preparados por eletropolimerizacao
de niquel, cobalto ou cobre-protoporfirina sobre eletrodos de carbono vitreo tém sido
usados como sensores para fenois [105].

Um eletrodo de mercurio foi usado para a determinacao da concentracédo de
DNA com meso-tetrakis(4-N-trimetilaminofenil)porfirina (ou seu complexo com Cu(ll))
ou niquel-tetrakis(1-metil-4-piridil)porfirina presentes na solucdo [106-108]. A interacao
da porfirina com DNA resultou na formacdo de um complexo nao-eletroativo, com
consequente decréscimo da intensidade de corrente de pico atribuida a porfirina.

As aplicagbes das porfirinas se estendem a biossensores. Entre outros
exemplos, podem-se citar a eletrocatalise da oxidacdo de tiocolina por cobalto-
tetrafenilporfirina para a deteccao amperométrica de acetilcolinesterase [109] e o uso
de um eletrodo de carbono modificado por um filme de Nafion® contendo cobalto-
tetrakis(1-metil-4-piridil)porfirina para monitorar oxigénio na determinagdao enzimatica

de glicose [110].
2.2. BATCH INJECTION ANALYSIS (BIA)
Varias aplicagdes foram descritas sobre a combinagdo de BIA com outras

técnicas, demonstrando a sua potencialidade para uso em Quimica Analitica. Um

artigo de revisdo, recentemente aceito para publicagio, traz a compilacéo de todos os
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estudos até agora realizados, envolvendo o emprego de BIA para diferentes propostas
analiticas [26].

Até o presente momento, a amperometria e a voltametria conquistaram a
preferéncia dos pesquisadores que trabalham com batch injection analysis. BIA,
acoplada a amperometria, apresenta-se muito atraente para o uso de sensores que
podem ser adaptados a uma variedade de reacbes quimicas. Além de eletrodos
quimicamente modificados, BIA (com deteccdo amperométrica) também vem sendo
utilizada em conexdao com sensores livres de agentes modificadores para a
determinacdo de diversos analitos. Eletrodos de filmes finos de ouro foram
empregados na quantificacdo de peréxido de hidrogénio [111] e, subseqlentemente,
os mesmos filmes foram usados na construgdo de um biossensor para glicose [112]. A
quantificagdo amperométrica indireta de mercurio foi realizada mediante emprego de
um biossensor de invertase, sendo a determinagcdo baseada na inibicdo da enzima
[113]. Eletrodos de pasta de carbono modificados por zedlitas e metil-viologénio foram
utilizados na determinacao indireta de cations mono e divalentes [114] e o0 uso de
enzimas, tecidos e células incorporados em pasta de carbono foi discutido por Gorton
[115]. Hemoglobina foi determinada em amostras de sangue associando eletrodos
modificados por filmes de poli(azul de metileno) a BIA [116]. Um aspecto interessante
desse estudo é que as amostras de sangue de doadores sadios apresentaram boa
correlacdo com o método espectrofotométrico, enquanto aquelas obtidas de pacientes
enfermos apresentaram desvios do método oficial. Os autores sugeriram que o
método descrito mostra-se potencialmente eficaz para detectar problemas
hematolégicos. Eletrodos modificados por porfirinas também foram explorados para
aplicagdes em BlA/amperometria. Ciszewski e Milczarek [7] utilizaram uma porfirina
polimérica de niquel para a oxidagao eletrocatalitica de alcoois. Um eletrodo de gota
de mercurio foi utilizado para quantificacdo de acido ascorbico em amostras
comerciais de sucos de frutas [23]. Esse eletrodo foi desenvolvido em nosso
laboratério, destacando-se por sua reprodutibilidade e versatilidade, pois pode ser
utilizado como eletrodo gotejante, de gota pendente ou séssil [117].

Brett et al. [50] elucidaram operagdes em voltametria ciclica, voltametria de
varredura linear e voltametria de onda quadrada como esquemas de detecgado para
batch injection analysis, utilizando hexacianoferrato(ll) como composto modelo. De
acordo com esses estudos, a combinacdo de BIA com as diferentes técnicas
voltamétricas pode fornecer informacbes a respeito dos parametros cinéticos e
termodindmicos das reacbes de eletrodo, além de possibilitar a determinagcao da
concentracdo do analito. As potencialidades de BIA associada a voltametria de

redissolugdo anddica tém recebido atencéo especial do grupo de pesquisa de Brett e
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Brett [25,118-127]. Nos primeiros estudos, a possibilidade de combinar BIA com
voltametria de redissolu¢do anddica [25] e voltametria adsortiva por redissolugao [118]
foi demonstrada. Baixos niveis de zinco foram quantificados em solu¢des de zinco-insulina,
por voltametria de onda quadrada, na presenca de oxigénio dissolvido [119]. Nos
estudos subseqlentes, a eletrodeposi¢ao de filmes finos de mercurio no interior de
fimes poliméricos de Nafion® [120,121,124-126], poli(éster acido sulfénico) [122],
poli(vinil acido sulfénico), isolado e associado a diferentes polimeros [123], foi
otimizada. Alguns desses envolveram a quantificacdo de metais pesados em amostras
de efluentes e aguas residuarias [120,123,124].

O sistema BIA também pode ser acoplado a potenciometria com eletrodos ion-
seletivos, uma vez que se apresenta limitado a situacbes em que sensores muito
especificos sdo requeridos. Eletrodos de membrana liquida foram utilizados para a
quantificacdo de sodio e potassio em agua mineral [128]. Um sistema BIA
multicomponente foi desenvolvido para a quantificagao simultanea de sddio, potassio e
calcio com eletrodos de membranas de cloreto de polivinila (PVC) [129]. Eletrodos
seletivos foram explorados para a quantificacdo de salicilato em comprimidos de acido
acetilsalicilico [130] e para a determinacéo de mercurio [131].

A detecgdo termométrica em sistema BIA também é possivel, apresentando
vantagens de miniaturizagado. A construcao de biossensores calorimétricos foi apresentada
por Bataillard [132]. A imobilizag&o direta do biomaterial sobre um pequeno transdutor
sensivel a temperatura ou calor levou a obtencdo de dispositivos sensiveis, que
podem ser empregados em andlise de amostras de volumes reduzidos. Um esquema
de deteccgao calorimétrica foi explorado para a quantificagdo de sacarose em cana de
acucar, utilizando enzimas invertase imobilizadas sobre o termistor [133].

As aplicacdes envolvendo métodos opticos e BIA ainda permanecem virtualmente
inexploradas, apesar das potencialidades ja demonstradas com a utilizagao de fibras

Opticas [134] ou espectrofotometria [22].

2.3. ANALISE DE Acipo ACETILSALICILICO, SALBUTAMOL, ACETAMINOFEN E GLICOSE

2.3.1. Acido acetilsalicilico

Popularmente conhecido como aspirina, o acido acetilsalicilico (AAS) é uma
das drogas mais consumidas no mundo [135,136]. Esse farmaco apresenta qualidades
superiores como antipirético e analgésico geral, sendo mais especifico no alivio de
dores de cabeca e musculares, gripes, resfriados e doencgas respiratorias, artrites

reumaticas, etc [137]. Embora tenha excelente eficacia, a aspirina € mais perigosa do
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que comumente se acredita. Sua toxicidade é tanta que cerca de 15 g, apenas, podem
ser fatais para uma crianca pequena. O consumo continuado de grandes doses pode
levar ao salicilismo (intoxicagdo crbnica), caracterizado por sintomas diversos, tais
como tontura, zumbido, disturbios de audicdo, sudorese, nauseas, vémitos, cefaléia e
confusdo mental. Mesmo doses usuais podem inibir a agregag¢ao de plaquetas. Por
esse motivo, a droga é contra-indicada aos que sofrem de disturbios hemorragicos.
Uma reacdo alérgica bastante séria, observada quase que exclusivamente em
criangas, € a chamada Sindrome de Reye, caracterizada por encefalopatia associada
com degeneragdo gordurosa do figado. Varios estudos tém demonstrado sua
associagdo com ingestdo prévia de aspirina. Por isso, a administracdo da droga em
criangas néo é recomendada em varios paises.

Geralmente, o acido acetilsalicilico € monitorado indiretamente apds conversao
por hidrélise a salicilato, com hidroxido de sédio, de acordo com o método padrao
descrito pela Farmacopéia Britanica [138]. Outro método de referéncia para a
determinagao de salicilato € o Teste Trinder [139], que se baseia na reacgdo de acido
salicilico com ions ferro(lll), em meio acido, para formar um composto de coloragao
violeta que pode ser monitorado espectrofotometricamente em 540 nm. Um grande
numero de técnicas para analise de salicilato e acido acetilsalicilico em fluidos bioldgicos
e produtos farmacéuticos tem sido relatado. Os principais problemas encontrados
nessa tarefa sao relacionados a especificidade, simplicidade e sensibilidade. Dentre os
varios métodos descritos na literatura, podem ser citados a potenciometria [130,140-
142], a espectrofotometria [143-145], a amperometria [146-148], a cromatografia
[149,150] e a voltametria [151], alguns deles combinados com sistemas de injecédo em
fluxo.

A combinacao de cromatografia de troca aniénica com um eletrodo de carbono
vitreo modificado por cobre para analisar salicilato e outras substancias organicas em
amostras de bebidas e alimentos foi descrita por Casella et al. [152]. Eletrodos de
cobre tém sido amplamente empregados na detecgdo e determinagdo de um grande
numero de compostos organicos, tais como carboidratos, aminoacidos e alditois.
Eletrodos convencionais (platina e ouro), geralmente usados para deteccdo anddica
de substancias organicas, mostram perda de atividade devido ao acumulo de produtos
de oxidacdo. Isso conduz ao envenenamento do eletrodo, com conseqlente
decréscimo na resposta analitica. Eletrodos de trabalho baseados em cobre tém
demonstrado capacidade de oxidar varias moléculas organicas eletroativas,
envolvendo alta velocidade de transferéncia de elétrons, boa sensibilidade e
reprodutibilidade satisfatéria. Os métodos descritos na literatura para esse tipo de

estudo variam de HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) com deteccao
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eletroquimica [72,153,154] a eletrooxidacdo apds separacao por eletroforese capilar
[155]. Muitos dos métodos usados nesses sistemas sdo combinados com analise por

injecao em fluxo (FIA).

2.3.2. Salbutamol

Salbutamol, 2-(tert-butilamino)-1-(4-hidroxi-3-hidroximetilfenil)etanol, também
conhecido como albuterol, € uma droga adrenérgica que exerce agao estimulante
seletiva sobre os adrenorreceptores [, da musculatura brénquica. Normalmente
administrado na forma de sulfato, esse farmaco é amplamente empregado no
tratamento da asma broénquica, suprimindo a tosse espasmaddica sem causar efeitos
colaterais cardiovasculares. A droga pode também ser usada como descongestionante
nasal e no bloqueio do parto prematuro [156]. O FDA (Food and Drug Administration)
aprovou o salbutamol em 1982 e, desde entdo, ele tem sido o broncodilatador
preferido em todo o mundo. Além da seletividade, esse composto tem a vantagem de
apresentar efeitos mais duradouros (até seis horas), em comparagdo com outros
broncodilatadores, cuja duragéo se situa entre uma e quatro horas [157].

Os métodos oficiais de analise de salbutamol descritos na Farmacopéia dos
Estados Unidos [158] e na Farmacopéia Britdnica [159,160] sdo baseados em
titulagdes nao-aquosas, HPLC e cromatografia de troca idnica e absorgéo no UV (276
nm) do cation salbutamol em meio acido. No entanto, nenhum desses métodos é
aplicavel a amostras de xarope. Varias técnicas tém sido exploradas para a
quantificagcdo de salbutamol em variados tipos de amostras, incluindo espectrofotometria
[161-166], fluorescéncia [167,168], quimiluminescéncia [168,169], cromatografia [170-
174], eletroforese capilar [171,175], potenciometria [176], condutometria [177] e
voltametria [178-180]. Dentre as mais empregadas, destacam-se a cromatografia e a
espectrofotometria. Uma vez que tais técnicas apresentam custo elevado ou requerem
etapas de derivatizagdo que consomem muito tempo, os métodos eletroquimicos
surgem como um caminho alternativo vantajoso pela simplicidade que eles oferecem.
Estudos voltamétricos foram realizados com eletrodos de platina [178], carbono vitreo
[178,179] e pasta de carbono [179,180]. Nesses estudos, principalmente aqueles
conduzidos em meio acido, foi necessario desenvolver um esquema de tratamento
para evitar o envenenamento do eletrodo. Além disso, o uso de meio acido pode ser
limitado, vez que alguns componentes de xaropes podem agir como interferentes

nessas condigdes, tais como metilparabeno e propilparabeno.
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2.3.3. Acetaminofen

O acetaminofen (N-acetil-p-aminofenol, 4-acetamidofenol, paracetamol, ou
outros nomes comerciais) apresenta atividades analgésica e antipirética similares as
da acetanilida e fenacetina, da qual é metabdlito [181]. Este farmaco n&o possui
atividade antiinflamatéria; mesmo assim é provavelmente o antipirético-analgésico de
segunda escolha, principalmente para os pacientes alérgicos ao acido acetilsalicilico
ou que sofram de Ulceras pépticas. Por ser menos toxico, o acetaminofen acabou
substituindo a fenacetina em diversas formula¢des farmacéuticas.

Uma busca na literatura indica que ha muitos estudos descrevendo
procedimentos para a determinagcao de acetaminofen. Entre as técnicas utilizadas,
citam-se a espectrofotometria [182,183], a fluorimetria [184], a cromatografia [185], a
voltametria [186-189] e a cronoamperometria [190]. Em muitos casos, algumas
reacbes prévias sao requeridas, de modo a gerar um novo composto com

caracteristicas mais adequadas para a sua detecgéo [191-193].

2.3.4. Glicose

Os processos eletrocataliticos envolvendo a oxidagdo de agucares sao de
grande interesse em muitas areas. Isso inclui aplicagdes em medicina, construgéo de
células a combustivel e aplicagbes analiticas na industria de alimentos [194,195]. A
pesquisa sobre as reag¢des de oxidacdo da glicose teve inicio na década de sessenta
e até agora essa area permanece muito ativa. Embora esse tipo de reacdo seja
termodinamicamente favoravel, a sua utilizagao para propostas analiticas é dificultada
devido a cinética lenta sobre eletrodos convencionais [196]. Adicionalmente, dois
fatores principais podem ser apontados: (i) a alta sobretensao dessa reagao requer um
potencial muito elevado para que a oxidagdo ocorra numa extenséo apreciavel, dando
origem a falta de seletividade; (ii) os produtos da reacdo de oxidagdo causam o
envenenamento da superficie do eletrodo [197,198]. Esse aspecto foi decisivo para o
acentuado desenvolvimento de biossensores para glicose [199-210], principalmente
para o monitoramento rapido do analito em sangue [211,212]. No entanto, para muitas
outras aplicagdes, tais biossensores apresentam limitagdes, induzindo muitos
pesquisadores a busca de solugdes alternativas. Uma vez que a cinética da oxidacao
de glicose é muito complexa e a maioria dos novos sensores € altamente sensivel a
material de eletrodo, estrutura da superficie, meio eletrolitico, temperatura e pH

[197,198,213], esse campo ainda continua sob intensa investigacao.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. APARELHAGEM

3.1.1. Medigoes eletroquimicas

Para a obtencdo das medidas eletroquimicas, foram empregados os sistemas
potenciostato/galvanostato EG&G Princeton Applied Research (modelo 263A) e AutoLab
(modelo PGSTAT30).

3.1.2. Medigdes espectroscopicas

Espectros de filmes, construidos a partir da eletropolimerizacdo do complexo
niquel u-{meso-tetra(piridil)porfirinato}-tetrakis{bis(bipiridina)(cloro)ruténio}, foram obtidos por
reflectancia UV-Vis, utilizando um espectrofotdbmetro Guided-Wave (modelo 260)
equipado com fibra dtica.

Para efeito de comparacdo com os resultados eletroquimicos, as amostras
foram submetidas a analise espectrofotométrica. Para tanto, foi empregado um

espectrofotdbmetro Hitachi (modelo U-2001).

3.1.3. Microscopia

A caracterizagdo microscopica dos filmes citados na se¢ao 3.1.2 foi feita mediante
emprego de um microscopio de varredura por sonda mecanica (SPM-scanning probe
microscopy) da Molecular Imaging (PicoSPM 1) com MACIevers tipo 2 (k~2,8N/m; f
~60kHz), operando com amplitude “setpoint” em torno de 5V, sob condigdes
ambientes. As imagens de MAC Mode AFM (atomic force microscopy) das amostras

foram obtidas com velocidade de varredura de 1 a 2 Hz e com 256 pontos por linha.

3.2. CELULA ELETROQUIMICA E ELETRODOS (SISTEMA ESTACIONARIO)

A célula eletroquimica utilizada (10 mL de capacidade) era do tipo convencional
com trés eletrodos, composta de corpo principal em acrilico e tampa do mesmo
material. Foram feitos orificios na tampa para adaptagdo dos componentes da célula,
que foi usada nos experimentos empregando voltametrias ciclica e de pulso diferencial

e espectroscopia de impedancia eletroquimica.
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Os eletrodos utilizados nas medigdes eletroquimicas foram:

(i) eletrodo de trabalho: diferentes materiais de eletrodo, utilizados de acordo com a

necessidade. Todos os eletrodos de trabalho empregados nos experimentos
eletroquimicos serdo descritos na sec¢ao 3.5;

(ii) eletrodo auxiliar: eletrodo de platina helicoidal;

(iii) eletrodo de referéncia: eletrodo de Ag/AgClkc sat, construido no laboratério.

Todos os potenciais relacionados ao presente trabalho sao referentes a este

eletrodo.

3.3. SISTEMA BIA

O esquema do sistema BIA, utilizado na deteccao amperométrica dos analitos,
pode ser visualizado na Figura 8. O corpo da célula foi construido de acrilico e, numa
altura apropriada, fez-se um orificio lateral, por onde era drenado o excesso de
eletrélito. A base da célula era composta de um disco de acrilico de 1,2 cm de
espessura, no centro do qual havia um orificio de 7,0 mm de didmetro. Através deste
orificio, o eletrodo de trabalho era posicionado, sendo firmemente fixado com dois o-
rings. A célula era provida de uma tampa de Teflon®, na qual foram feitos dois orificios
laterais para adaptacdo dos eletrodos auxiliar e de referéncia. O centro da tampa
também foi perfurado de maneira a obter um orificio com forma cénica, para acomodar
a ponteira da micropipeta. Uma micropipeta eletrénica motorizada EDP Plus EP-100
da Rainin Instrument foi utilizada para fazer as injegbes. Esta pipeta permite efetuar
injecdes de volumes que variam entre 10 e 100 uL. O volume de eletrélito suporte na

célula foi tipicamente 40 mL.

