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RESUMO

No presente trabalho, desenvolveu-se um material compdsito formado a
partir de negro de fumo (NF) e poli(etileno-co-acetato de vinila) (EVA), visando
explorar as caracteristicas do negro de fumo com as vantagens da utilizagao de
compositos rigidos. Assim, diferentes propor¢des dos materiais NF e EVA foram
avaliadas, variando-se a porcentagem de NF entre 30 e 75 % (m/m). Os
materiais compdsitos preparados foram caracterizados por microscopia
eletrdnica de varredura e voltametria ciclica. Os estudos voltamétricos indicaram
que a melhora na resposta do eletrodo € proporcional a quantidade de NF
presente, o que foi verificado pelos calculos dos paradmetros: % de area
eletroativa, capacitancia e constante heterogenia de transferéncia de elétrons.
Assim, a melhor composi¢cdo para os eletrodos compdsitos foi 25EVA:75NF
(m/m). A potencialidade analitica do dispositivo proposto foi demonstrada a partir
da sua aplicagdo como um sensor amperométrico em um sistema de analise por
injecdo em fluxo (FIA) para determinacdo de acido ascoérbico. Além disso, o
eletrodo 25EVA/75NF também foi utilizado como uma plataforma para a
construgdo de um eletrodo quimicamente modificado sensivel a glicose. Em
adicdo, o eletrodo compdsito, aliado ao sistema de detecgdo amperométrico em
sistema FIA, foi utilizado para o desenvolvimento de um método analitico para a
determinacgao do farmaco hidroclorotiazida (HCTZ). A HCTZ foi determinada em
amostras de urina sintética e em uma formulagdo farmacéutica (clorana®),
medicamento utilizado no tratamento de hipertensdo. O procedimento analitico
foi desenvolvido para a quantificagdo do farmaco com limite de detecgéo em 5,34
x 107 mol L. Os resultados obtidos para a quantificagdo de HCTZ em
formulacdes farmacéuticas se apresentaram concordantes com os valores
obtidos por meio do método oficial descrito na farmacopeia com 95% de
confianga, de acordo com testes estatisticos.

Palavras chaves: Negro de fumo, poli(etileno co-vinil)acetato, eletrodos
compositos, eletrodos quimicamente modificados, biossensores, sistema de

analise por inje¢cao em fluxo, hidroclorotiazida.



ABSTRACT

In the present work was developed a composite material formed from
carbon black (CB) and poly (ethylene-co-vinyl acetate) (EVA), which explores the
carbon black characteristics with the advantages of using rigid composites. Thus,
different proportions of CB and EVA materials were used, varying the percentage
of CB between 30 and 75% (m/m). The new composites materials were
characterized by Scanning Electron Microscopy and Cyclic Voltammetry.
Voltammetric studies indicated that the improvement in sensor response is
proportional to the amount of CB present in the electrode material, verified by the
parameters: % of electroactive area, capacitance and the heterogeneous
electron-transfer rate constant. The 25EVA/75CB electrodes showed the best
results from the voltammetric characterization, who answered satisfactorily in the
presence of analytes with well-known electrochemical behavior. The analytical
capability of the proposed device was evaluated by testing it like an amperometric
sensor in a flow injection system (FIA) for the determination of ascorbic acid (AA).
Furthermore, the application of the composite electrode 25EVA/75CB was
explored as a platform for the construction of a chemically modified electrode
sensible to glucose. In addition, the composite electrode coupled with the
amperometric FIA system was used to develop an analytical method for the
determination of hydrochlorothiazide (HCTZ). The HCTZ was determined in
synthetic urine samples and in a pharmaceutical formulation (clorana®),
commonly used in the treatment of hypertension. The analytical procedure was
developed to quantify the HCTZ with a detection limit of 5.34 x 10”7 mol L". The
results for the quantification of HCTZ in drugs presented agreement with the
results obtained with the official method described in the Brazilian
pharmacopoeia with 95% confidence, according to statistical tests.