Figura 8. Representagcdo esquematica do sistema BIA
constituido de micropipeta motorizada (A), tampa de
o] o Teflon® (B), dreno (C), contra-eletrodo de platina (D),
L ----- J eletrodo de referéncia de Ag/AgCikc sa (E), eletrodo de
T trabalho (F) e célula de acrilico (G).
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3.4. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados (hidréxido de sdédio, acetato de sédio, acido
acético, perclorato de soédio, dihidrogeno fosfato de potassio, acido nitrico, acido
cloridrico, nitrato de ferro(lll), metanol, etanol, dimetilssulfoxido, citrato de soédio
pentahidratado, carbonato de sdédio anidro, sulfato de cobre, acido acetilsalicilico, 4-
acetamidofenol, glicose, sacarose, frutose, galactose, lactose, manitol, etc.) eram de
elevado grau de pureza, com procedéncias Merck ou Sigma. Excegéo para o sulfato
de salbutamol, que foi gentilmente doado pela Boehringer Ingelheim do Brasil.

As porfirinas utilizadas [86,214-216] foram sintetizadas e caracterizadas no
Laboratério de Quimica Supramolecular e Nanotecnologia (LQSN) do 1Q-USP. Foram
empregados os complexos  p-{meso-tetra(piridil)porfirinato}-tetrakis{bis(bipiridina)
(cloro)ruténio}, contendo como metal central cobalto ou niquel ([M-TPyP{Ru(bipy).Cl}4]™,
onde M pode ser Co" ou Ni"). Por simplicidade, os complexos (Figura 9) serdo
eventualmente referidos, no decorrer do texto, como CoTRP (porifirina tetrarrutenada de
cobalto) e NIiTRP (porfirina tetrarrutenada de niquel). Solugbes de CoTRP foram
preparadas em metanol. Para o preparo das solugoes de NiTRP (utilizada para

eletropolimerizagao), uma solugéo de NaOH 0,1 mol L™ foi empregada.

[MTPyP{Ru(bipy);CI},]"

M = Co ou Ni

Figura 9. Estrutura de u-{meso-tetra(piridil)porfirinato}-tetrakis{bis(bipiridina) (cloro)ruténio}.

Todas as solugdes estoque dos analitos estudados (Figura 10), bem como aquelas
utilizadas como eletrdlito suporte ou em ensaios espectrofotométricos, foram preparadas

com agua deionizada, 18 MQ, provinda de sistema milli-Q Millipore®. As solucdes dos
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padrées e amostras empregadas nos experimentos amperométricos foram

convenientemente diluidas com o eletrélito suporte apropriado.

acido acetilsalicilico acetaminofen glicose

OH OH y
/ I
o H——OH
HO—+—H
0 o) H——OH
)\ HN\K
H——OH
o/ CHj, CH,
OH
sulfato de salbutamol
OH H
,L CH, Figura 10. Estrutura
HO \FCH3 +H,S0, molecular dos analitos
CHs estudados.
HO 2

3.5. ELETRODOS DE TRABALHO

Durante a realizacdo do presente estudo, os seguintes materiais foram
empregados como eletrodos de trabalho:

(i) carbono vitreo: eletrodo comercial (Bioanalytical System, modelo TL-5), com
didmetro de 3,0 mm.

(ii) cobre: fio de cobre adquirido no comércio local. O arame foi embutido em
Teflon® e, apés polimento adequado, a superficie exposta apresentou didmetro
igual a 2,6 mm. Para avaliar a pureza do fio de cobre, uma pequena
quantidade do material foi submetida a analise por espectroscopia de absorgao

atdbmica e o resultado mostrou a composicao descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo do eletrodo de cobre apés analise por espectroscopia de
absorgéo atébmica.

Cu Ni Cr Pb Sn Zn

Teor (%) 99,7 0,014 0,0044 0,13 0,0019 0,15
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(iii) ouro e platina: eletrodos comerciais adquiridos da Metrohm, com didmetros
de 2,0 mm (ouro) e 3,0 mm (platina).

(iv) filme de ouro: eletrodo obtido a partir de CDs gravaveis de ouro. A area do
eletrodo era definida pressionando um cilindro de borracha de silicone contra a
superficie do CD. O espacgo no interior do cilindro era utilizado como célula

eletroquimica.

3.6. ROTINA

3.6.1. Eletrodos de trabalho

Pré-tratamento da superficie

Antes de iniciar os experimentos eletroquimicos, os eletrodos de trabalho
(carbono vitreo, platina, ouro e cobre) eram submetidos a polimento mecanico com
suspensao de alumina 0,3 e 0,02 um, utilizando tecido feltro fixado em base de vidro
ou acrilico. A seguir, eram lavados com jatos de agua destilada e secos a temperatura
ambiente.

A preparacao dos eletrodos de CDs gravaveis de ouro foi conduzida removendo
o filme polimérico protetor por ataque quimico com acido nitrico concentrado.
Posteriormente, um jato de agua destilada era empregado para retirar o material
remanescente. Com isso, uma superficie plana, recoberta por um filme fino de ouro,

era facilmente obtida.

Modificacdo da superficie do eletrodo de carbono vitreo

No trabalho ora relatado, eletrodos de carbono vitreo modificados por adsorcéo
quimica de CoTRP ou por eletropolimerizagdo de NiTRP foram utilizados como
sensores para a determinagdo de acetaminofen e glicose, respectivamente. Os
procedimentos adotados para a preparacédo de cada um dos sensores sao descritos a
sequir:

(i) carbono vitreo/CoTRP: com o auxilio de um capilar, 1 uL de uma solugéo de

CoTRP (1 mg/5 mL metanol) era transferido para a superficie do eletrodo
previamente polida. Posteriormente, o solvente era evaporado a temperatura

ambiente. O procedimento era repetido, entdo, duas vezes mais.
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(ii) carbono vitreo/NiTRP: apds pré-tratamento da superficie, o eletrodo era imerso

em solugdo de NaOH 0,1 mol L™ contendo NiTRP 5,0 x 10 mol L™ e , entso,

submetido a varreduras ciclicas sucessivas de potencial (entre 0,0 e 0,9 V) a 100

mV s™. Com isso, filmes poliméricos da porfirina tetrarrutenada de niquel (poli-

NiTRP) eram obtidos. Volumes pequenos (200 L) de solugéo recém-preparada

eram empregados, vez que a porfirina apresenta degradagdo em meio alcalino.

Por isso, uma célula (Figura 11) constituida de um tubo de borracha de silicone

foi adaptada para este procedimento.

B————

D——

A—

3.6.2. Procedimentos eletroquimicos

Figura 11. Esquema da célula
adaptada para a polimerizagdo
eletroquimica de NIiTRP: (A) eletrodo
de trabalho, (B) eletrodo de referéncia
Ag/AgClke sat, (C) eletrodo auxiliar de
platina, (D) tubo de borracha de
silicone e (E) solugdo alcalina de
NIiTRP (200 pL).

Voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial

O eletrodo de trabalho (modificado ou livre de agente modificador) era inserido

na célula eletroquimica previamente montada, contendo 10 mL do eletrélito suporte

adequado a cada sistema estudado. Posteriormente, os ensaios potenciodinamicos

eram realizados. Quando necessario, adicdes dos analitos eram feitas a célula de

maneira a obter concentragdes finais desejadas das espécies quimicas em estudo.

BIA com deteccao amperométrica

Com o eletrodo de trabalho previamente modificado ou livre de agente

modificador, o sistema era montado e um potencial constante apropriado, aplicado. O

35



3. parte experimental

eletrodo assim permanecia, durante um determinado periodo de tempo, suficiente para
obten¢do de uma corrente de valor muito baixo e praticamente constante. A seguir, os
picos relacionados a resposta analitica eram registrados, apés efetuar injecées de
solugdes padrao e das amostras dos diferentes analitos, em varias concentracoes.

As variaveis envolvidas na operagao BIA foram avaliadas a fim de estabelecer
as condi¢cdes mais favoraveis para a quantificacdo dos analitos. A Tabela 3 mostra os

resultados obtidos para cada um dos sistemas eletroquimicos estudados.

Tabela 3. Condigcbes experimentais empregadas em BIA para os sistemas eletroquimicos estudados.

Potencial Distancia eletrodo- Volume de Vazao — v

aplicado ponteira inje¢do - Vipj  (uLs™)
(mV) (mm) (nL)
cobre/NaOH 0,1 mol L'/AAS? 530 2,0 100 75,3
CV®/NaOH 3,0 mol L™"/salbutamol 420 2,0 100 24,5
CoTRP/NaClO, 0,2 mol L™'/acetaminofen 650 2,0 100 75,3
NiTRP/NaOH 1,0 mol L'1lglicose 470 2,0 100 75,3

# AAS: 4cido acetilsalicilico
b CV: carbono vitreo

3.6.3. Procedimento de analise

Todas as amostras de produtos farmacéuticos empregadas neste estudo foram
adquiridas comercialmente em drogarias locais. O acido acetilsalicilico (aspirina) e o
acetaminofen foram quantificados em amostras de comprimidos. O salbutamol (na
forma de sulfato), foi analisado em xaropes, enquanto uma solugdo comercial

farmacéutica foi empregada para determinar glicose.

BIA com deteccdo amperométrica

(i) acido acetilsalicilico: foram analisadas sete diferentes amostras de

comprimidos contendo acido acetilsalicilico e outras substancias. Cada um dos
comprimidos era dissolvido em um volume apropriado de eletrélito suporte
(NaOH 0,1 mol L") em balées volumétricos de 200 mL ou 100 mL, que eram
completados até a marca com a mesma solugdo. Aliquotas das solugdes

resultantes eram convenientemente diluidas (dependendo do teor do analito
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em cada amostra) com eletrdlito suporte para atingir uma concentracao
nominal de 2,5 x 10 mol L™ em 4acido acetilsalcilico.

(ii) sulfato de salbutamol: para a analise de sulfato de salbutamol, foram

empregadas quatro diferentes amostras de xarope contendo o analito e outros
componentes. Aliquotas de 200 uL de cada amostra eram transferidas para
balées volumétricos de 5 mL e o volume era completado com eletrdlito suporte
(NaOH 3,0 mol L™).

(iii) acetaminofen: cada um dos comprimidos das seis diferentes amostras a
analisar era dissolvido em um volume apropriado de agua deionizada, diluindo,
posteriormente, de modo a completar 1 L em baldo volumétrico. Uma aliquota
de 100 ulL era, entao, transferida para um segundo baldo volumétrico (5, 10 ou 25
mL), o qual era completado até a marca com solugdo tampéao acetato/acido
acético 0,1 mol L' (pH 4,7) + NaClO, 0,2 mol L.

(iv) glicose: a quantificagcdo deste analito foi realizada em uma amostra
farmacéutica de uma solugcdo aquosa de glicose. A preparagdo da amostra
para analise consistia em diluicdo direta de uma aliquota de 14,5 uL da amostra

com eletrélito suporte (NaOH 1,0 mol L™) em baldo volumétrico de 5 mL.

Voltametria ciclica

A glicose também foi quantificada na amostra acima referida, utilizando
voltametria ciclica. A dilui¢ao foi feita diretamente, pela adigdo de 12 uL da amostra ao

volume inicial (5 mL) de NaOH 1,0 mol L™ na célula eletroquimica.

Espectrofotometria

(i) acido acetilsalicilico: para efeito de comparagao, o acido acetilsalicilico foi quantificado

nas amostras, empregando o teste Trinder [139]. O método se baseia na
reacao do acido salicilico (formado apds hidrélise do acido acetilsalicilico) com
ions ferro (lll), em meio acido, para formar um complexo de coloragao violeta,
que € monitorado espectrofotometricamente em 540 nm. O mesmo procedimento
para a dissolugdo das amostras, descrito acima, foi realizado aqui para hidrolisar
0 acido acetilsalicilico antes da adi¢ao de acido nitrico, que foi feita de maneira
a atingir uma concentragéo final de 0,1 mol L' em HNO;.

(i) sulfato de salbutamol: verificou-se que nenhum método oficial foi descrito para

a analise de salbutamol em amostras de xarope. Além disso, os métodos
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estabelecidos na literatura sdo morosos e/ou laboriosos. Sendo assim, nao foi
possivel realizar a analise comparativa dos resultados com outro método.

(iii) acetaminofen: o paracetamol foi quantificado nas amostras, empregando um
método descrito na literatura [217]. Na preparacdo das amostras, cada
comprimido foi pesado e triturado. A seguir, uma quantidade do pé obtido foi
pesada e dissolvida em etanol, completando-se um volume de 5 mL com o
mesmo solvente. A partir desta solugao, diluicbes apropriadas foram feitas,
sendo as solugdes resultantes empregadas na analise por espectrofotometria
derivativa, com absorbancias medidas em 263,4 nm.

(iv) dlicose: um teste de Benedict modificado foi empregado para a analise
espectrofotométrica de glicose na amostra. Este método é baseado na
oxidacado do grupo aldeido da glicose pelos ions Cu(ll). Um dos produtos da
reacao é um precipitado vermelho de Cu,O. A presenca de ions Cu(ll) confere
uma coloracdo azul-esverdeada a solugdo de Benedict. A intensidade de cor
desta solucdo depende da concentragédo de glicose. Durante o procedimento,
aliquotas de 90 uL da amostra eram diluidas com agua deionizada em balbes
volumétricos de 5 mL. As solugcbes obtidas eram transferidas para tubos de
ensaio, aos quais eram adicionados 5 mL de solugdo de Benedict [218].
Solugdes padrdao de glicose em concentragdes crescentes também foram
submetidas ao mesmo tratamento. Todos os tubos de ensaio (inclusive o
utilizado para obter o “branco”™ 5 mL de agua deionizada + 5 mL de solugédo de
Benedict) permaneceram sob aquecimento em banho-maria durante 8 minutos.
Apos resfriamento, os tubos de ensaio foram centrifugados durante 2 minutos e

os sobrenadantes, utilizados nas medi¢des espectrofotométicas (A = 735 nm).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme ja mencionado, o trabalho experimental foi dedicado ao
desenvolvimento de sensores amperométricos, associando-os a técnica batch injection
analysis (BIA), com vistas a aplicacdes analiticas. Quatro diferentes sistemas foram
estudados e destinados a analise de acido acetilsalicilico, sulfato de salbutamol,

acetaminofen e glicose em produtos farmacéuticos.

Para estabelecer as condicbes mais favoraveis para a determinagao dos

analitos, algumas variaveis envolvidas na operagao BIA foram estudadas:

(i) potencial de trabalho: correspondeu ao valor observado para o maximo de

corrente dos voltamogramas registrados para cada sistema estudado. O valor
do potencial, empregado em cada sistema, é apresentado na Tabela 3 (se¢éo
3.6.2).

(ii) distdncia eletrodo-ponteira: a medicdo da distancia entre a ponteira e a

superficie do eletrodo era realizada de acordo com o procedimento descrito a
seguir: com o sistema BIA montado (mas com a célula vazia), placas de cobre
de 0,5 e 1,0 mm de espessura eram posicionadas entre o eletrodo e a ponteira.
Com isso, delimitava-se a regido do eletrodo em contato com a parte externa
da base da célula BIA, utilizando caneta esferografica de ponta fina.
Posteriormente, desmontava-se o sistema, preparando-o novamente apés
obter o sensor para o experimento. A distancia era, entdo, baseada no sinal
feito conforme descrito acima. Para distancias diferentes de 0,5, e 1,0 mm, as
placas de cobre eram combinadas de modo a obter os valores desejados. A
distancia empregada foi de 2,0 mm para todos os sistemas estudados. Um
grafico do sinal amperométrico em fung¢ao da distancia eletrodo-ponteira obtido
para o sistema eletrodo de carbono vitreo/CoTRP/NaClO, 0,2 mol L (pH
4,7)/acetaminofen € mostrado na Figura 12. Os demais sistemas estudados
apresentaram um perfil semelhante. Conforme se pode observar nessa figura,
a regidao delimitada entre 2,0 e 3,0 mm apresenta-se mais favoravel. No
entanto, estudos de repetibilidade apresentaram resultados mais satisfatérios
na distancia de 2,0 mm, levando a escolha desse valor para os experimentos

subsequentes.
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1,50 e ———————————— Figura 12. Gréfico do sinal
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. ] CoTRP e imerso em solugdo
tampdo Ac/HAc 0,1 mol L’
—_— (pH 4,7) + NaClO, 0,2 mol L.
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distancia eletrodo-ponteira (mm) - 650 mV; Viy: 100 1L, A: 0,07

cm?.

(iii) vazéo (v5): a relacdo entre o sinal de corrente e a vaz&o obtida para o
sistema eletrodo de carbono vitreo/NaOH 3,0 mol L'/ salbutamol &
apresentada na Figura 13. Com base nessa figura, em que a corrente aumenta
continuamente com v;, verifica-se que a condigcdo mais apropriada € a que
corresponde a vaz&o mais alta (75,3 puL s™). Esse comportamento também foi
observado para os outros sistemas eletroquimicos. Dessa forma, o valor mais
alto de v foi eleito para todos os sistemas, exceto para aquele descrito na
Figura 13. Neste caso, a vazdo de 24,5 uL s™' (a mais baixa) se mostrou mais
favoravel porque para valores mais altos os sinais apresentaram uma
repetibilidade pobre, provavelmente devido a viscosidade relativamente alta do
meio empregado (NaOH 3,0 mol L™).

CORRENTE

N
o

C

Figura 13. Efeito da vazao

sobre os sinais decorrentes

Corrente (uA)
o

de injegbes de uma solugéo
a v, (uL s padrdo de sulfato de
salbutamol 2,0 x 10* mol L™,
vi (a) 24,5, (b) 47,6 e (c)
75,3yl s". E: 420 mV: Vi 100

MDD | x
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(iv) volume de injecéo (Viy): o efeito do volume do analito sobre a corrente

também foi estudado para os quatro sistemas descritos. O comportamento
geral foi semelhante ao representado na Figura 14, que ilustra o grafico de
corrente em fungado do volume injetado para o sistema eletrodo de carbono
vitreo/NaOH 3,0 mol L"/salbutamol. A Figura 14 mostra que os valores de
corrente aumentam rapidamente no inicio, apresentando um aumento posterior
pouco significativo entre 40 e 100 uL. Dessa forma, volumes situados entre 40
e 50 pulL poderiam, aparentemente, ser empregados. No entanto, decidiu-se
utilizar sempre um volume de 100 uL em todos os estudos realizados, uma vez
que se verificou que, nessa condicao, a repetibilidade dos sinais era superior

quando solugdes de concentragdes muito baixas eram empregadas.

CORRENTE
(
o

<
L O 4
k L I\ l h 0 25 50 75 100
. V., (ul)

TEMPO

Figura 14. Variagdo da corrente em fungéo do volume de amostra injetada. Foram feitas

injecbes de uma solucdo padrdo de sulfato de salbutamol 2,0 x 10 mol L™, utilizando
diferentes Vi, (a) 100, (b) 80, (c) 60, (d) 40, (e) 20 e (f) 10 uL. E: 420 mV; vg: 24,5 L s™.
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4.1. QUANTIFICAGAO DE Acipo ACETILSALICILICO UTILIZANDO ELETRODO DE COBRE

EM MEIO ALCALINO

4.1.1. Estudos voltamétricos

O comportamento voltamétrico do eletrodo de cobre em NaOH 0,1 mol L™ ¢
ilustrado na Figura 15. O potencial foi variado dentro do intervalo de —900 mV a 800
mV, a 50 mV s™'. O perfil corrente-potencial observado na Figura 15A corresponde &
primeira varredura, registrada para o eletrodo recém-polido. Apds varreduras
continuadas, quando as correntes nao apresentavam qualquer variagao significativa (5

ciclos), o voltamograma resultante foi aquele exibido na Figura 15B.

(A)

Figura 15. Voltamogramas

ciclicos registrados para um

100 MA]:

3 0,7 mol L'" apé6s o 1° ciclo (A)

eletrodo de cobre em NaOH

_9'00 -6'00 _3'00 (') 3(')0 6(')0 9(')0 e apos 5 varreduras sucessivas
Potencial (mV) (B). v: 50mV's”; A: 0,05 cnr’

O aspecto dos voltamogramas da Figura 15 estd de acordo com aquele
estabelecido na literatura. Varios picos anddicos e catddicos sdo observados durante
as varreduras positiva e negativa, respectivamente. E perfeitamente possivel comparar
esses resultados com dados previamente descritos. O pico a4 foi atribuido a adsorgao
de oxigénio, com base em estudos elipsométricos in situ e por voltametria ciclica
[219,220]. O pico a; é o resultado da oxidagéo de cobre metalico (Cu®) ao seu estado
de oxidagao inicial, Cu(l) [221-225]. O pico a; envolve as transicdes Cu’/Cu(ll) e

Cu(l)/Cu(ll) [223]. O pico a4 esta associado a formacado de espécies solluveis, de
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acordo com estudos cronopotenciométricos descritos na literatura [226]. Na primeira
varredura, os picos az e a, apresentam-se separados (Figura 15A). No entanto, apos
varreduras consecutivas (Figura 15B), eles tendem a sobrepor-se. Isso €
acompanhado por um aumento da carga consumida, associada a tais picos de
oxidacado. A sobreposicédo dos picos a; e a, tem sido relatada, ndo havendo explicagao
para o mecanismo resultante [227]. A formagao anddica de espécies Cu(lll) é facilitada
se concentragdes mais altas de hidréxido sdo empregadas [223]. Nos resultados ora
apresentados, a formagao dessas espécies pode estar ocorrendo durante a varredura
positiva entre 700 e 800 mV, em que se observa um aumento continuo da corrente de
oxidacao (Figura 15A-B). Durante a varredura reversa, uma pequena onda catédica,
ci, pode ser observada e é atribuida a redugdo de Cu(lll) a Cu(ll). Os picos
assinalados por ¢, e c3 sdo associados a reducao de Cu(ll) a Cu(l) e de Cu(l) a Cu(0),
respectivamente.

O voltamograma da Figura 16 ilustra a eletrooxidacdo do acido acetilsalicilico

sobre o eletrodo de cobre em meio alcalino.

Figura 16. Voltamogramas ciclicos de
um eletrodo de cobre em NaOH 0,1
mol L™ antes (a) e apés (b) adicdo de

acido acetilsalicilico 4,6 x 10° mol L

e e e e e et (concentragdo final). v: 50 mV s’;
-900 -600 -300 O 300 600 900 A:0,05cm>
Potencial (mV)

Duas importantes variagcbes podem ser observadas no perfil voltamétrico da
Figura 16, em que os voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de cobre na
auséncia e na presenca de acido acetilsalicilico sdo comparados. A primeira variacao
consiste em um decréscimo consideravel na quantidade de carga consumida para a
formacgao de Cu(ll), na regido entre —200 mV e 250 mV. A segunda é caracterizada pelo
desenvolvimento de uma onda de oxidagdo entre 450 e 800 mV. Somente um
pequeno decréscimo na corrente dos picos ¢, e c; foi observado apds adicdo do

analito. Aparentemente, isso se deve a um simples deslocamento da linha de base,
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uma vez que as cargas consumidas sob esses picos sdo praticamente as mesmas
antes e apos a adigdo de acido acetilsalicilico. O comportamento voltamétrico exibido
na Figura 16 é semelhante ao observado para a oxidagao de glicose sobre eletrodos
de cobre em meio alcalino [227-229]. Marioli e Kuwana [227] sugeriram um possivel
mecanismo, responsavel pelo decréscimo dos picos as € a, na presencga de glicose.
Tal mecanismo consiste na interagao (ou complexagao) do carboidrato com espécies
Cu(l) formadas na regido de potenciais entre —400 mV e -200 mV, afetando a
producao de Cu(ll) e de espécies soluveis, sendo o composto resultante oxidado em
potenciais mais positivos. Segundo os pesquisadores, 0 processo acima descrito nao
exclui o envolvimento de espécies Cu(lll) na catalise. Em seus experimentos,
utilizando eletrodo rotativo de disco-anel, foi demonstrado que Cu(lll) apresenta um
papel importante na oxidagao da glicose.

Conforme ja mencionado, quando o eletrodo de cobre é submetido a
varreduras consecutivas entre —900 mV e 800 mV em NaOH 0,1 mol L™, o perfil
resultante é, invariavelmente, aquele exibido na Figura 15B. Quando a varredura de
potenciais é limitada entre 0 e 700 mV, o comportamento observado para o eletrodo
recém-polido, apds o primeiro ciclo, é tal como aquele ilustrado na Figura 17a. Nessa
figura, o voltamograma apresenta o desenvolvimento de uma onda larga de oxidag&o
durante a primeira varredura positiva. Essa onda anddica pode ser atribuida a
formagao de espécies soluveis, uma vez que ela ocorre na mesma regido quando um
intervalo mais amplo de potenciais (-900 mV a 800 mV) é empregado (ver Figura 15A).
Tais espécies soluveis sdo formadas de acordo com a seguinte equacao da reacao
redox [227]:

Cu’ + 30H — HCuO, + H,O + 2e (2)
e a partir do equilibrio de dissolugéo [227]:
Cu(OH), + 20H S Cu0y* + 2H,0 (3)

Durante varreduras subsequentes, a onda de oxidagdo desaparece e a curva
resultante é aquela mostrada na Figura 17b. Observagcbes semelhantes foram
descritas por Prabhu e Baldwin [71], sendo que estes pesquisadores verificaram um
maximo de corrente, durante a primeira varredura, em 450 mV (vs. Ag/AgCIl KCI 3 mol
L™"). No entanto, eles empregaram velocidades de varredura mais baixas e um
eletrodo quimicamente modificado, preparado pelo recobrimento de uma superficie de
carbono vitreo com uma camada de Cu(ll). De acordo com os autores, a onda
observada durante a primeira varredura foi devida, provavelmente, a oxidagao de
Cu(ll) a Cu(lll). Miller [221] também descreveu um comportamento semelhante em

seus estudos, observando um decréscimo rapido da onda de oxidagcdo apods
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varreduras continuadas, e atribuiu a ocorréncia desse fato experimental a um processo

de passivacao resultante da formagao muito rapida de um filme.

10ul

a
b
Figura 17. Voltamogramas
ciclicos registrados para um
eletrodo de cobre em NaOH 0,1
mol L apés a primeira (a) e a
Y v v v v vt v TV v 1 quinta(b) vareduras. v:50 mVs'; A:
0 150 300 450 600 750

Potencial (mV) 0,05 cr?’

Um perfil voltamétrico semelhante ao da curva b na Figura 17 foi observado por
Johnson e colaboradores [230] para eletrodos de filmes de 6xido de cobre (CuO)
depositados eletroquimicamente sobre superficies condutoras em solugdes alcalinas
contendo cianeto de cobre (I e Il). Esses autores sugeriram que, durante a varredura
positiva, somente a camada de CuO em contato com a solugido eletrolitica foi
convertida a um éxido de Cu(lll), talvez CuO(OH). Eles propuseram que a conversao
anaodica de Cu(ll) a Cu(lll) tem inicio em potenciais maiores que 200 mV (vs. ECS) e
sugeriram um mecanismo no qual a eletrocatalise de CN™ ocorre por um processo de
mediacao de transferéncia de oxigénio facilitado pela formagéo de sitios de Cu(lll) na
superficie de CuO.

Se considerarmos como verdadeiro o mecanismo envolvendo a interagao do
acido acetilsalicilico com espécies Cu(l), como primeira etapa, tal como foi sugerido
para a glicose [227], poderia-se esperar que a oxidagdo do analito n&o ocorresse, pelo
menos em extensao apreciavel, dentro do intervalo limitado de potenciais de 0 a 700
mV. Ou seja, quando o eletrodo é submetido a condi¢gdes experimentais em que a
varredura é feita somente entre 0 e 700 mV (Figura 17), admite-se que n&o ha
formacgao de espécies Cu(l) e, por consequiéncia, nenhum composto se formaria para
ser oxidado em potenciais mais positivos que 400 mV. Todavia, a mesma onda
anddica atribuida a oxidagcao do acido acetilsalicilico acima de 450 mV foi observada

quando o eletrodo sofreu tratamento eletroquimico nos diferentes intervalos de potenciais
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de —900 a 800 mV e de 0 a 700 mV. Isso pode ser confirmado por analise da Figura
18. Nessa figura, a pequena diferenga entre os valores de corrente, observada para as
curvas b e d acima de 450 mV, é atribuida principalmente a diferenca nas
concentracoes de acido acetilsalicilico empregadas. Dessa forma, parece 6bvio que o
processo envolvendo a oxidagc&do do analito acima de 450 mV n&o tem relagdo com o
fendbmeno que ocorre entre —250 mV e 200 mV, assinalado pelo decréscimo dos picos

as € a4 quando da adi¢do do analito (Figuras 16 e 18A).

/ b
;_,/\ \/ (A)

Figura 18. Voltamogramas
ciclicos registrados para um
eletrodo de cobre, em NaOH

0,1 mol L', entre =900 e 800

mV (A) e 0 e 700 mV (B),

(B) antes (a e c¢) e apds adigcao
de acido acetilsalicilico 4,6
mmol L (b) ou 3,7 mmol L (d)

_9'00 ) -6'00 ) _3'00 ) 6 ) 360 ) 660 ) 960 (concentragbes finais). v: 50

Potencial (mV) mV s’ A: 0,05 cr”.

A formagao de espécies soluveis de oxi-hidroxidos de Cu(lll) tem sido descrita
em estudos realizados com eletrodos rotativos de disco-anel [221]. Esse processo
eletroquimico é altamente dependente da concentracdo de hidroxido e da formacao
prévia de uma camada especifica de 6xido de Cu(ll) [76]. Tem-se sugerido, como
explicagcdo do bom desempenho de eletrodos de cobre em meio alcalino em processos
anoédicos de varias substancias organicas, a participagao de Cu(lll) como mediador em
reacoes de transferéncia de elétrons. Em nossos estudos, os voltamogramas
mostrados nas Figuras 16 e 18 também demonstram a utilidade de um substrato de
cobre para a oxidagdo do acido acetilsalicilico. No entanto, o mecanismo envolvendo
esse processo eletroquimico nao foi elucidado.

A oxidagao do acido acetilsalicilico (AAS) foi estudada para diferentes materiais
de eletrodo em NaOH 0,1 mol L. Os resultados obtidos para os eletrodos de carbono

vitreo, platina, ouro e cobre sdo mostrados na Figura 19. Para efeito de comparacao,
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também sao mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos sob condigbes experimentais

idénticas, mas na auséncia do analito (curva a).

b

QH / a

o b

e /.

5 a Figura 19. Voltamogramas
é ”g b ciclicos de eletrodos de carbono
9 “é]ﬁc vitreo (A), platina (B), ouro (C) e
3 al| cobre (D) em NaOH 0,1 mol L™
g b antes (a) e apds (b) adicdo de
Q 4cido acetilsalicilico 3,67 x 10°
mol L (concentragdo final).
D 3| Area dos eletrodos: (A) 0,07, (B)
0,07, (C) 0,03 e (D) 0,05 cn’:

2200 0 200 400 600 800 v:50mVs".
Potencial (mV)

Para todos os sistemas de eletrodo estudados, um processo anddico é
observado durante a varredura positiva devido a oxidacao do acido acetilsalicilico, com
inicio em potenciais acima de 300 mV. A corrente comega a aumentar entre 400 e 450
mV para os eletrodos de carbono vitreo, platina e cobre (curvas A-b, B-b e D-b,
respectivamente). Para o eletrodo de ouro, o processo inicia em potenciais menos
positivos, em torno de 330 mV (curva C-b). Os perfis voltamétricos em todos os
sistemas mostraram uma uUnica onda anddica irreversivel, mas somente o eletrodo de
cobre apresentou uma onda bem definida (corrente de pico em 530 mV). Além disso, a
magnitude de corrente anddica para o eletrodo de cobre foi maior do que aquelas
observadas para os outros sistemas. Isto € uma clara indicacdo de que um
desempenho eletroquimico mais favoravel para a oxidacado do acido acetilsalicilico &
obtido em uma superficie de cobre.

A Figura 20 apresenta voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de cobre
em NaOH 0,1 mol L™ contendo o acido acetilsalicilico em diferentes concentragées. O
sinal observado para cada concentracdo de AAS foi muito estavel e reprodutivel. Essa
caracteristica foi verificada mesmo apds ciclos repetitivos (10 ciclos), com os sinais
tornando-se estaveis apds o segundo ciclo. Uma relagdo bastante linear entre a

magnitude de corrente e a concentragédo do AAS, ilustrada no detalhe da Figura 20,
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demonstra a possibilidade de empregar o eletrodo de cobre na quantificagdo de acido
acetilsalicilico.

80- < o)
. 530-
< 607 5 20
= § 10.
() |
=404 ~ °
o

& 20

0' -
0 200 400 600 800

Potencial (mV)
Figura 20. Voltamogramas ciclicos obtidos para um eletrodo de cobre em solugdo de NaOH 0,1

mol L' contendo &cido acetilsalicilico em diferentes concentragées (0 a 2,1 mmol L). v: 50
mV's’; A: 0,05 cn?.

4.1.2. Batch injection analysis

Curvas de calibracdo e estudos de repetibilidade

Uma série de experimentos em triplicata foi conduzida para construir as curvas
de calibracdo. A linearidade entre os sinais de corrente obtidos por BIA e a
concentragdo do analito foi estabelecida dentro do intervalo de 1,0 x 10° mol L' a 1,0 x 10
mol L, com uma regressdo linear dando um coeficiente de correlagdo de 0,9998
(Figura 21).

Um limite de deteccdo de 4,8 x 107 mol L™ foi estimado (3 vezes o desvio
padrdo do branco [231]). Mesmo em concentragbes tdo baixas quanto aquelas
situadas entre 1,0 x 10° mol L™" e 1,0 x 10° mol L', os valores de corrente
mostraram-se muito favoraveis a relagao sinal/ruido, apresentando uma linha de base
muito estavel (Figura 22). Faz-se importante, desde ja, chamar a atencao para os bons
resultados que podem ser obtidos utilizando BIA. Os picos mostraram-se bem
definidos, com queda rapida da corrente amperométrica ao término da injecao,
indicando uma alta dispersao do analito. Os bons resultados também se caracterizam
pela auséncia de efeito de memdria, mesmo se solugdes de acido acetilsalicilico em

concentragdes muito diferentes sdo empregadas (ver Figura 22).
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Figura 21. Curva de calibracdo construida a partir dos resultados obtidos por

BIA/amperometria, apés inje¢cbes em triplicata de solugbes de acido acetilsalicilico em
concentragées variando de 1,0 x 10°a 1,0 x 10° mol L.
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N o 0,44

o f S
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Figura 22. Resultados BIA para um eletrodo de cobre em NaOH 0,1 mol L, apés
injegbes de solugbdes de acido acetilsalicilico (a) 1,0, (b) 2,0, (c) 4,0, (d) 6,0, (e) 8,0 e
(f) 10,0 x 10° mol L. O detalhe mostra a curva de calibragdo correspondente. Viy:
100uL; vi: 75,3 ul s7'; E: 0,53 V: A: 0,05 cm’.
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Em concentracdes acima de 1,0 x 10° mol L™, a curva de calibragéo perdeu a
linearidade como resultado de uma possivel saturagdo do sistema, conforme se

observa na Figura 23.
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Figura 23. Resultados BIA para um eletrodo de cobre em NaOH 0,1 mol L, apés
injegbes de solugbes de acido acetilsalicilico (a) 1,0, (b) 2,0, (c) 4,0, (d) 6,0, (e) 8,0 e
(f) 10,0 x 10° mol L. O detalhe mostra a curva de calibracdo correspondente. Vinj:
100uL; vi: 75,3 ul s'; E: 0,53 V: A: 0,05 cm?.

Os sinais obtidos ap6s injegcbes repetitivas de 100 uL de acido acetilsalicilico
1,0 x 10 mol L™ sdo mostrados na Figura 24. Trinta injecdes do analito apresentaram
um valor médio de corrente de 8,97 pA, com um desvio padrao relativo de apenas
0,37%. As injecbes foram conduzidas com uma freqiéncia de 60 determinag¢des por
hora. A repetibilidade extraordinaria da resposta amperométrica foi atribuida

principalmente ao bom desempenho do eletrodo de cobre.
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Figura 24. Resultados BIA apo6s
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Quantificacdo de dcido acetilsalicilico, como salicilato, em farmacos

Para a quantificacdo do analito em formulacdes farmacéuticas, sete diferentes
produtos foram empregados. A Figura 25 apresenta os resultados de BIA obtidos para
essas amostras e para injecoes de solugdes padrao em diferentes concentragdes (1,0
x 10 mol L™ a 1,0 x 10° mol L™). A proporcionalidade entre a corrente amperométrica e a
concentracao dos padrdes pode ser confirmada observando a curva de calibracédo

ilustrada no detalhe da Figura 25.
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Figura 25. Resultados BIA para a analise de acido acetilsalicilico em sete diferentes
amostras, utilizando um eletrodo de cobre em NaOH 0,1 mol L. Detalhe: curva de
calibragao construida para solugées padrdo de AAS (a) 1,0, (b) 2,5 (c) 5,0, (d) 7,5 e (e)
10,0 x 10* mol L. V;y: 100uL; v: 75,3 uL s7'; E: 0,53 V; A: 0,05 cm?.

Para efeito de comparacéao, os teores de acido acetilsalicilico também foram
determinados mediante emprego da técnica espectrofotométrica. Para tanto, utilizou-
se o procedimento descrito na seg¢do 3.6.3. Os resultados atingidos para todas as
amostras, comparados com aqueles obtidos pelo método espectrofotométrico,
apresentaram erros relativos variando de 0,4% a 1,6% e estdo resumidos na Tabela 4.

Compostos como cafeina, carbonato de célcio e 6xido de magnésio, bem como

componentes coloridos contidos nos comprimidos, ndo afetaram os resultados das

52



4. resultados e discussao

andlises. A boa correlacdo entre os dados experimentais obtidos pelos métodos
amperométrico e espectrofotométrico pode ser vista no gréafico exibido na Figura 26.
Para este grafico, a regressao linear apresentou coeficientes angular e linear préximos

da unidade e de zero, respectivamente (0,995 + 0,033 e 0,0007 + 0,0178).