Key words: Carbon black, poly(ethylene co-vinyl)acetate, composite
electrodes, chemically modified electrodes, biosensors, flow injection analysis,

electroanalysis.
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1 INTRODUGAO

Um sensor, em linhas gerais, pode ser descrito como um dispositivo que
permite a obtencdo de informagdes sobre o meio no qual esta inserido
(Lowinsohn and Bertotti, 2006). Varias classificagdes sao possiveis envolvendo
sensores quimicos, as quais podem se fundamentar no tamanho, tipo de
aplicagao, ou no mecanismo de transdugao da interacao entre a espécie a ser
determinada e o sitio de reconhecimento do sensor, tais como piezoelétrico,
optico, térmico, condutométrico, entre outros (Lowinsohn and Bertotti, 2006).
Sensores com transducéao eletroquimica funcionam como dispositivos capazes
de fornecer informagdes sobre a espécie que se deseja determinar, através da
medida de alguma propriedade elétrica (corrente, potencial, carga, entre outras)
(Stradiotto et al., 2003).

Sensores amperomeétricos sao baseados na polarizagao do eletrodo de
trabalho, através da aplicagdo de um potencial fixo e pré-determinado,
proporcionando a oxidacado ou redugao de espécies eletroativas presentes em
solucdo. A corrente resultante destes processos € entdo medida e apresenta
uma relacdo direta com a concentragao dos analitos. Quando a perturbacgao é
realizada empregando-se uma varredura de potencial, tem-se um sensor
voltamétrico (Stradiotto et al., 2003, Grundler, 2007). Esses dispositivos sao
amplamente utilizados, pois podem ser construidos a partir de materiais de baixo
custo e acessiveis. Além disso, sdo extremamente sensiveis e se apresentam
como uma alternativa viavel em comparacgao a outros procedimentos envolvendo
técnicas espectrométricas e de separagao (Navratil and Barek, 2009).

Os sensores amperométricos/voltamétricos desenvolvidos nos ultimos
anos permitem ao operador ndo so realizar analises com instrumentos mais
econdmicos, com respostas sensiveis e seletivas, mas também facilidade de uso
e simplicidade na medida da resposta (Couto et al., Freire et al., 2003,
Trojanowicz, 2009). O desenvolvimento de eletrodos tem atendido a demanda
deste mercado proporcionando dispositivos extremamente versateis em suas
aplicagdes tanto na forma de eletrodo convencional quanto na forma de eletrodo

modificado, podendo ser empregado diversos tipos de modificadores, como os



20

polioxomolibdatos (Liu et al., 2005), compostos fenazinicos (Barsan et al., 2008),
nanoparticulas metalicas (Amatatongchai et al., 2015), materiais carbonaceos
(M.A. Tehrani et al., 2013), entre outros. Além disso, os sistemas compostos por
sensores com detecgcdo amperométrica podem ser facilmente adaptados a
passagem de um fluxo de solugdo, oferecendo varias vantagens, incluindo a
capacidade de analisar pequenos volumes de amostras, tempo de analise mais
rapido, adequacao de procedimentos de automacao e repetibilidade (Hansen
and Miré, 2007, Trojanowicz, 2009, Salgado-Figueroa et al., 2015).
Caracteristicas relevantes para os desafios propostos por amostras de interesse
industrial, clinico e ambiental, as quais necessitam de metodologias que operem
em condigdes criticas de trabalho, que sejam capazes de determinar espécies
de interesse em baixos niveis de concentracdo e com elevada frequéncia
analitica.

Na busca por eletrodos de trabalho que possam ser empregados como
sensores eletroquimicos se faz comum o uso de eletrodos compdsitos,
principalmente a base de carbono. Historicamente, o primeiro material compadsito
de carbono publicado na literatura foi proposto por Adams em 1958, no
desenvolvimento do trabalho intitulado “Eletrodos de pasta de carbono” (Adams,
1958). A idéia original de Adams era desenvolver um eletrodo gotejante de
carbono, o qual seria utilizado para a oxidacdo de compostos organicos em
potenciais mais positivos, regido de potencial onde os eletrodos a base de
mercurio ndo podem ser empregados. Apesar da proposta inicial de misturar po
de grafite com um liquido ndo condutor nao ter sido bem sucedida, ocasionou no
surgimento de uma nova classe de materiais eletrodicos, os compdésitos, que
vem revolucionando os dispositivos utilizados em técnicas eletroanaliticas
(Svancara et al., 2009).