Tabela 4. Resultados obtidos apds andlise de acido acetilsalicilico em sete diferentes amostras de
produtos farmacéuticos.

Amostra Composigao Valor nominal Amperometria+ DP  Espectrofotometria = DP
(mg) (mg)® (mg)”
1 AAS®, cafeina 500 498+ 6 504 + 2
2 AAS, cafeina 650 651+3 655+ 3
3 AAS, amido de milho 500 489 +4 487 +4
4 AAS, carbonato de calcio, 6xido de 500 499+ 3 491 +6
magnésio, carbonato de magnésio
5 AAS, cafeina 500 523 +2 520+ 2
AAS, cafeina 650 659,0 £ 0,1 650+ 8
7 AAS 500 490 +1 487 +2

a Média + desvio padrdo de trés determinagées.

AAS: &cido acetilsalicilico.

0,68 L) v L) v L) v L) v L)
5 .
_(_5 0,64' I
© Figura 26. Grafi mparativi
£ 0,60 i gura 26. Grafico comparativo
§e’ dos resultados obtidos pelos
2 , o
o 0,564 . métodos  amperométrico e
8 espectrofotométrico apds analise
Q 0,524 b , S e s
N ° ) de acido acetilsalicilico em sete
0,484 9 diferentes amostras comerciais de

048 052 056 060 064 068 produtos farmacéuticos.
Amperometria ()
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4.2. QUANTIFICAGAO DE SULFATO DE SALBUTAMOL UTILIZANDO ELETRODO DE

CARBONO VIiTREO EM MEIO ALCALINO

4.2.1. Estudos voltamétricos

A eletroquimica do salbutamol ainda n&o esta bem estabelecida. Com base em
estudos relatados em poucos artigos publicados [178-180], verifica-se que o sinal
eletroquimico é muito dependente das condicbes experimentais. Dessa forma, na
busca das condicbes mais favoraveis para a analise do salbutamol por BIA associada
a amperometria, alguns estudos preliminares envolvendo diversos materiais de
eletrodo e diferentes eletrélitos suporte foram realizados.

A Figura 27 apresenta os voltamogramas ciclicos para diferentes sistemas de
eletrodo em NaOH 3,0 mol L', antes e ap6s a adicdo de sulfato de salbutamol.
Comparando esses resultados, a resposta do eletrodo de carbono vitreo (Figura 27A)
a oxidacao do analito é indubitavelmente mais favoravel do que aquelas atingidas por

eletrodos de cobre, ouro e platina (Figura 27B, C e D, respectivamente).

0.5 mA cm?
a
Figura 27. Voltamogramas ciclicos
B de eletrodos de carbono vitreo (A),
cobre (B), ouro (C) e platina (D) em

b NaOH 3,0 mol L', na auséncia (a) e
A a na presenga (b) de sulfato de
————————— Salbutamol 1,0 x 10 mol L"". Area

|
0 200 400 60 dos eletrodos: (A) 0,07, (B) 0,05, (C)
Potencial (mV)  0.03e(D) 0,07 cm?; v: 50 mV's™.

(@)
ﬁk
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Em solugdes menos concentradas de NaOH (0,1 mol L"), a resposta
voltamétrica fornecida pelo eletrodo de cobre também foi satisfatéria quando
comparada com os resultados observados para o eletrodo de carbono vitreo. No
entanto, ambos materiais apresentaram problemas associados ao envenenamento da
superficie dos eletrodos, possivelmente causados pela adsor¢do de produtos da
reacdo. Esse problema pdde ser contornado quando solugdes de NaOH
suficientemente concentradas, por exemplo 3,0 mol L™, foram empregadas. Isso foi
confirmado apés avaliagdo do desempenho de ambos eletrodos quando acoplados a
BIA. No entanto, os sinais amperométricos obtidos por BIA revelaram uma
repetibilidade superior, com uma linha de base mais estavel, para o eletrodo de
carbono vitreo. Tais resultados foram decisivos na escolha desse sensor para os
estudos posteriores. A solugdo de NaOH 3,0 mol L™ foi eleita para uso como eletrélito
suporte devido a duas razdes principais: sob tais condi¢cbes, os problemas relacionados
ao envenenamento do eletrodo de carbono vitreo sédo eliminados e, ainda, a oxidagao
do salbutamol em meio alcalino ocorre em regides de potenciais menos positivos,
minimizando os problemas que envolvem a presenca de interferentes. Na Figura 28,
sdo apresentados alguns resultados obtidos por voltametria de pulso diferencial e em

que se verifica a ultima afirmacgao.
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Em meio acido, a oxidagdo de sulfato de salbutamol ocorre em regides de
potenciais bastante positivos (Ep,a = 860 mV), sendo o processo provavelmente
atribuido a oxidagao dos grupos hidroxi-fendlicos da molécula (Figura 28A). Esse
processo também pode ser observado em meio alcalino, mas em potenciais menos
positivos (Ep,a = 475 mV), conforme se verifica no pico de oxidagdo 1 assinalado na
Figura 28B. Um segundo evento observado somente em meio alcalino (Figura 28B,
pico 2), com maximo de corrente em E = 835 mV, foi atribuido a oxidagdo dos grupos
amino [180]. Esses grupos podem ser oxidados somente na forma nao protonada e
em potenciais mais altos do que os grupos hidroxi-fendlicos, ou seja, os grupos amino
nao sao eletroativos em meio acido [180]. Estudos descritos na literatura [179] revelam
que o potencial de pico anddico (Ep,a) é fortemente influenciado pelo pH, deslocando-
se para valores menos positivos com o aumento da alcalinidade do meio. Dessa
forma, o pico de oxidagao 1 é antecipado, podendo atingir um valor de Ep,a de 420
mV quando solugdes de NaOH 3,0 mol L™ sdo empregadas (Figura 27). Do ponto de
vista da eletroanalise, tal fato experimental vem a ser vantajoso, uma vez que muitos
problemas causados por interferéncia de outras substancias eletroativas (por exemplo,
0s parabenos) podem ser minimizados. Os voltamogramas de pulso diferencial
ilustrados nas Figuras 28C e 28D correspondem aos sinais registrados quando uma
amostra complexa de xarope é diluida em meio acido de tampé&o acetato e em meio
alcalino de NaOH 0,1 mol L, respectivamente. Em meio acido, um segundo pico
anoddico é observado em 985 mV como resultado da oxidacdo de metilparabeno e
propilparabeno presentes na amostra (Figura 28C). Este processo eletroquimico
ocorre em potenciais muito proximos aqueles observados para a oxidagdo do
salbutamol, indicando que o uso de meio acido é inadequado para a analise de
amostras complexas. Em meio basico, os processos de oxidagdo dos parabenos e do
grupo hidroxi-fendlico da molécula de salbutamol ocorrem em potenciais
suficientemente distintos (Figura 28D). Por sua vez, a oxidagdo dos parabenos ocorre
na mesma regiao dos grupos amino do salbutamol, resultando em valores de corrente
muito maiores do que os correspondentes nas Figuras 28B e 28C. Pelo exposto,
torna-se evidente a vantagem do uso de solugdes alcalinas para distinguir o
salbutamol de outras espécies eletroativas.

Um outro aspecto a ser considerado, conforme ja mencionado, é o processo de
envenenamento do eletrodo. De acordo com Sagar et al. [179], os produtos da reagao
de oxidacdo do salbutamol sdo adsorvidos sobre a superficie, levando a perda de
atividade do eletrodo e afetando os experimentos subsequiientes. Para minimizar esse
problema, estratégias como renovagao da superficie do sensor, mediante emprego de

diferentes pré-tratamentos eletroquimicos, foram adotadas antes do inicio de cada
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analise [178,179]. Uma vez que a técnica BIA/amperometria envolve um transiente de
corrente, o processo de envenenamento do eletrodo também varia o sinal de maneira

significativa, conforme serd demonstrado na se¢éo 4.2.3.

4.2.2. Estudos espectrofotométricos

A escolha de solugdes muito concentradas de NaOH (3,0 mol L") como
eletrélito suporte foi baseada nos melhores resultados obtidos em tal condicdo. No
entanto, ha que se considerar que em meio tao fortemente alcalino é possivel ocorrer
uma deterioragdo da solucdo de sulfato de salbutamol, levando a formagao de
produtos de degradacido. Sendo assim, a hipétese de que a analise se baseia na
determinacao do analito na forma de um desses produtos ndo poderia ser desprezada.
Objetivando averiguar tal hipétese, alguns espectros de absorbancia na regido do
ultravioleta foram obtidos para solug¢des de sulfato de salbutamol em diferentes valores
de pH. Na Figura 29 é exibido o espectro ultravioleta do analito em etanol 99%. A
absor¢cdo maxima da radiagdo em 276-278 nm é confirmada por dados da literatura
[232]. O maximo obtido em 225 nm também foi relatado em acido cloridrico 0,1 mol L™
[233] e em etanol [232]. Em nossos estudos, a absor¢do em 225 nm também foi

observada em tais condigdes.

1,5
1,24

8

2 0,9
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g Figura 29. Espectro de absor¢édo na
0.3 regido do ultravioleta obtido para
, uma solugdo de sulfato de
00 salbutamol 5,0 x 10° mol L em

) v ) v ) v ) v )
210 240 270 300 330 360  etanol 99%.
Comprimento de onda (nm)

Uma vez que a banda de absor¢gdo com maximo em 276-278 nm se apresenta
mais bem definida, os estudos com solugdes de diferentes valores de pH foram
limitados a regido entre 244 e 360 nm. Na Figura 30 sdo mostrados os espectros

obtidos para solu¢des de sulfato de salbutamol 5,0 x 10 mol L™ preparadas com agua
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deionizada (a), HCI 0,01 (b) e 0,1 mol L™ (c) e NaOH 0,01 (d), 0,1 (e) e 3,0 mol L (f).
O analito apresenta a mesma intensidade de absorbancia, com valor maximo em 276
nm, quando presente em agua e HCI 0,01 e 0,1 mol L (curvas a, b e c,
respectivamente). Quando o pH do meio varia para valores altos (NaOH 0,01, 0,1 e
3,0 mol L'1), um deslocamento batocrdémico, acompanhado de um efeito hipercrémico,

€ observado (curvas d, e e f, respectivamente).

2,4+ 2,41 2,41
a b c
1,81 ( ) 1,81 ( ) 1,84 ( )
1,21 1,21 1,21
©
‘s 0,61 0,61 0,61
c
«S
£ 001, r : : — 0,015 r ; : — 0,015 r ; : ;
(o] 240 270 300 330 360 240 270 300 330 360 240 270 300 330 360
[72]
QO 24- 2,41 2,41
<
1,84 (d) 184 (e) 1,8 (f)
1,21 1,2 1,2
0,61 0,64 0,6
070- T T T T T 010- T T T T T 0’0- T T T T T
240 270 300 330 360 240 270 300 330 360 240 270 300 330 360

Comprimento de onda (nm)

Figura 30. Espectros de absorbadncia na regido do ultravioleta registrados para
solugbes de sulfato de salbutamol 5,0 x 10* mol L' preparadas com &gua (a), HCI
0,01 (b) e 0,1 mol L'" (c) e NaOH 0,01 (d), 0,1 (e) e 3,0 mol L ().

Evans et al. [234] também observaram variacdo de 276 nm para 296 nm do
maximo de absorbancia de solugbes de salbutamol com pH 2 e 12, respectivamente.
Essa variagao também foi acompanhada de um aumento da intensidade de absorgao.
Os pesquisadores compararam esses resultados com os obtidos, nas mesmas
condi¢cdes experimentais, para um metabdlito isolado em ser humano. A comparagao
revelou que o metabdlito ndo sofreu deslocamento batocrémico, havendo apenas uma
diferencga pouco significativa na intensidade de absorg¢ao quando o pH variou de 2 a 12
[234]. Voltando a atencdo para a Figura 30, verifica-se que o uso de solugdes de
NaOH 3,0 mol L™ praticamente néo altera o espectro de absorgéo (comparar curvas d,
e e f). Sendo assim, pode-se admitir que o salbutamol ndo sofre alteracao quando a

concentragcao de NaOH varia de 0,01 a 3,0 mo L.
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4.2.3. Batch injection analysis

Para a técnica BIA, os processos de renovagao de superficies propostos em
estudos previamente relatados [178,179] ndo s&o praticos. Durante ensaios
preliminares do presente estudo, verificou-se que o eletrodo sofria envenenamento de
maneira muito mais significativa em meio acido do que em solugdes alcalinas. Isso
pode ser confirmado pela observagdo dos sinais amperométricos resultantes de
injecdes de solucdes padrdo de sulfato de salbutamol 2,0 x 10° mol L™ sobre o

eletrodo de carbono vitreo imerso em diferentes meios (Figura 31).

1 uA

A 5 min Figura 31. Resultados BIA
obtidos para um eletrodo de

carbono vitreo em solugdes
UL ompdio fostato, pH 58 ()
NaOH 0,1 mol L' (B) e NaOH
B 3,0 mol L' (C), apés inje¢es
JLULLLLKKLKLLLLLLKKLL\LLLK de sulfato de salbutamol 2,0 x 10°°
mol L. Viy: 100uL; vi: 24,5 pl
LLL s”; A: 0,07 cm?; E: (A) 860, (B)
480 e (C) 420 mV.

CORRENTE

UL
TEMPO

A primeira série de medidas (Figura 31A) foi obtida em tampé&o fosfato (pH 5,8)
e mostra a expressiva diferenga entre os meios acido e alcalino. Para essa série, um
decréscimo continuo dos sinais de corrente € observado como resultado do rapido
envenenamento da superficie do eletrodo. Apés 25 injegbes, o pico registrado exibiu
um valor de corrente de apenas 35% do sinal original. Variando o eletrélito para NaOH
0,1 mol L™ (Figura 31B), o envenenamento do eletrodo diminuiu significativamente
(10%, ap6s 25 injegdes). A utilizagdo de NaOH 3,0 mol L' como eletrélito suporte
levou a repostas muito mais estaveis, sem qualquer decréscimo dos sinais, mesmo
ap6s muitas injegdes do analito (Figura 31C). Esta condi¢cao experimental foi adotada

em todos os experimentos posteriores.
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Curvas de calibracao e estudos de repetibilidade e de efeito de memdria do analito

A Figura 32 mostra resultados de inje¢gdes seqlienciais de sulfato de salbutamol

em duas concentragdes diferentes: 4,0 x 10° mol L (a) e 4,0 x 10° mol L™ (b). Picos

bem definidos e nenhum efeito de memoaria sdo observados, apesar do uso de niveis

de concentracdes bem diferentes.
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Figura 32. Resultados BIA
obtidos para um eletrodo de
carbono vitreo em NaOH
3,0 mol L7, apés injecoes
alternadas de solugbes de
sulfato de salbutamol 4,0 x
10° mol L (a) e 4,0 x 10°° mol
L7 (b). Vi 100ul; vi; 24,5
ul s A: 0,07 cn’: E: 420 mV.

A Figura 33 ilustra a resposta de uma série de 50 injecbes consecutivas de

sulfato de salbutamol 4,0 x 10 mol L™, empregando uma freqiiéncia analitica de 60 injecdes

por hora. A altura dos picos de corrente permanece praticamente inalterada, revelando

uma boa estabilidade em periodos relativamente longos. O desvio padrao relativo para

a série completa foi de 0,92%. Tal desempenho vem corroborar a auséncia dos

processos de envenenamento da superficie do eletrodo em meios muito alcalinos.

CORRENTE

10 min

v 900

TEMPO

Figura 33. Resultados BIA
obtidos apobs injegbes de
uma solugdo de sulfato de
salbutamol 4,0 x 10° mol L,
utilizando eletrodo de
carbono vitreo em NaOH
3,0 mol L. Viy: 100uL; vi:
245 ul s'; A: 0,07 cm’
E: 420 mV.
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Com o intuito de determinar a relacdo linear entre os sinais de corrente
amperométrica e a concentracdo de sulfato de salbutamol, varios experimentos
envolvendo BIA foram realizados. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
estabelecer uma curva analitica entre 8,0 x 107 mol L™ e 2,0 x 10 mol L™, de acordo
com o que se observa na Figura 34. O limite de deteccdo foi estimado em 2,5 x 107 mol L

(trés vezes o desvio padrao do branco [231]).

10

(o)) o
1 1

Corrente (uA)
N

0- .
00  50x10° 1,0x10* 1,5x10* 2,0x10™
C mol L'1)

Figura 34. Curva de calibragdo construida a partir dos resultados obtidos por

sulfato de salbutamol (

BIA/amperometria apés inje¢ées em triplicata de solugbes de sulfato de salbutamol em
concentragées variando de 8,0 x 107 mol L™ a 2,0 x 10 mol L™, utilizando eletrodo de

carbono vitreo em NaOH 3,0 mol L™,

Quantificacdo de sulfato de salbutamol em xaropes

O método desenvolvido para a analise rapida de sulfato de salbutamol foi
testado em xaropes de quatro diferentes formulacbes farmacéuticas comerciais. A
Figura 35 exibe séries obtidas para duas amostras diferentes. Para tanto, cinco
solugdes padrao de sulfato de salbutamol, cujos valores de concentragao situaram-se
entre 1,0 x 10° mol L™ e 1,0 x 10* mol L™ (a-e), foram injetadas, seguindo-se as
injecdes das amostras convenientemente diluidas (1 e 2).

A Tabela 5 traz os resultados obtidos para as quatro amostras de xarope
analisadas. A comparagdo com o valor nominal indicado nas embalagens dos
produtos farmacéuticos exibiu boa concordancia, com erros relativos em torno de

3,5%. Em vista da falta de métodos-padréao descritos para a andlise de salbutamol em
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xaropes, a comparagado dos resultados com um segundo método analitico ndo foi
possivel.

<s|__ee

6 min

Corrente (uA)
o = N W b~ O,

0 2 4 6 8 10
c moILx1O

) Figura 35. Resultados BIA obtidos
|-||_J b apos injegées de solugbes padréao
5 me \\ de sulfato de salbutamol (a) 1,0,
% B) (b) 2,5, (c) 5,0, (d) 7,5 e (e) 10,0 x
Ol « e o 34 10° mol L'" e das amostras 1 (A) e
Of 2 | § 2 (B) de xaropes, utilizando

6min d d § 2 ,
eletrodo de carbono vitreo em
0
02 a2 | NaOH 30 mol L7. Os detalhes
c moIL x10
, mostram as curvas de calibracao
b correspondentes. Viy: 100 ul; vi
i { 24,5 1l s7; A: 0,07 cm’; E: 420 mV.
TEMPO

Tabela 5. Resultados obtidos para a analise de quatro diferentes amostras de xarope contendo
sulfato de salbutamol como principio ativo.

Amostra Composicido Valor nominal BlA/amperometria+ D.P. A
(mg/5 mL) (mg/5 mL)? (%)
1 Sulfato de salbutamol, acido citrico, corante, aroma, 2,4 2,47 + 0,11 (+) 3,1

hidroxietilcelulose, sacarina sodica, propilparabeno,

metilparabeno, hidréxido de sédio, ciclamato sédico

2 Sulfato de salbutamol, acido citrico, citrato de sddio, 2.4 2,30+0,17 (-)4,0
hidroxietilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose,

benzoato de sddio, aroma, cloreto de sédio

3 Sulfato de salbutamol, sacarina sédica, 2,4 2,45+ 0,38 (+)2,5
propilparabeno, metilparabeno, corante, ciclamato

sddico, acido citrico, aroma

4 Sulfato de salbutamol, sacarina sédica, 24 2,47 +0,32 (+)3,0
propilparabeno, metilparabeno, corante, ciclamato

sddico, acido citrico, aroma

a, . . , ~ L
Média + desvio padrao de nove determinagbes.
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4.3. QUANTIFICAGAO DE ACETAMINOFEN UTILIZANDO ELETRODO DE CARBONO VITREO

MODIFICADO POR ADSORGAO DE CoTRP

4.3.1. Considerac¢oes sobre eletrodos de carbono vitreo modificados por CoTRP

A eletroquimica da molécula de porfirina polimetalada é muito rica devido a
presenga de multiplos grupamentos eletroativos [216,235-237]. Os complexos de
ruténio(ll) com 2,2-bipiridina podem ser oxidados aos correspondentes complexos de
ruténio(lll), enquanto os ligantes bipiridina sao reduzidos. O anel porfirinico pode ser
oxidado ou reduzido gerando o cation radical porfirina e o respectivo dication ou o
anion radical e o correspondente dianion. O metal central também é
eletroquimicamente ativo. Esses processos redox sdo altamente dependentes das
caracteristicas do solvente utilizado e do intervalo de potencial empregado.

Quando o complexo [CoTPyP{Ru(bipy).Cls]°* é dissolvido em metanol e
transferido para a superficie de um eletrodo de carbono vitreo, filmes aderentes
podem ser formados apds evaporagdo do solvente. Em solugbes aquosas, 0s
voltamogramas ciclicos do eletrodo modificado pelo complexo exibem um Unico par de
ondas dentro do intervalo de potenciais de 0,0 a 1,0 V, com valores de potenciais de
pico anddico (Ep,a) e catddico (Ep,c) em torno de 760 mV e 690 mV, respectivamente
(Figura 36).
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Figura 36. Voltamograma ciclico obtido

para um eletrodo de carbono Vvitreo,
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G o &

modificado por um filme de CoTRP, em

w
o
1

solugdo tampéao Ac/HAc 0,1 mol L (pH
4,7) + NaClO, 0,2 mol L. v: 100 mV s’';
0 250 500 750 1000 A:0,07cnr’.
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As correntes de pico anddica (Ip,a) e catddica (Ip,c) tém praticamente a mesma
intensidade e sado separadas por 70 mV, sugerindo que o processo envolvido,
atribuido ao par redox Ru"/Ru", é quase idealmente reversivel. Isso mostra que a
cinética de reagao nao é diferente para os processos de oxidacao e de redugdo. As
correntes de pico s&o proporcionais a quantidade de complexo depositado sobre a
superficie do eletrodo, indicando que o filme € um condutor redox. O comportamento
eletroquimico do filme de CoTRP em solugdo aquosa foi discutido em estudos
anteriores desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa [8,10,238]. A acao catalitica de
filmes da porfirina tetrarrutenada de cobalto sobre a oxidacao eletroquimica de NADH,
dopamina, sulfito e nitrito foi relatada [8,10,12-14]. Inicialmente, fez-se necessario
utilizar o contra-ion trifluorometanossulfonato (TFMS) como eletrélito suporte para
minimizar a solubilizacdo do filme porfirinico [8,12]. Posteriormente, as propriedades e
aplicagdes analiticas de filmes eletrostaticamente organizados pela formacao de
camadas alternadas de complexos catidnicos de CoTRP e aniénicos de zinco meso-
tetra(4-sulfonatofenil)porfirinato ([ZnTPPS]*) foram exploradas [10,13,14]. No presente
estudo, a otimizacdo dos processos de sintese da CoTRP permitiu a obtengao de
filmes muito estaveis em meio de perclorato, sem a necessidade do uso de uma
porfirina aniénica na constru¢ao dos filmes ou de um eletrdlito de custo elevado, como
o TFMS. A boa estabilidade do novo filme porfirinico em solugcdo pode ser confirmada
por observagao da Figura 37, em que se verifica uma variagao desprezivel na resposta

voltamétrica apds mais de uma centena de varreduras repetitivas de potencial (150 ciclos).

45
30-
—~~
<
N—" 15'
)
= l———»
GCJ 0 Figura 37. Registros dos 1°, 50°
| - -
B 100° e 150° voltamogramas ciclicos
O -151 de um eletrodo de carbono vitreo,
modificado por um filme de
-30+ CoTRP, em solugdo tampdo
45 Ac/HAc 0,1 mol L (pH 4,7) +

0 250 500 750 1000 NaClO,0,2molL". v: 100 mVs”;
Potencial (mV) A: 0,07 o
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Este sensor apresentou utilidade na determinagdo de acetaminofen em

produtos farmacéuticos comerciais, conforme descrito nas se¢des seguintes.

4.3.2. Estudos voltamétricos

A Figura 38 compara voltamogramas ciclicos registrados para o eletrodo de
carbono vitreo livre de agente modificador (A) e modificado pela deposi¢cao da porfirina
CoTRP (B). Para ambos sensores, a voltametria ciclica foi realizada em solugao
tampao Ac/HAc 0,1 mol L™ + NaClO, 0,2 mol L, antes e apos a adicao de acetaminofen

em concentracdes variando entre 0,2 e 1,1 x 10° mol L.

Figura 38. Voltamogramas ciclicos
registrados para um eletrodo de
carbono vitreo, antes (A) e apds

modificagdo por um filme de

<% CoTRP (B), imerso em solug&o
gf; tampdo Ac/HAc 0,1 mol L (pH
% , 4,7) + NaClO4 0,2 mol L™ contendo
Q . acetaminofen em concentragbes

crescentes (0 a 1,1 x 10° mol L”).
v: 50 mV s7'; A: 0,07 cm’. Detalhe:
curva de calibragdo construida
para solugbes de acetaminofen em

concentragdes variando entre 0 e

1,1 x 10° mol L', empregando o

0 Zéo 500 75 1 OIOO eletrodo modificado por CoTRP (O)
Potencial (mV) e livre de agente modificador (®).

O processo eletroquimico envolvendo a oxidacdo de acetaminofen sobre o
eletrodo ndo modificado mostra-se bastante irreversivel, com uma onda de oxidacao
pronunciada, mas a de reducgao correspondente particularmente menor, principalmente
em concentracdes mais altas do analito. Além disso, o potencial de pico anddico (Ep,a
=~ 550 mV) é deslocado para valores mais positivos quando a concentragcdo de

acetaminofen aumenta. De fato, o grafico de corrente em fungdo da concentracdo
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apresenta-se linear até 7,0 x 10“ mol L. Acima desse valor, o grafico perde a
linearidade. Isso mostra fortes evidéncias de que o processo envolvido é relativamente
lento e que o sistema esta se aproximando de condigcbes de saturacdo dos sitios
ativos. No entanto, experimentos envolvendo varreduras repetitivas de potencial, na
presengca de acetaminofen em concentragdes altas, mostraram um decréscimo do
sinal quando o eletrodo ndo modificado foi empregado. Ja para o eletrodo modificado,
um sinal constante foi obtido, sugerindo que o filme porfirinico também protege a
superficie do eletrodo contra o envenenamento [10].

O processo eletroquimico permanece irreversivel com o emprego do eletrodo
modificado, como pode ser deduzido da auséncia da onda de reducdo do
acetaminofen nos voltamogramas da Figura 38. Os potenciais de pico anddicos
relacionados a oxidagdo do acetaminofen foram deslocados para valores préximos a
620 mV, em comparagao as respostas obtidas com o eletrodo ndo modificado. Por
outro lado, o processo de transferéncia de elétrons tornou-se mais rapido, uma vez
que a curva de calibracdo mostrou-se linear para todo o intervalo de concentracéo de
0,2 x 10° mol L" a 1,1 x 10° mol L™. Esse comportamento é similar ao previamente
observado para eletrodos de carbono vitreo modificados por CoTRP [8,10,12,86,238],
indicando que o filme porfirinico atua como um mediador (Figura 39), em vez de
permitir transferéncia direta de elétrons para a superficie do eletrodo. Nesse caso, a
etapa lenta pode estar associada a reacdo de transferéncia de elétrons entre o
substrato e os sitios ativos de Ru(lll) no filme, porque os filmes porfirinicos sao
altamente condutores em regides proximas ao potencial redox do par Ru'"/Ru"
[86,239].

eletrodo filme solugao
Ru? Ru3* Ru?* . analito
Ru3* Ru? Ru3* . analito,

Ru?* <—— Rud*+e

Rud* + analito,, — Ru?* + analito
Figura 39. Representagdo esquematica da transferéncia de elétrons entre o analito e

o substrato metalico, mediada pelos pares redox Ru"/Ru" do filme porfirinico.
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4.3.3. Batch injection analysis

O resultado de uma série de injegdes (em triplicata) de solugdes de acetaminofen
em concentragdes variando entre 1,0 x 10° mol L™ e 1,0 x 10° mol L™ é mostrado na
Figura 40A.

TEMPO
0,8
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A 2
© €04
II'I_J 6 min e e § 0,2
Z 0,0
LLl d d 0 2 4 6 8 10
m C ACETAMINOPHEN (“'mol L-1)
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3| ¢ c
b b
a a
LR (A)
80
O 1/100 e C/100 (El)
O 1/10eC/10
—~ 604 & 1mecn
< S
)
c 40- S
£ A
S a A A
20+ A
n
A (B)

0 2 4 6 8 10
C (mol L x 10°%)

acetaminofen

Figura 40. (A) Resultados BIA apds inje¢bes de solugbes de acetaminofen (a) 1,0, (b)
2,0, (c) 4,0, (d) 6,0, (e) 8,0 e (f) 10,0 x 10° mol L', utilizando eletrodo de carbono vitreo
modificado por um filme de CoTRP. (B) Curvas de calibragdo construidas a partir das
respostas amperomeétricas obtidas apds injecbes de solugcbes de acetaminofen em
diferentes intervalos de concentragdo: (L) 1,0 x10° a 10,0 x10° mol L™, (O) 1,0 x 10°®
a 10,0 x 10° mol L' e (A) 1,0 x 10* a 10,0 x 10 mol L. Eletrélito suporte: solucdo
tampé&o Ac/HAc 0,1 mol L (pH 4,7) + NaClO4 0,2 mol L"; Vi 100 pl; vy 75,3 pl s™';
E: 0,65 V; A: 0,07 cm®.
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Uma resposta bastante linear foi atingida para esse intervalo de concentragao.
Praticamente, 0 mesmo resultado foi obtido para o intervalo de 1,0 x 10° mol L'a1,0x 10
mol L™, indicando que a sensibilidade do sensor se mantém. Para concentracdes mais
elevadas (2,0 x 10* mol L™ a 1,0 x 10 mol L™), um perfil ndo linear da curva analitica
foi verificado, provavelmente devido a um comportamento relacionado a saturagao dos
sitios ativos (Figura 40B). O limite de deteccao foi estimado em 1,1 x 107 mol L™ (trés
vezes o desvio padrao do branco [231]).

Os estudos de repetibilidade foram conduzidos empregando uma solugéo de
acetaminofen 1,0 x 10° mol L. A Figura 41A mostra o resultado de uma série de 25
injecdes sucessivas, feitas com uma freqiiéncia de 60 determinagdes por hora. Para
esta série, um desvio padrao relativo de 1,76% foi calculado. Conforme se pode
observar na Figura 41B, os picos de corrente obtidos sdo muito bem definidos.
Verificou-se que o tempo necessario para o sinal atingir o valor maximo foi menor que
2 segundos, enquanto o tempo suficiente para o sinal atingir menos do que 2% do
valor do maximo foi somente cerca de 27 segundos. Isso sugere que € possivel

trabalhar com freqiéncias de 120 injegbes por hora.

(A)

0,2 hA

4 min

Figura 41. (A) Resultados BIA

k L apos injecbes sucessivas de
\

uma solugcdo de acetaminofen
(B) 1,0 x 10° mol L, utilizando um

eletrodo de carbono vitreo

L (modificado por um filme de
10s CoTRP) em solugéo tampéo Ac

/HAc 0,1 mol L' (pH 4,7) +
NaClO, 0,2 mol L. (B) Vista

ampliada de um pico registrado
— em (A). Viy: 100 pl; vi: 75,3 pL s7;

TEMPO E: 0,65 V: A: 0.07 cm?.

CORRENTE

0,2 A
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Para avaliar a aplicabilidade do novo sensor, seis diferentes produtos farmacéuticos
comerciais, contendo acetaminofen e outras substancias, foram analisados. Resultados
tipicos obtidos para dois deles sdo mostrados na Figura 42. Os primeiros picos de
cada série de medidas em triplicata correspondem a injegdes de uma solugao
contendo somente a amostra (a). As séries seguintes estao relacionadas as solugdes
da amostra, as quais foram adicionadas quantidades crescentes do padrao (b-e). A
Figura 42A exibe os resultados da analise da amostra 1, que contém somente um
composto ativo misturado a varios outros componentes biologicamente inativos (ver
Tabela 6). Os resultados obtidos para a amostra 6, que contém trés diferentes
ingredientes ativos usados como analgésico (propifenazona, cafeina e acetaminofen)
sdo mostrados na Figura 42B. Em ambos casos (bem como para as demais
amostras), uma correlagao linear excelente foi estabelecida entre os sinais de corrente

amperomeétrica e a concentragao.

g’ (A)
2 8 e
5 4
3 2 d
20 2 4 6 8 c
C acetaminofen (mOI L-1 X 105)
b
2 min
L
E L L Figura 42. Respostas BIA obtidas
H:J LLLLLLL para a analise de acetaminofen
e e (B)| nas amostras 1 (A) e 6 (B) de
8 d produtos farmacéuticos, utilizando
um eletrodo de carbono Vvitreo
20 2 4 6 8 c dificad fil d
c o molL"x10%) (modificado por um filme de
b CoTRP) em solugdo tampdo Ac
< 2 min /HAc 0,1 mol L (pH 4,7) + NaClO,
=1
‘—| a 0,2 mol L. Viy: 100 pil; vg 75,3 1l
LLLLLLLUL s":E:0,65 V- A: 0,07 cnr
TEMPO

Os resultados das analises de todas as amostras estdo reunidos na Tabela 6,
onde € possivel comparar os valores alcangados utilizando os métodos amperométrico
e espectrofotométrico [217]. A composicdo de cada amostra é especificada na

segunda coluna.
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Tabela 6. Resultados experimentais obtidos apos analise de acetaminofen em diferentes produtos

farmacéuticos comerciais.

Amostra Composigao Valor nominal BlA/amperometria + D.P. Espectrofotometria + D.P.

(9) (9)* (9

1 Acetaminofen, celulose 0,75 0,76 £ 0,02 0,73+0,03
microcristalina, polivinilpirrolidona,
dioctilsulfossuccinato de sddio,
carboximetilcelulose, macrogol,
estearato de magnésio,

hidroxipropilmetilcelulose.

2 Acetaminofen, amido, glicolato 0,75 0,68 + 0,01 0,69 + 0,02
amido sddico, acido estearico,

sorbato de potassio, polividona.

3 Acetaminofen, cafeina, 0,30 0,33 + 0,01 0,32 £0,01

carisoprodol, diclofenaco sédico.

4 Acetaminofen, cafeina. 0,50 0,51 +£0,02 0,50 + 0,02

5 Acetaminofen, cafeina. 0,50 0,48 + 0,01 0,48 £+ 0,03

6 Acetaminofen, propifenazona, 0,25 0,26 + 0,06 0,26 + 0,01
cafeina.

a
Média + desvio padréo de trés determinagées.

A correlagao entre os dados experimentais foi muito boa. A inclinagdo e a
interseccdo do grafico das concentragbes de acetaminofen determinadas por
amperometria e espectrofotometria apresentaram valores de 0,98 (+ 0,03) e 0,002 (+
0,020), respectivamente, com um coeficiente de correlagdo maior que 0,998 (Figura
43). Além disso, os resultados também sdo coerentes com as concentragdes do
analito especificadas pelos fabricantes dos medicamentos.

Os filmes de CoTRP apresentaram durabilidade satisfatéria. Nenhuma
alteracao significativa foi observada entre as respostas voltamétricas de um filme
recém-preparado e do mesmo filme submetido as condigcbes da analise por BIA,
durante um dia inteiro (Figura 44). De maneira geral, o eletrodo de carbono vitreo
modificado por adsor¢cdo da metaloporfirina apresentou boa estabilidade, podendo ser
empregado nas analises durante uma semana, sem queda significativa da
sensibilidade. Ressalta-se que a modificacdo da superficie do eletrodo é um
procedimento muito simples e rapido, viabilizando o preparo diario dos filmes

porfirinicos.
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Espectrofotometria (g)

Figura 43. Grafico comparativo
dos resulfados obtidos pelos meétodos
amperométrico e espectrofotomeétrico
apos analise de acetaminofen em seis

diferentes amostras comerciais de

produtos farmacéuticos.
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Figura 44. Voltamogramas ciclicos
de um eletrodo de carbono vitreo
recém-modificado por um filme
de CoTRP ({...... ) e apobs sua
utilizaggo em  analises de
acetaminofen por BIA, durante
um dia inteiro (___). Eletrdlito
suporte: solugdo tampdo Ac/HAc
0,17 mol L' (pH 4,7) + NaClO, 0,2
— T mol L. v: 100 mV s”; A: 0,07
0 250 5(_)0 750 1000 _ .
Potencial (mV)

Corrente (uA)
<

@
o
1

71



4. resultados e discussao

4.4. QUANTIFICAGAO DE GLICOSE UTILIZANDO ELETRODO DE CARBONO VIiTREO

MODIFICADO POR POLIMERIZAGAO ELETROQUIMICA DE NiTRP
4.4.1. Consideragoes sobre eletrodos modificados por NiTRP

Voltametria ciclica

A modificagdo da superficie dos eletrodos via eletropolimerizacao de uma
porfirina tetrarrutenada de niquel (NiTRP) em meio alcalino foi realizada de acordo
com o procedimento geral descrito na se¢éo 3.6.1. Os voltamogramas ciclicos obtidos
para um eletrodo de carbono vitreo em NaOH 0,1 mol L' contendo NiTRP 5,0 x 10
mol L™ exibem um crescimento continuo das intensidades de correntes de pico (Figura
45), indicando um aumento progressivo da quantidade de material eletroativo
depositado sobre a superficie do eletrodo. Normalmente, pode-se observar um par
redox com maximos de corrente em 500 mV (Ip,a) e 400 mV (lp,c), aproximadamente.
Esse par redox foi atribuido ao processo Ni"/Ni", de acordo com estudos descritos
para casos semelhantes [240-244]. Além disso, um ombro em potenciais proximos a
800 mV (que pode estar relacionado ao par redox Ru"/Ru") e correntes anddicas

acima desse potencial também podem ser visualizados na Figura 45.
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Figura 45. Voltamogramas ciclicos

registrados para um eletrodo de

carbono vitreo em NaOH 0,1 mol L™ +

NiTRP 5,0 x 10* mol L, durante o

T 3 processo de eletropolimerizacdo do

0 300 600 900  complexo porfirinico. v: 100 mV s™'; A:
Potencial (mV) 0,071 cm? 40 ciclos.
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O complexo porfirinico base-livre correspondente nao eletropolimerizou nas
mesmas condi¢des experimentais. Tal fato revela a importancia da presencga de niquel
no centro da molécula. As espécies OH" também demonstram apresentar um papel
importante no processo de polimerizacdo. A Figura 46 ilustra voltamogramas
registrados (apds 40 ciclos) para eletrodos de CDs gravaveis de ouro em solugao
alcalina de NiTRP 5,0 x 10* mol L™, empregando diferentes intervalos de potencial.
Por analise dessa figura, observa-se que o par de ondas caracteristico do processo de
eletropolimerizagdo esta ausente quando o potencial anddico de inversdo atinge
valores de 700 mV (A) e 800 mV (B). As correntes de pico anddica e catédica podem
ser vistas somente quando limites de potenciais acima de 800 mV sdo empregados
(C-D). Ou seja, o material é efetivamente depositado sob essas condigbes.
Adicionalmente, supbe-se que a quantidade de complexo eletropolimerizado aumenta
com intervalos mais amplos de potencial utilizados (por exemplo, de 0 a 1000 mV),
uma vez que as intensidades de correntes de pico observadas em (D) sdo maiores em
comparacao com as correspondentes em (C). Os voltamogramas ciclicos da Figura 46
também apresentam ondas anddica (~ 480 mV) e catédica (~ 150 mV) associadas aos
processos eletroquimicos envolvendo a formacédo de 6xidos de ouro e sua reducgao,

respectivamente.