Os materiais compositos empregados atualmente na construgdo de
eletrodos apresentam caracteristicas interessantes como a facilidade na
preparacao e regeneragao da superficie, elevada resisténcia mecanica,
durabilidade e relativo baixo custo de produgado, além da possibilidade de
insercao de modificadores durante a preparagao do compdésito, o que pode
aprimorar a seletividade e a sensibilidade resultante do dispositivo (Tallman and
Petersen, 1990). Isto permite que estes dispositivos apresentem maior robustez,

tornando-os apropriados para o uso de metodologias mais simplificadas e com
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adaptagdes no tamanho e arranjo dos eletrodos (Janaky and Visy, 2013),
principalmente tratando-se de eletrodos compdsitos rigidos, largamente
empregados em sistemas com a passagem de fluxo (Navratil and Barek, 2009).
Além das vantagens citadas, os eletrodos compdsitos n&o apresentam algumas
caracteristicas indesejaveis dos eletrodos metalicos, como a formagao de 6xidos
na sua superficie, além do custo de preparagao quando se usam metais nobres,

como ouro, platina, etc (Adams, 1969).

1.1 Eletrodos baseados em materiais compdsitos de carbono

A busca por novos materiais com propriedades superiores (mecanicas,
elétricas, fisicas e/ou quimicas) tem impulsionado o desenvolvimento de novos
materiais compadsitos para a construcdo dos mais diversos tipos de transdutores
e sensores eletroquimicos. Consultando a base de dados Science Direct, pode-
se evidenciar a extensao da producéo cientifica no desenvolvimento de materiais
compositos para a construcao de eletrodos. Utilizando as palavras “composite
electrode” & possivel encontrar milhares de artigos cientificos publicados
envolvendo esse tema. Muitas destas pesquisas descrevem principalmente
novos materiais, métodos de fabricagao e a aplicacdo desses dispositivos para
a determinacdo de diferentes espécies em diversos tipos de amostras e

sistemas, Figura 1.
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Figura 1 — Numero de publicagcdes nos ultimos 19 anos; Banco de dados: Science Direct;
Palavras Chave: “Composite Electrode”.
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Eletrodos compdésitos foram definidos como “um material que consiste
em pelo menos uma fase condutora misturada com pelo menos uma fase
isolante” (Tallman and Petersen, 1990). As propriedades dos compdsitos
dependem, dentre varios aspectos, da natureza de cada componente, suas
quantidades relativas e sua distribuicdo no material. Os eletrodos construidos a
partir de compdsitos, além da possibilidade da incorporagcdo superficial do
modificador, apresentam a possibilidade de modificacdo interna, ou seja, a
incorporagao de outros materiais que podem promover novas caracteristicas
fisicas, quimicas e biolégicas (Tallman and Petersen, 1990).

No que se refere a fase condutora, um grande numero de novos
eletrodos vem sendo investigados utilizando materiais carbonaceos. O grande
interesse ocorre devido as propriedades diferenciadas do carbono, como,
diferentes alo6tropos, diferentes tipos de grafitizacdo, variedade de
dimensionalidade (de 0 a 3D) e existir em diferentes formas (p6, fibras, espumas,
etc), fazendo com que seja um material com inumeras possibilidades de
aplicacao (Frackowiak and Beguin, 2001). Entre esses materiais estdo grafite,
grafeno, nanotubos de carbono, negro de fumo, fibras de carbono, entre outros.
A Figura 2 representa algumas das diferentes formas de carbono comumente

encontradas.

Figura 2 — Representacao das diferentes formas alotrépicas do carbono: A) Fibras (Vieira et al.,
2003); B) Nanotubos; C) Carbono vitreo (Gongalves et al., 2006); D) Fulereno; E) Grafite
(Dresselhaus et al., 1996); F) Diamante (Elsherif et al., 2012).
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Além da fase condutora usada na preparacao dos eletrodos compadsitos,
pode-se destacar a utilizagado de polimeros como fase isolante (aglutinante). A
principal vantagem da substituicao dos aglutinantes liquidos reside na formacéao
de um compdsito solido, o qual apresentara estabilidade em solventes nao
aquosos, possibilidade em aplicagdes em fluxo e elevada resisténcia mecanica
(Navratil and Barek, 2009, Janaky and Visy, 2013). Assim, o emprego de
eletrodos compdsitos preparados com polimeros permite desenvolver
dispositivos de formas e tamanhos diferenciados e a possibilidade de
incorporagcao de uma variedade de modificadores. Dentro do contexto
apresentado, uma breve revisado sobre trabalhos publicados utilizando materiais
compositos constituidos, principalmente, de materiais carbonaceos e polimeros
€ apresentada a seguir.