A——

B\%ﬁ

C
400 LA
Figura 46. Voltamogramas registrados apos o
D 40° ciclo utilizando eletrodos de CDs gravaveis
de ouro em NaOH 0,1 mol L' + NiTRP 5,0 x 10
mol L. Intervalos de potencial: (A) 0 a 700 mV;
FrerT T r e (B) 0 a 800 mV; (C) 0 a 900 mV e (D) 0 a 1000
0 250 500 750 1000

: mV. v: 100 mV s'; A: 0,20 cm®.
Potencial (mV)
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O mecanismo de polimerizagao eletroquimica da porfirina tetrarrutenada de
niquel nado parece facil elucidar. No entanto, levando em consideracdo estudos
descritos na literatura [240-244], que envolveram a oxidagao de diferentes complexos
macrociclicos de niquel em meio alcalino, supbde-se que o composto NiTRP é
eletropolimerizado de uma maneira similar. Embora a eletroquimica de porfirinas e
complexos tetraazamacrociclicos de niquel tenha sido bem estudada em solventes
organicos [215,235,245-251], poucos dados existem sobre o comportamento dessas
substancias quimicas em solugdes alcalinas aquosas.

Conforme ja mencionado, o processo eletroquimico representado pelas ondas
anddica e catdédica das Figuras 45 e 46 foi atribuido ao par redox Ni"/Ni",
semelhantemente ao observado para sistemas previamente relatados [240-244].
Inicialmente, vamos considerar que a formacgao do filme depende principalmente da
oxidacdo de espécies OH’, uma vez que nenhum processo de eletropolimerizagao
ocorreu quando a varredura foi limitada a potenciais em que ions OH™ ndo sofrem
oxidagado (E < 800 mV). Sendo assim, supde-se que radicais OH*, formados como
produto primario da oxidagao de OH", criariam uma variedade de grupos funcionais
sobre a superficie do sensor. A presengca desses grupos permitiria a ligagdo do
complexo porfirinico a superficie do eletrodo. Para verificar a confirmagao de tal
hipdtese, um pré-tratamento eletroquimico do eletrodo em NaOH 0,1 mol L™ (na
auséncia do composto porfirinico), empregando varreduras multiplas de potenciais
com limite maximo acima de 800 mV, foi realizado. Em seguida, o eletrodo foi
transferido para uma solugédo de NiTRP 5,0 x 10 mol L' em NaOH 0,1 mol L' e
submetido a varreduras sucessivas dentro do intervalo de 0 a 800 mV. O resultado
desse experimento pode ser visto na Figura 47. O voltamograma da Figura 47A,
registrado apds o 40° ciclo em NaOH 0,1 mol L™, apresentou correntes relativamente
altas somente em potenciais muito positivos (acima de 1000 mV). Isso foi feito para
garantir a formacao de espécies radicalares, por oxidagdo de OH". Se a varredura era
limitada ao intervalo de 0 a 900 mV (que é suficiente para a eletropolimerizacdo da
porfirina) os valores maximos de corrente eram da ordem de 30 uA, apenas. Ou seja,
sao valores muito baixos se comparados com os correspondentes quando o complexo
porfirinico estad presente na solugdo de hidroxido de sodio (ver Figura 45). Isto faz
supor que as correntes altas observadas em potenciais acima de 800 mV (Figuras 45
€ 46) nao sao devidas unicamente a oxidagao de OH", mas sim a presencga da porfirina
em meio fortemente alcalino. Apés submeter o eletrodo (pré-tratado eletroquimicamente
em NaOH 0,1 mol L'1) a 40 varreduras ciclicas entre 0 e 800 mV, enquanto imerso em

solucéo alcalina de NiTRP, o par de ondas atribuido ao processo Ni"/Ni" foi observado
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(Figura 47B). No entanto, as intensidades das correntes de pico apresentaram-se

muito baixas.

180 30
15049 (A) 251 (B)
—~~ Azo-
120 4
3 3
15
9 90+ L
[ c
GtJ . gm-
(@) o
@) O 54
30+ ;
0-
04 .
r——y T v T v -5 v T ¥ T I v
0 300 600 900 1200 0 200 400 600 800

Potencial (mV) Potencial (mV)
Figura 47. Voltamogramas ciclicos de um eletrodo de carbono vitreo em NaOH 0,1

mol L" (A) e em NaOH 0,1 mol L'" + NiTRP 5,0 x 10 mol L" (B). O voltamograma em
(B) foi obtido ap6s submeter o eletrodo ao tratamento em (A). v: 100 mV s'; 40 ciclos;
A: 0,07 cnm?’.

Tal fato leva a sugerir que a oxidacdo de OH" é realmente um pré-requisito
necessario para a polimerizagao eletroquimica do complexo porfirinico. Por outro lado,
para que o processo ocorra em uma extensdo notavel, é preciso que as espécies
radicalares sejam produzidas em grande quantidade. Isso parece acontecer quando a
porfirina esta presente, uma vez que, em tal condigdo, a corrente anddica (em
potenciais acima de 800 mV) é alta, evoluindo a cada varredura (Figura 45). Talvez a
porfirina atue como um catalisador da oxidagao eletroquimica de ions OH", gerando
radicais livres. Buscando confirmar a suspeita de formagao de espécies radicalares,
alguns experimentos foram realizados. A Figura 48a apresenta um voltamograma do
eletrodo de carbono vitreo em NaOH 0,1 mol L' contendo NiTRP 5,0 x 10 mol L™,
registrado apds 80 ciclos. Apds obtencao desse voltamograma, o eletrodo foi polido e
posteriormente submetido a 80 varreduras ciclicas consecutivas, dessa vez imerso em
uma solugdo de NaOH 0,1 mol L™ + NiTRP 5,0 x 10* mol L + dimetilssulféxido
(DMSO0) 1,0 mol L™. O resultado deste procedimento, representado pelo voltamograma
da Figura 48b, mostrou que as correntes de pico anddica e catddica foram

praticamente suprimidas, enquanto as correntes observadas em potenciais acima de

75



4. resultados e discussao

700-800 mV mantiveram-se altas. Sendo o dimetilssulféoxido um eficiente captador de
radicais livres, é possivel que ele interaja com as espécies radicalares geradas a partir
da oxidacao de OH e que, provavelmente, tomam parte no processo de
eletropolimerizagdo. Como se pode observar na Figura 48b, as correntes anddicas
acima de 700-800 mV nao foram alteradas, indicando que o eletrodo nao sofre perda
de atividade devido a presenca de DMSO. Além disso, a permanéncia das referidas
correntes em valores altos sugere que o processo de oxidagdo de OH™ na presencga de
NiTRP nao é prejudicado pelo dimetilssulféxido. Adicionalmente, conclui-se que essas
correntes ndo sao devidas a oxidacdo de DMSO, uma vez que nenhum processo
faradaico foi observado para o eletrodo em solucdo alcalina de dimetilssulféxido,

dentro do mesmo intervalo de potenciais empregado (Figura 48c).
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Pode-se sugerir que a incorporagao do complexo a superficie (S) do eletrodo
acontece mediante ligagdes S — O — Ni", de acordo com o mecanismo proposto por
Roslonek e Taraszewska [240]. Inicialmente, o complexo € adsorvido sobre a

superficie do eletrodo. No presente caso, pode-se admitir que o processo de adsorgao
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€ acompanhado pela troca de CI" por grupos OH. Durante a varredura subsequente, o
complexo de niquel(ll) ligado a superficie do eletrodo sofre oxidagédo a niquel(lll) e se
liga, provavelmente via formacdo de pontes -oxo com perda simultinea de uma
molécula de agua, as espécies de niquel fornecidas a superficie do eletrodo por
difusdo. A espessura do filme aumenta gradualmente a medida que mais complexo
difunde para a superficie do eletrodo.

A partir dos resultados apresentados no presente trabalho e também de dados
relatados na literatura [240-244], acredita-se que o processo redox observado em meio
alcalino, para filmes baseados em NiTRP, é semelhante ao de eletrodos de hidréxido
de niquel, Ni(OH),, formado eletroquimicamente [252,253].

Surge uma questdo a respeito da possibilidade do complexo NiTRP sofrer
decomposicdo em meio fortemente alcalino e, durante o procedimento de modificagao,
hidroxido de niquel depositar-se sobre a superficie do eletrodo, em vez do complexo
sofrer eletropolimerizagdo. Um argumento que pode descartar essa possibilidade se
baseia no resultado ilustrado pela Figura 49. Apds transferéncia para meio acido
contendo perclorato de sédio, o eletrodo previamente modificado por poli-NiTRP em
meio alcalino apresentou os sinais de corrente tipicos atribuidos ao par redox Ru"/Ru",
(Figura 49). Nessas condigdes, o par de ondas do processo Ni"/Ni' ndo pode mais ser
observado. A auséncia do par redox Ni"/Ni" em meio acido também foi verificada para
outros sistemas envolvendo eletrodos modificados por eletropolimerizagdo de complexos
de niquel em meio basico [240]. Ao transferir novamente o eletrodo para meio alcalino,
os sinais do par Ni"/Ni" sdo novamente observados, embora menos intensos. Vale
ressaltar que o filme polimérico é capaz de fornecer dois sensores distintos, um
atuando em meio acido (Ru"/Ru") e outro, em meio alcalino (Ni"/Ni").
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Figura 49. Voltamograma ciclico de um eletrodo
-20 - de carbono vitreo (previamente modificado por

eletropolimerizagdo de NiTRP em meio alcalino)

40 em solugéo tampao Ac/HAc 0,1 mol L' (pH 4,7)
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Potencial / mV

77



4. resultados e discussao

Espectroscopia por reflectancia (UV-Vis.)

A presenca da porfirina sobre a superficie do eletrodo pode ser confirmada por
espectroscopia UV-Vis. A Figura 50 mostra espectros obtidos para filmes de poli-
NiTRP construidos, em trés diferentes espessuras, sobre superficies de CDs
gravaveis de ouro. O filme obtido apds 40 varreduras cicliclas de potencial exibiu uma
banda B (Soret) larga, na regido de 460 nm, e duas bandas Q, em 594 e 657 nm

(Figura 50A). Esse espectro € muito semelhante ao observado para filmes adsorvidos

de NiTRP [86]. A banda MLCT (transferéncia de carga metal-ligante) esperada na
regiao de 500 nm, que é caracteristica dos grupos periféricos [Ru(bipy)ZCI(PyP)]+,
parece estar sobreposta as bandas da porfirina, provavelmente devido a um certo grau
de agregacdo e empilhnamento da porfirina sobre a superficie do eletrodo. Para os
filmes obtidos apds 60 e 80 varreduras ciclicas (Figuras 50B e 50C, respectivamente),
as bandas Q mostraram-se mais largas e a intensidade relativa entre as bandas Soret
e Q tornou-se maior. O aspecto mais largo das bandas Q pode ser o resultado de
interacées muito proximas entre os anéis porfirinicos. Isso sugere que, aumentando o

numero de varreduras ciclicas, o grau de polimerizagdo também aumenta.
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Figura 50. Espectros UV-Vis. obtidos por reflectancia para eletrodos de CDs gravaveis
de ouro modificados por filmes de poli-NiTRP, os quais foram construidos submetendo
os eletrodos a 40 (A), 60 (B) e 80 (C) varreduras ciclicas consecutivas de potencial
dentro do intervalo de 0 a 900 mV, a 100 mV s, em solugdo de NaOH 0,1 mol L7+
NiTRP 5,0 x 107 mol L™
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Espectroscopia de impedéancia eletroquimica

Estudos adicionais foram realizados empregando espectroscopia de impedancia
eletroquimica, cujos resultados sao ilustrados na Figura 51. O diagrama de Nyquist,
obtido para uma solucgio alcalina de NiTRP em 600 mV (detalhe da figura), apresentou
um semi-circulo com uma componente que tende a uma reta a 45°, caracteristica de
uma regiao controlada por difusdo. Isso significa que no potencial aplicado, suficiente
para oxidar as espécies Ni' a Ni", nenhum processo de adsorcdo ocorreu. Em
potenciais iguais a, e maiores que, 720 mV, os diagramas de Nyquist assumiram
aspectos totalmente diferentes, conforme mostrado na Figura 51. Em tais casos, em
baixas frequéncias, a regidao controlada por difusdo deu lugar a um componente de
indutancia (forma de loop). O componente de indutancia esta relacionado ao processo
de adsorgao [254,255]. Em potenciais mais altos, ocorreu um decréscimo no raio do
semi-circulo, sugerindo que a resisténcia a transferéncia de carga diminui. Esses

resultados sao consistentes com os dados voltamétricos.
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Figura 51. Diagrama de Nyquist obtido para um eletrodo de platina em NiTRP 5,0 x
10* mol L' + NaOH 0,1 mol L. Os potenciais aplicados s&o indicados no gréfico. O

detalhe da figura ilustra o diagrama de Nyquist em 600 mV.
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Microscopia de varredura por sonda mecéanica (SPM)

Os filmes de poli-NiTRP construidos sobre superficies de CDs gravaveis de
ouro foram caracterizados utilizando um microscépio de for¢ca atémica (AFM - atomic
force microscopy). As imagens em duas e trés dimensbes, obtidas para os filmes
preparados empregando diferentes intervalos de potencial (ver voltamogramas ciclicos

na Figura 52A), sdo mostradas nas Figuras 52B e 52C, respectivamente.
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Figura 52. (A) Voltamogramas registrados apos o 40° ciclo utilizando eletrodos de
CDs gravéveis de ouro em NaOH 0,1 mol L' + NiTRP 5,0 x 10* mol L. Intervalos de
potencial: (a) 0 a 700 mV; (b) 0 a 800 mV; (c) 0 a 900 mV e (d) 0 a 1000 mV. v: 100
mV s7: A: 0,20 cm?. Imagens de AFM em duas (B) e trés (C) dimensées dos filmes
depositados por eletropolimerizagdo empregando os intervalos de potencial de 0 a 800
mV (b), 0 a 900 mV (c) e 0 a 1000 mV (d).

Comparando as imagens assinaladas por (c) e (d) na Figura 52B, verifica-se
que a quantidade de material depositado € maior quando um intervalo mais amplo de

potencial é utilizado (de 0 a 1000 mV). A imagem em trés dimensdes na Figura 52C(c)
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mostra que o depdsito tem forma de picos, sugerindo que o filme cresce sobre o
substrato metalico formando pilhas. Na Figura 52B(b), algum material é observado
sobre a superficie do eletrodo, apesar da auséncia de picos de corrente anddica ou
catodica (atribuidos ao par Ni"/Ni") no voltamograma correspondente a essa amostra
(Figura 52A(b)). No entanto, no referido voltamograma, alguma corrente anddica ja
pode ser observada para potenciais acima de 700 mV. E possivel que nessas
condi¢cdes o processo ocorra, embora em uma extensdo que nido pode ser detectada
por experimentos envolvendo a voltametria ciclica. Por outro lado, os resultados
obtidos com o uso da espectroscopia de impedancia eletroquimica podem reforgar

essa hipdtese.

4.4.2. Comportamento voltamétrico do filme de poli-NiTRP em meio alcalino

O voltamograma do eletrodo de carbono vitreo modificado por filmes baseados
em poli-NiTRP apresentou maximos de corrente (Ip,a e Ip,c) em potenciais menos
positivos do que em NaOH 0,1 mol L', quando transferido para solugdes mais
concentradas (NaOH 1,0 mol L™). Verificou-se que os potenciais de pico, principalmente
0 anddico (Ep,a), sao sensiveis a variacdes na velocidade de varredura de potencial (v),
sofrendo deslocamento para valores menos positivos quando v mais baixas sao
empregadas. Na Figura 53, o voltamograma ciclico foi obtido utilizando uma

velocidade de varredura de 10 mV s™.
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O filme exibiu boa estabilidade, mesmo apds centenas de varreduras ciclicas,
podendo, inclusive, ser armazenado em ambiente seco. Somente pequenas alteracbes
foram observadas apoés varreduras continuadas, tais como um discreto deslocamento
do potencial de pico anddico para valores mais positivos ou, ainda, um suave aumento
da corrente anodica em potenciais proximos ao limite mais positivo do intervalo de
potenciais.

O sensor baseado em filmes de poli-NiTRP apresentou atividade eletrocatalitica
para a oxidacao de varios compostos organicos, tais como frutose, sacarose, galactose,
lactose, manitol e glicose. A Figura 54 mostra as respostas voltamétricas para a
oxidacao catalitica dessas substancias, utilizando filmes com diferentes espessuras. Os
analitos foram adicionados a célula eletroquimica, contendo NaOH 1,0 mol L', até atingir

concentragdes finais de 1,8 x 10 mol L' a 6,9 x 10* mol L™, para frutose (Figura 54A),

ede2,0x10*molL"a 9,4 x 10* mol L, para os demais compostos (Figura 54B-F).

L) v L) v L) v L) v L) v L) v L) v L) v L) v L) v L) v
300 375 450 525 300 375 450 525 300 375 450 525
Potencial (mV) Potencial (mV) Potencial (mV)

(D)

250 Sélgoten?c’;%gl (m\%%5 20 00 ;Do?e;fwci;all (4ré1({/)' w25 JES 'Pgt;esnc'ialtérgV)' w25
Figura 54. Voltamogramas ciclicos obtidos para um eletrodo de carbono vitreo
(modificado por um filme de poli-NiTRP) em solugdo de NaOH 1,0 mol L contendo
frutose (A), sacarose (B), galactose (C), lactose (D), manitol (E) e glicose (F) em
diferentes concentragbes: (A) 0a 6,9 x 10*mol L' e (B-F) 0a 9,4 x 10* mol L. v: 10 mV s7';
A: 0,07 cm?.
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A altura do pico de oxidacao foi estavel e reprodutivel apds ciclos repetitivos,
em cada concentracao de analito empregada. No entanto, como pode ser visualizado
na Figura 54, o potencial de pico anddico tornou-se suavemente mais positivo a cada
adicdo das substancias. Nas se¢des seguintes, serdo descritos estudos envolvendo a
oxidacgao eletrocatalitica da glicose e a aplicacédo do eletrodo modificado por filmes de
poli-NiTRP para a quantificagao deste analito em uma amostra farmacéutica comercial

de solucéo de glicose.

4.4.3. Oxidacao eletrocatalitica de glicose

A eletrocatalise da oxidacdo de glicose é evidente quando os resultados sao
comparados com os correspondentes obtidos com o eletrodo livre do agente
modificador (Figura 55). A Figura 55 revela que € necessario atingir potenciais muito
positivos para que a oxidagédo da glicose ocorra sobre um eletrodo de carbono vitreo
nao modificado. Além disso, as correntes anddicas mal definidas indicam que a
cinética de reacdo € muito lenta para esse sistema. Esta claro nessa figura que o filme
de poli-NiTRP apresenta alta capacidade de eletrocatalisar a oxidacdo do analito, uma
vez que um aumento apreciavel da corrente anddica, na mesma regidao de potencial

em que Ni" é oxidado a Ni", é observado.

a
A
20 pA:[
b
B a
200 400 600 800 1000

Potencial (mV)

Figura 55. Voltamogramas ciclicos obtidos para um eletrodo de carbono vitreo livre de
agente modificador (A) ou modificado por um filme de poli-NiTRP (B), em NaOH 1,0
mol L™ antes (a) e apés (b) adi¢do de glicose 9,5 x 10 mol L (concentragéo final) v:
10 mV s; A: 0,07 cm?.
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" formada eletroquimicamente sobre a superficie do eletrodo é

A espécie Ni
reduzida pela glicose. Dessa forma, Ni' é regenerado durante a varredura e um
aumento resultante na corrente anddica é observado. No entanto, a oxidagao catalitica
nao parece ocorrer muito facilmente, uma vez que a presenca do pico catddico ainda &
registrada (Figura 55B). Além disso, durante a varredura reversa, uma corrente
anddica intensa persiste por um longo intervalo de potencial (entre 550 mV e 420 mV,
aproximadamente) antes de decair a valores préximos de zero. Comportamento
diferente é observado quando se empregam velocidades de varredura mais baixas
(por exemplo, 1 mV s™): o primeiro efeito é atenuado enquanto o ultimo é intensificado

(Figura 56).

5 uA

Figura 56. Voltamogramas ciclicos

de um eletrodo de carbono vitreo

7/ a (modificado por um filme de poli-

NiTRP) em NaOH 1,0 mol L na

————— auséncia (a) e na presenca (b) de

240 320 400 480 560 glicose 9,5x 10*mol L. v: 1 mV s7';
Potencial (mV) A: 0,07 cm.

Esse resultado pode ser esperado se a reacdo é controlada por um fator

cinético. Considerando que a velocidade de oxidacdo quimica entre Ni" e o analito é

suficientemente lenta, a espécie Ni" permanece sem ser reduzida durante a varredura

e glicose poderia

reversa. Em tempos mais longos (v = 1 mV s™), a reacéo entre Ni
ocorrer de forma apreciavel e o pico catédico nao seria observado, principalmente se
glicose estivesse presente em concentragdes relativamente altas. Dessa forma, A
espécie Ni' produzida nesse caminho, e que permaneceu sem sofrer oxidagéo durante
a varredura positiva de potenciais, poderia ser oxidada durante a varredura reversa.
Considerando o processo descrito, o esquema abaixo pode ser sugerido para as

reacdes envolvidas [256]:

Ni(OH), *—= NiO(OH) + e + H* (4)
NiO(OH) + glicose M@, Nj(OH), + produto (5)
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4.4.4. Quantificagao de glicose utilizando voltametria ciclica

Como tem sido demonstrado no presente estudo, os perfis voltamétricos
apresentaram uma melhor definicao dos sinais de corrente quando uma velocidade de
varredura de 1 mV s’ foi empregada. Dessa forma, & possivel obter sinais
eletrocataliticos da oxidagdo de glicose, mesmo em concentragcdes baixas, sob tais
condigdes experimentais. Portanto, uma série de experimentos foi realizada adicionando
solugbes de glicose a célula eletroquimica, de maneira a atingir valores finais de
concentragdo desejados. Apds cada adicdo, uma varredura de potencial a 1 mV s™ era
realizada. Esse procedimento levou a obtengdo de uma curva analitica com intervalo
linear situado entre 1,9 x 10° mol L™ e 1,8 x 10° mol L™ (Figura 57). Para concentracdes
mais altas, a linearidade do grafico € comprometida. O limite de deteccéo foi estimado

em 6,1 x 10® mol L™ (trés vezes o desvio padrdo do branco [231]).

35

N N
- (0]
1 1

ACorrente (uA)
=

L} v L} v L} v L} v L} v
00 03 06 09 12 15 18

-1

C (mmol L)

glicose

Figura 57. Curva de calibragdo construida a partir dos resultados obtidos por voltametria
ciclica apés adigbes de solugdes de glicose a célula eletroquimica até atingir concentragbes

finais variando entre 1,9 x 10° mol L™ e 1,8 x 10° mol L.

Apods estudos de repetibilidade realizados para o sistema, um desvio padrao
relativo de 1,5 % foi calculado para doze medidas. A Figura 58 ilustra os resultados
atingidos para seis ensaios, em que uma solucdo de glicose 2,0 x 10* mol L foi
empregada. O resultado obtido para o branco também é mostrado na figura. Uma vez
que os experimentos foram conduzidos a velocidades de varredura de potencial muito

baixas (1 mV s), uma freqiiéncia analitica alta ndo pode ser esperada. Cada
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voltamograma foi registrado em até 10 minutos e isso equivale a uma frequiéncia de 6

determinagdes por hora.

5 MAI

12

10

Figura 58. Resultado do estudo
de repetibilidade por voltametria
ciclica, utilizando um eletrodo
de carbono vitreo (modificado
por um filme de poli-NiTRP) em
NaOH 1,0 mol L7, antes (0) e
apos (2-12) adicdo de glicose

2
0

LU

2;10 3é0 450 6(')0 2,0 x 10* mol L (concentragéo
Potencial (mV) final). v: 1 mV s7'; A: 0,07 cm?,
Os resultados da quantificagdo do analito em uma solugido farmacéutica

comercial de glicose sao exibidos na Figura 59. A média dos resultados foi comparada

com aquela obtida por espectrofotometria e sera mencionada mais adiante.
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Figura 59. Voltamogramas ciclicos de um eletrodo de carbono (modificado por um
filme de poli-NiTRP) em NaOH 1,0 mol L, registrados: (A) antes (a) e ap6s (b-f)

adicdes de glicose atingindo concentracées finais entre 2,0 x 10* mol L' e 1,0 x 10

mol L'; (B) para a amostra farmacéutica contendo glicose (trés determinacées).

Detalhe da figura: curva de calibragdo corespondente. v: 1 mV s': A: 0,07 cm?.
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4.4.5. Quantificagao de glicose por batch injection analysis (BIA)

Antes da quantificagdo de glicose por BIA, estudos prévios foram realizados a
fim de definir as caracteristicas do método para o sistema envolvido. Um intervalo
linear de trabalho mais amplo (2,5 x 10° mol L™ a 1,0 x 10™ mol L) foi estabelecido
em comparagdo com os resultados obtidos por voltametria ciclica. A curva de
calibragéo correspondente € apresentada na Figura 60. Do mesmo modo, um limite de
deteccdo mais baixo, de 3,6 x 107 mol L (trés vezes o desvio padrdo do branco
[231]), foi calculado. Sendo BIA uma técnica de injegdo com alta velocidade, uma

freqliéncia superior, de 60 determinacdes por hora, péde ser atingida.

60

Corrente (uA)
: . 5

10 4

O- L} v L} v L} v L} v L} v l’
0,0 20x10* 4,0x10* 6,0x10* 80x10* 1,0x10°
-1
C glicose (mOI L )
Figura 60. Curva analitica construida a partir dos resultados obtidos por BIA/amperometria,
apos injecoes de solugbes de glicose em concentragdes variando entre 2,5 x 10° mol L

e 1,0x 10° mol L.

A boa repetibilidade dos sinais ap6s 25 injecdes de uma solugdo de glicose 2,5 x 107
mol L™ (Figura 61A) foi confirmada por um desvio padrdo de 1,1%. Na Figura 61B, s&o
ilustrados os sinais BIA obtidos para injecdes em ftriplicata de solu¢des padrao de
glicose em concentragdes crescentes (1,0 x 10* mol L a 1,0 x 10° mol L™") e de uma
solugado diluida da amostra farmacéutica contendo glicose. A curva de calibragcdo
mostrada no detalhe da figura confirma a relacdo linear entre a corrente e a
concentragao das solugdes padrao.

A curva analitica da Figura 61B exibe sinais com valores de corrente mais

baixos em relacdo aqueles apresentados na Figura 60, considerando o mesmo
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intervalo de concentracgao utilizado. Os dois graficos foram obtidos utilizando filmes de
espessuras diferentes. Para filmes mais espessos, a corrente catalitica apresenta-se
maior. Isso parece logico, considerando que a eficiéncia eletrocatalitica do filme deve
aumentar com a quantidade de centros ativos de niquel. No entanto, tal comportamento
deve ser limitado para filmes muito espessos, uma vez que a atividade eletrocatalitica
também depende da disponibilidade dos sitios eletroativos concentrados na superficie
do sensor. Um estudo sistematico da relagdo entre o sinal catalitico e a espessura do

filme deve ser considerado para trabalhos futuros.
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TEMPO

Os resultados comparativos das caracteristicas dos dois métodos utilizados
(voltametria ciclica e BIA/amperometria) estdo reunidos na Tabela 7. E bastante
evidente que a técnica BIA, associada a amperometria, apresenta vantagens para a
determinagdo de glicose utilizando o sensor baseado em filmes construidos por
eletropolimerizagdo de NiTRP. Isso se confirma por analise da Tabela 8, em que BIA
demonstra ser mais apropriada para a quantificagdo de glicose na amostra comercial.
Nessa tabela, as diferencas relativas entre os resultados atingidos por amperometria e

espectrofotometria sdo menores do que aquelas entre voltametria e espectrofotometria.
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Além disso, a tabela mostra a relacao entre o valor nominal indicado pelo fabricante e

os resultados obtidos utilizando as diferentes técnicas.

Tabela 7. Resultados comparativos das caracteristicas de BlA/amperometria e voltametria ciclica.
Ambos os métodos foram empregados na determinagéo de glicose utilizando um eletrodo de carbono

vitreo modificado por um filme de poli-NiTRP.

Caracteristicas do método

Intervalo linear de trabalho Limite de detecgao Repetibilidade Freqiiéncia analitica
BIA® (2,5x10°-1,0x10®) mol L™ 3,6 x 107 mol L™ DPR% 1,1% (n = 25) 60 determinagdes h™
ve® (1,9 x 10°-1,8 x 10'3) mol L 6,1 x 10° mol L™ DPR% 1,5% (n=12) 6 determinagbes h'

b
a BIA (batch injection analysis); =~ VC (voltametria ciclica); ¢ DPR (desvio padréo relativo).

Tabela 8. Resultados obtidos apos analise de glicose em uma amostra farmacéutica.

Amostra  VC +DP (%)* BIA:DP (%)® Espectrofotometria £ DP (%)® A1 (%)°  A2(%)° As (%) A4 (%)° As (%)

Glicose 5% 521+0,35 5,03+ 0,06 4,89 + 0,04 ()42 (+)06 ()22 (+)6,1 (+)2,8

a Média + desvio padréo de trés determinagées.
b d
Diferengas relativas entre: ~ voltametria ciclica (VC) e valor nominal; ¢ batch injection analysis/amperometria (BIA) e valor nominal;, ~ espectrofotometria

e f
e valor nominal; ~ VC e espectrofotometria; BIA e espectrofotometria.

4.4.6. Consideragoes finais

Como pode ser observado nos resultados acima apresentados, o potencial de
pico anddico (Ep,a) sofre deslocamento para valores mais positivos quando glicose
esta presente no meio. O mesmo comportamento foi verificado para o filme, na auséncia
do analito, se a velocidade de varredura de potenciais era variada (Figura 62). Nas
mesmas condigdes, a mudanga do potencial de pico catédico (Ep,c) para valores
menos positivo foi mais branda. Em conseqiiéncia de tais deslocamentos, um AEp
crescente foi observado, indicando alguma lentiddo no processo de transferéncia de
elétrons [5]. A escolha de solugdes mais concentradas de NaOH 1,0 mol L é
justificada pelas seguintes razdes: o perfil voltamétrico apresentou melhor defini¢ao e
houve antecipacdo dos processos anddico e catédico. Sendo assim, o emprego de

velocidades de varredura de potencial suficientemente baixas e de solugbes de NaOH
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1,0 mol L™ é apropriado, uma vez que, em tais condicdes, um melhor desempenho
eletroquimico para a oxidagao de glicose é obtido.

Também foi demonstrado que o sensor amperométrico, baseado em filmes de
poli-NiTRP, pode ser facilmente adaptado a BIA para a quantificagao direta de glicose.
Este método permite executar analise rapida e sensivel, em comparagdo com a
voltametria ciclica. Estudos adicionais da otimizagdo das condigdes experimentais,
objetivando obter uma melhora da eficiéncia eletrocatalitica do filme, deverado ser
realizados em futuro proximo. Isso inclui a investigagcdo da aplicabilidade a outros
analitos. Adicionalmente, a elucidagdo dos processos eletroquimicos envolvidos

também deve receber atencéo.
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Figura 62. Voltamogramas ciclicos de um eletrodo de carbono vitreo (modificado por

L}
275

um filme de poli-NiTRP) em NaOH 1,0 mol L. obtidos a diferentes velocidades de
varredura de potencial: 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70 mV s’ A: 0,07 cm?.
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5. CONCLUSOES

Durante o desenvolvimento do presente trabalho de pesquisa, foram feitos

estudos envolvendo a utilizagao de diferentes materiais na construcido de sensores

eletroquimicos, para adaptagcdo a sistema BIA, visando aplicagbes analiticas. Para

tanto, foram construidos sistemas baseados em superficies metalicas livres de

agentes modificadores, bem como modificadas por complexos de metaloporfirinas

(adsorvidos ou eletropolimerizados). Os sensores desenvolvidos foram empregados

na quantificacdo de diversas substancias orgéanicas (acido acetilsalicilico, salbutamol,

acetaminofen e glicose) em amostras de produtos farmacéuticos comerciais. Dos

resultados obtidos, as seguintes conclusdes podem ser feitas:

5.1. COBRE / NaOH 0,1 MOL L™ / ACIDO ACETILSALICILICO

o eletrodo de cobre (99,7% de pureza) apresentou perfis voltamétricos
perfeitamente comparaveis com os correspondentes descritos na literatura
para eletrodos comerciais de cobre;

o0 sensor demonstrou eletrocatalise superior para a oxidagdo de acido
acetilsalicilico (AAS), em comparagdo com outros materiais de eletrodo, tais
como platina, ouro e carbono vitreo, em meio alcalino de NaOH 0,1 mol L.

0 aspecto da curva corrente-potencial obtida para a eletrooxidacdo de AAS em
intervalos amplos de potencial (—900 a 800 mV) é semelhante ao descrito para
a glicose em condigdes experimentais similares. No presente trabalho, sugere-
se o envolvimento de Cu(lll) como mediador nas reagdes de transferéncia de
elétrons entre o analito e o substrato. Todavia, o mecanismo pelo qual a
eletrocatélise ocorre nao foi elucidado;

a quantificacdo de AAS (como salicilato) em sete diferentes produtos
farmacéuticos utilizando o eletrodo de cobre, associado ao sistema BIA,
apresentou resultados concordantes com aqueles obtidos pelo método
espectrofotométrico, com diferencgas relativas variando entre 0,4% e 1,6%;
vantagens adicionais do sensor desenvolvido podem ser citadas, tais como

baixo custo e disponibilidade comercial.
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5.2.

CARBONO VITREO / NaOH 3,0 MOL L™ / SULFATO DE SALBUTAMOL

- a determinacéao eletroquimica de salbutamol em meio acido parece apresentar
limitagbes devido a dois fatores principais: (i) a adsor¢do de produtos da
oxidacao eletroquimica do analito pode levar ao envenenamento da superficie
do eletrodo e (ii) problemas associados a interferéncia de espécies eletroativas
presentes em amostras complexas de xarope podem prejudicar as analises;

- com base nos argumentos acima, a proposta de utilizar eletrodos de carbono
vitreo em meio fortemente alcalino (NaOH 3,0 mol L") para a determinacéo de
sulfato de salbutamol em amostras de xarope apresenta-se bastante atraente;

- asolucdo de NaOH 3,0 mol L™ foi eleita para uso como eletrélito suporte devido
a duas razbes principais: sob tais condigbes, os problemas relacionados ao
envenenamento do eletrodo de carbono vitreo s&do eliminados e, ainda, a
oxidagdo do salbutamol em meio alcalino ocorre em regides de potenciais
menos positivos, minimizando os problemas que envolvem a presenca de
interferentes;

- a utilizacdo de concentragdes relativamente altas de NaOH parece nao afetar
as propriedades da molécula de salbutamol, em comparacdo com o uso de
solugdes de hidréxido mais diluidas (0,01 ou 0,1 mol L), como evidenciado
pelos resultados espectrofotométricos;

- a comparacgao dos resultados de estudos preliminares empregando diferentes
materiais (platina, ouro, cobre e carbono vitreo) indicou os eletrodos de cobre e
carbono vitreo como os mais favoraveis para a tarefa. No entanto, em solucbes
de NaOH 3,0 mol L', necessaria na obtengdo dos melhores resultados, o
eletrodo de carbono vitreo mostrou-se mais adequado, com respostas BIA
apresentando melhor repetibilidade e linha de base mais estavel;

- aanalise rapida de salbutamol por amperometria (associada a BIA) mostrou-se
possivel, eliminando a necessidade de realizar pré-tratamentos eletroquimicos
ao eletrodo para a renovagao freqlente de sua superficie;

- 0o método BIA/amperométrico desenvolvido para quantificacdo do analito foi
testado em formulagdes farmacéuticas e apresentou bons resultados. Devido a
falta de métodos oficiais descritos para a analise de sulfato de salbutamol em
xaropes, os resultados foram comparados somente com os valores nominais

fornecidos pelos fabricantes (erros relativos variando entre 2,5% e 4,0%).
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5.3. CoTRP / NaClO, 0,2 MOL L™ (pH 4,7) / ACETAMINOFEN

a modificacao da superficie de eletrodos de carbono vitreo por complexos de
CoTRP, via adsorgao, € um procedimento rapido e simples, podendo ser
realizado diariamente;

o eletrodo modificado por CoTRP apresentou perfis voltamétricos com um par
de ondas redox atribuido as espécies Ru"/Ru" periféricos. Na presenca de
acetaminofen, o filme comportou-se como um condutor redox, facilitando a
reacdo de transferéncia de elétrons entre o analito e o substrato. O uso do
filme também mostrou indicios relacionados a protecado da superficie contra o
envenenamento. Dessa forma, o eletrodo modificado exibiu vantagens em
relagdo ao mesmo sensor desprovido de filme de CoTRP, garantindo
resultados mais confiaveis no que diz respeito a analise da espécie quimica em
estudo.

o filme composto pela porfirina adsorvida apresentou estabilidade satisfatéria,
mesmo quando o eletrodo foi submetido as condi¢cdes de analise por BIA;
produtos farmacéuticos contendo acetaminofen como principio ativo foram
submetidos a andlise, empregando BIA com deteccao amperométrica. Os
resultados, comparados com os correspondentes obtidos pelo método
espectrofotométrico, mostraram-se bastante satisfatérios de acordo com o
grafico construido para o teor de acetaminofen. Para este grafico, a regressao
linear apresentou uma inclinagao proxima da unidade, enquanto a intersecgao

aproximou-se de zero.

5.4. NiTRP / NaOH 1,0 MOL L™ / GLICOSE

o complexo de porfirina tetrarrutenada de niquel sofreu eletropolimerizagdo em
NaOH 0,1 mol L™, possibilitando a formagdo e o crescimento de filmes
poliméricos sobre superficies metalicas;

o perfil da curva corrente-potencial obtido durante o processo mostrou-se
semelhante ao descrito para eletropolimerizagao de complexos macrociclicos
de niquel, sendo o par de ondas resultante atribuido ao processo Ni"/Ni'";

0 sensor manteve as caracteristicas da porfirina tetrarrutenada, apresentando
as correntes de pico tipicas do par redox Ru"/Ru", quando transferido para
meio acido. Resultados obtidos por espectroscopia UV-Vis. reforcaram essa

hipotese;
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- os fiimes de poli-NiTRP foram formados somente acima de potenciais
suficientemente positivos, sugerindo a participagcdo de produtos gerados
(radicais livres) a partir da oxidacdo de OH™ no processo de polimerizagao;

- a caracterizacao dos eletrodos modificados, via microscopia de forga atémica,
revelou que o depdsito tem forma de picos, sugerindo que o filme cresce sobre
0 substrato metalico formando pilhas. Além disso, os resultados obtidos por
AFM confirmaram a hipétese de que quantidades maiores do material séo
depositadas quando intervalos mais amplos de potencial sdo empregados
durante o processo de eletropolimerizagao;

- quando transferido para solugées de NaOH mais concentradas (1,0 mol L™), o
eletrodo modificado manteve os sinais atribuidos ao par Ni"/Ni", com potenciais
de pico anddico e catédico deslocados para valores menos positivos; os sinais
apresentaram-se estaveis mesmo apos centenas de varreduras de potenciais;

- a atividade eletrocatalitica do filme de poli-NiTRP foi evidente para oxidagao de
sacarose, galactose, frutose, lactose, manitol e glicose;

- a quantificagcdo de glicose foi realizada utilizando voltametria ciclica e
BlA/amperometria. Devido a um fator cinético envolvido no processo, a analise
por voltametria ciclica foi realizada a 1 mV s™. Nessa condicdo experimental, o
analito sofre oxidacdo na mesma regido em que espécies Ni' sdo oxidadas a
Ni", com um suave deslocamento do potencial de pico anddico para valores
mais positivos;

- a técnica BIA/amperometria mostrou-se mais eficiente do que a voltametria
ciclica, fornecendo limite de deteccdo mais baixo, intervalo linear de trabalho
mais amplo, melhor repetibilidade e freqliéncia analitica mais alta. Além disso,
os resultados BIA para a amostra farmacéutica comercial contendo glicose

mostraram uma correlagdo melhor com os resultados espectrofotométricos.
5.5. BATCH INJECTION ANALYSIS (BIA)

- foi possivel demonstrar a adequagao dos sistemas estudados a operacido BIA
para a analise de amostras comerciais. Os resultados bastante satisfatorios
certificaram a utilidade da técnica;

- aassociagdo dos sensores amperométricos a BIA levaram a obteng¢éo de picos
de corrente bem definidos, alta dispersao e boa estabilidade da resposta para a

quantificagao dos analitos estudados;
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- a combinacao BlIA/amperometria reune sensibilidade e simplicidade, e evita o
consumo de tempo em operagdes como separacao, filtracdo e extragao,
viabilizando a sua aplicacdo em controle de qualidade;

- a tabela 9 exibe um resumo das caracteristicas do método obtidas para cada
sistema estudado. Vantagens como amplo intervalo linear de trabalho, baixo
limite de deteccdo, boa repetibilidade e alta frequiéncia analitica podem ser

confirmadas.

Tabela 9. Caracteristicas do método BIA/amperometria para os sistemas eletroquimicos estudados.

Sistema Intervalo linear de Limite de Repetibilidade Freqiiéncia

trabalho deteccdo analitica

cobre/NaOH 0,1 mol L'/ (1,0x10°-1,0x 10%) mol L' 4,8 x 10" molL" DPR" 0,37% (n=30) 60 det. h”

acido acetilsalicilico

CV?/NaOH 3,0 mol L/ (8,0x107-2,0x 10*) mol LT  25x 10" molL" DPR® 0,92% (n=50) 60 det. h”

sulfato de salbutamol

CoTRP/NaClO, 02 mol L™/ (1,0x10°-1,0x10*) mol L 1,1x 10" molL" DPR® 1,76% (n=25) 60 det. h

acetaminofen

NiTRP/NaOH 1.0 mol L/  (2,5x10°-1,0x10%) molL" 36x 10" molL" DPR®1,10% (n=25) 60 det. h”
dlicose

b
a CV: carbono vitreo; - DPR: desvio padréo relativo
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6. EM PERSPECTIVA

Este trabalho de pesquisa abriu varias perspectivas de estudo, principalmente
com relacdo a modificacdo de eletrodos por metaloporfirinas, seguindo rotas distintas.
Neste sentido, diversas sao as propostas para a continuacéo do trabalho, as quais sao

relacionadas a seguir:

a) Investigar as diferentes formas de imobilizacdo das porfirinas, verificando a
necessidade de empregar materiais inorganicos para minimizar a sua
“lixiviagao”.

O uso de matrizes de silica, grafite e zedlita para a imobilizagdo de
catalisadores é de grande interesse para aplicacbes analiticas. Entre estes
materiais, a silica-gel apresenta algumas caracteristicas particulares, tais como
elevada area superficial, rigidez, porosidade controlada e superficie
quimicamente reativa. Silica pode ser modificada com 6xidos de metais (por
exemplo, Ti(lV), Zr(IV), V(V) e Nb(V)), resultando em materiais de suporte para
a imobilizagdo de mediadores. Quando modificada com oxidos de Ti(lV), a
silica-gel apresenta uma superficie com propriedades anfotéricas, sendo
positivamente carregada em solugbes com pH abaixo de 5 [257]. As espécies
catibnicas sobre a superficie podem interagir com espécies anibnicas, como a
[FeTPyP{Ru(edta)},]*, permitindo a imobilizacdo da porfirina. O material
resultante pode ser utilizado na construgcdo de eletrodos a base de pasta de
carbono. O principal objetivo desse procedimento é minimizar, ou evitar, a
solubilizagdo da porfirina no meio eletrolitico. Com a obtengdo de um sensor
com boa estabilidade, medidas com elevado grau de confianga podem ser

adquiridas.

b) Explorar a utilidade de filmes constituidos por uma unica porfirina ou de filmes
mistos compostos pela associacdo de duas porfirinas com caracteristicas
eletroquimicas distintas ou, ainda, de uma porfirina com metais nobres
eletrodepositados.

Uma vez sendo confirmada a imobilizagdo dos complexos de [FeTPyP{Ru(EDTA)}J"
em matrizes de silica-gel modificada, a adicdo de outro composto porfirinico com
caracteristicas eletroquimicas diferentes pode resultar em um detector versatil, capaz
de responder a dois analitos distintos, simultaneamente. A estabilidade de filmes

baseados em complexos de [CoTPyP{Ru(bipy).}4’" na presenga de ions perclorato ja
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esta bem estabelecida em nossos estudos. Em meio acido contendo perclorato, os
eletrodos modificados por essas duas porfirinas apresentam pares de ondas redox em
regibes de potencial bastante diferentes, e cada uma delas apresenta atividade
eletrocatalitica para a oxidacdo e/ou redugéo de diferentes analitos. A idéia de unir
ambos o0s complexos para obter um u(nico eletrodo modificado é um caminho
interessante para detecgbes simultdneas por voltametria ciclica. Por outro lado,
também existe a possibilidade de adaptar dois eletrodos, cada um modificado por uma
das porfirinas, a um sistema BIA conectado a um bipotenciostato, como uma forma
elegante de distinguir analitos em misturas

Uma outra idéia que se deseja explorar é a viabilidade de obter filmes mistos
contendo porfirinas e outros materiais que apresentam propriedades cataliticas para
muitas reagoes, tais como os metais nobres do grupo da platina (Ru, Rh, Pd, Os, Ir,
Pt) e seus oOxidos. Neste sentido, pretende-se analisar principalmente os efeitos

sinérgicos que tais filmes podem oferecer.

c) Desenvolver e comparar diferentes metodologias de eletropolimerizagdo das
porfirinas, explorando os filmes em estudos de caracterizagdo, bem como
verificar o seu desempenho como sensores eletroanaliticos.

O processo de eletropolimerizacdo de complexos de [NiTPyP{Ru(bipy),Cl}. ",
desenvolvido ao longo do presente trabalho, leva a obtengcdo de um filme com
comportamentos eletroquimicos diferentes, dependendo do meio no qual o eletrodo
modificado esta presente. Em solugbes alcalinas, o perfil voltamétrico observado para
o filme de poli-NiTRP apresenta um unico par de picos de corrente bem definidos e
que foram atribuidos ao processo Ni"' /Ni". Se o filme é transferido para um meio &cido
(pH 4,7), observam-se apenas os picos correspondentes ao par redox Ru"/Ru". Cada
um desses processos eletroquimicos ocorre em regibées de potencial distintas e é
responsavel por reagbes envolvendo eletrocatalise da oxidagao de diferentes analitos.
Sabe-se que os processos de recobrimento sdo dependentes das condigbes de
polimerizagdo. Sendo assim, a manipulacdo adequada de parédmetros como pH e
composigdo das solugdes eletroliticas pode resultar em um filme polimérico com
atividades cataliticas para a eletrooxidacdo simultanea de diferentes analitos.
Adicionalmente, a eletropolimerizacdo de varios outros complexos, tais como
[M-TPyP{Ru(bipy).Cl},] (onde M pode ser Cu", Co", Fe'...), deveré ser investigada.

d) Buscar o desenvolvimento de microeletrodos modificados por filmes
eletropolimerizados, visando aplicagbes em amostras reais, com a

possibilidade de realizar analises em volumes muito reduzidos (microvolumes).
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Uma vez dominados os processos de eletropolimerizacdo das metaloporfirinas,
diversas aplicagbes podem ser exploradas. Dentre elas, destaca-se o emprego de
microeletrodos modificados. As propriedades eletrocataliticas e seletivas dos filmes
poliméricos obtidos, somam-se as vantagens ja bem conhecidas dos microeletrodos
(densidade de corrente aumentada, possibilidade de uso em meios com resisténcia
alta, medicbes em volumes muito pequenos, etc). O desenvolvimento de microeletrodos
recobertos com os filmes poliméricos visa a realizacdo de varias aplicacées,

principalmente a analise em volumes reduzidos.

e) Explorar a utilizacgdo de microeletrodos mudltiplos, modificados por
polimerizacao eletroquimica das porfirinas, para analise multicomponente.

A analise multicomponente é tradicionalmente realizada utilizando um reagente
especifico para cada analito, ou separando o analito de seus interferentes. Todavia,
nem sempre se dispde de um reagente especifico para cada analito, e a separa¢do de
elementos interferentes presentes na amostra é, em geral, trabalhosa. A possibilidade
de associar os eletrodos modificados por porfirinas eletropolimerizaveis e detecg¢ao
amperométrica com métodos de calibragdo multivariada surge como um caminho
bastante atraente para a determinagdo simultdnea de varios analitos, contornando os
problemas da interferéncia mutua entre diferentes compostos da solugdo. Neste
contexto, o grupo tem desenvolvido instrumentagéo, arranjos de microeletrodos e

formas de sua modificacdo por eletrodeposicdo [258,259].

f) Associar os processos de eletropolimerizagcdo com sistemas de microcanais,
para analises em volumes reduzidos.

Tem-se desenvolvido em nosso grupo de pesquisa métodos de construgcdo de
microcanais [260] utilizando apenas materiais de escritério (computador, toner e
transparéncias). Tais métodos oferecem vantagens em relagdo aos tradicionais porque
requerem pouco tempo para a sua construgdo e sdo de baixo custo. A criacdo dos
microcanais comega no computador, com o tragado do percurso feito com o auxilio de
programas apropriados. Em seguida, faz-se a impressdo em uma folha de plastico
transparente. Essa folha é colada a outra em uma laminadora, formando uma espécie
de sanduiche de polimero. A espessura da camada de toner, com poucos
micrémetros, determina a altura do canal, enquanto a resolu¢cdo do processo de
impressédo e a granulometria do toner respondem pela sua largura. Microestruturas
usando microcanais podem também ser obtidas em superficies de ouro, utilizando
CDs gravaveis. Neste sentido, propbe-se empregar este tipo de dispositivo, com a

superficie de ouro modificada pela eletropolimerizacao de porfirinas, em analises que
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utilizam volumes reduzidos. Alem disso, ha os microcanais construidos com placas de
cobre, sendo o eletrodo a parede da placa (13 a 40 um). A superficie de cobre pode
receber depositos de ouro, paladio e platina, entre outros metais. Esses depdsitos

podem ser modificados por filmes poliméricos de porfirinas.

g) Associar os eletrodos modificados a sistemas de analise com alta velocidade e
boa precisao, tais como FIA e BIA, visando realizar aplicagbes com amostras
reais.

O grupo de pesquisa domina de forma bastante satisfatéria as técnicas de inje¢édo em
fluxo. Nosso laboratério destaca-se pela facilidade para criar e desenvolver novos
sensores, construir prototipos de células e explorar novos esquemas de analise. Tais
conhecimentos e habilidades vém sendo aplicados nos diversos estudos em
andamento no grupo [261-263] e podem ser de grande utilidade para os estudos

propostos.
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BlA/amperometria

Autores: Maria do Socorro Maia Quintino, Koiti Araki, Henrique Eisi Toma e Lucio Angnes

Local: Sdo Luis — MA - Brasil

Periodo: 14 a 17 de outubro de 2003

Evento: 54th Annual Meeting of the International Society of Electrochemistry

Titulo: Sensors for glucose and fructose based on electrodeposited films of
tetraruthenated porphyrins in alkaline medium

Autores: Maria do Socorro Maia Quintino, Koiti Araki, Henrique Eisi Toma e Lucio Angnes

Local: Sao Pedro — SP - Brasil

Periodo: 31 de agosto a 5 de setembro de 2003

Evento: 9th International Conference on Flow Analysis

Titulo: Batch injection analysis of albuterol in pharmaceutical products
Autores: Maria do Socorro Maia Quintino e Lucio Angnes

Local: Geelong — Australia

Periodo: 17 a 21 de fevereiro de 2003
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Evento: XllI Simpésio Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica

Titulo: Analise de salbutamol em formulagdes farmacéuticas empregando batch injection
analysis e amperometria

Autores: Maria do Socorro Maia Quintino e Lucio Angnes

Local: Araraquara - SP - Brasil

Periodo: 1 a 5 de dezembro de 2002

Evento: XV Congresso da Sociedade Ibero-Americana de Electroquimica

Titulo: Passivagao e corrosdo por pites do eletrodo Zr/HCI 1,0 M: o efeito da pré-
imersao em solugdes contendo ion molibdato

Autores: Biagio Fernando Giannetti, Maria do Socorro Maia Quintino e Tibor Rabdczkay

Local: Evora - Portugal

Periodo: 8 a 13 de setembro de 2002

Evento: 252 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

Titulo: Quantificagdo de acetaminofen por BIA utilizando eletrodos modificados por
porfirinas

Autores: Maria do Socorro Maia Quintino, Koiti Araki, Henrique E. Toma e Lucio Angnes

Local: Pogos de Caldas - MG - Brasil

Periodo: 20 a 23 de maio de 2002

Evento: 252 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica

Titulo: Determinacdo de acido acetilsalicilico utilizando eletrodos de cobre em meio
alcalino

Autores: Maria do Socorro Maia Quintino, Dennys Corbo, Mauro Bertotti e Lucio Angnes

Local: Pogos de Caldas - MG - Brasil

Periodo: 20 a 23 de maio de 2002

Evento: 242 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica
Titulo: Oxidagao eletrocatalitica do H,O. em eletrodo de carbono vitreo modificado por
filme misto de metaloporfirina e paladio
Autores: Maria do Socorro Maia Quintino, Koiti Araki, Henrique Toma, Mauro Bertotti e
Ldcio Angnes
Local: Pogos de Caldas - MG - Brasil
Periodo: 28 a 31 de maio de 2001
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Evento: 50th Annual Meeting of the International Society of Electrochemistry

Titulo: Kinetic-modelistic approach for Zr/1.0 M HCI system employing current transients
Autores: Maria do Socorro Maia Quintino, Biagio Fernando Giannetti e Tibor Rabdczkay
Local: Pavia - Italia

Periodo: 1999

ATUACAO COMO MONITORA

Local: Universidade de Sao Paulo
Disciplina: (QFL 0236) Quimica Analitica Qualitativa Ill
Curso: Farmacia (diurno)

Periodo: primeiro semestre de 2002

Local: Universidade Federal do Ceara
Disciplina: Quimica Analitica |
Curso: Agronomia (diurno)

Periodo: segundo semestre de 1992
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