Albertus et al. (Albertus et al., 1997), pioneiros no desenvolvimento de
eletrodos compositos sélidos a base de polimeros, descreveram a preparacao
de um eletrodo constituido da mistura de p6 de grafite e policloreto de polivinila
(PVC). O desempenho do eletrodo foi avaliado por voltametria ciclica em solugcéo
contendo ions hexacianoferrato (lll), catecol e hidroquinona. O compdésito
PVC/grafite exibiu caracteristicas favoraveis com relacdo a resisténcia
mecanica, custo, simplicidade de preparacdo e facilidade de renovacao da
superficie do eletrodo.

Barsan et al. (Barsan and Brett, 2009), propuseram um composito
preparado a partir da mistura de acetato de celulose e pé de grafite. O dispositivo
proposto foi capaz de determinar seletivamente, através de um processo
eletrocatalitico, a oxidagao de ascorbato utilizando um potencial 0,0 V vs. SCE.
Além disso, a superficie do compdsito foi modificada quimicamente com um filme
polimérico de vermelho neutro (fenazina) e utilizado para a construgao de um
biossensor para deteccdo amperométrica de glicose. Os autores enfatizaram
que o eletrodo proposto pode ser construido de diversos tamanhos e formas
devido a versatilidade do acetato de celulose utilizado na preparagdo do
composito.

Serafin et al. (Serafin et al., 2013), estudaram um eletrodo compdsito
constituido por nanoparticulas de ouro, nanotubos de carbono de paredes
multiplas (multi-walled) e Teflon®, no qual foi incorporado uma enzima e um

mediador redox, respectivamente, peroxidase e ferroceno. O Dispositivo foi
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utilizado para a construgdao de um biossensor multienzimatico, no qual foram co-
imobilizadas as enzimas creatininase, creatinase e sarcosina oxidase. O
dispositivo foi empregado como detector amperométrico na detecgdo de
creatinina em soro humano. Apesar da complexidade do sensor desenvolvido,
os autores relataram que o método proposto na analise de amostras bioldgicas
apresentaram resultados satisfatérios quando comparados com o método
espectrofotométrico comumente utilizado. Além disso, o biossensor apresentou
6tima seletividade e rapidez na determinagéo de creatinina nas amostras.

Freitas et al. (Freitas and Fatibello-Filho, 2010), desenvolveram um
composito preparado com po6 de grafite, parafina sélida e um pé constituido de
fosfato de cobre(ll) imobilizado em uma resina de poliéster. Os dispositivos
propostos foram investigados quanto a sua melhor composigédo (quantidade de
modificador), reprodutibilidade de superficie, intervalo util de potencial e seu
desempenho analitico. O eletrodo quimicamente modificado desenvolvido foi
empregado para a determinagao simultdnea de hidroxitolueno butilado (BHT —
do inglés butylated hydroxytoluene) e hidroxianisol butilado (BHA — do inglés
butylated hydroxyanisole). Os analitos foram determinados por voltametria de
onda quadrada, proporcionando uma separagao de 430 mV entre os picos
referentes aos processos de oxidacdo, o que n&o era possivel antes da
modificagdo do EPC. Os autores relatam vantagens como menor custo e tempo
de analise em comparacao a outros métodos descritos na literatura.

Abbaspour et al. (Abbaspour et al., 2010), propuseram um eletrodo
composito formado por carbono/PVC modificado com um ionoféro (compostos
lipofilicos que formam complexo com o ion de interesse) para ser utilizado na
determinacao potenciométrica de cromo(lll), em amostras de agua e
multivitaminicos. O sensor seletivo para cromo(lll) apresentou uma resposta
linear entre 8,4 x 108 e 1,0 x 102 mol L, limite de detecgdo de 6,8 x 10 mol L
' e um tempo de resposta de 10 s. Além disso, o uso de PVC no preparo do
eletrodo compésito fez com que fosse possivel seu emprego em meios
parcialmente ndo aquosos. Foi relatada uma maior sensibilidade e menor tempo
de resposta para o sensor proposto quando comparado a outros eletrodos
apresentados na literatura.

Sheng et al. (Sheng et al., 2014), descreveram a preparagdo de um

eletrodo compdsito a base de polietileno tereftalato (PET) e nanotubos de
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carbono de paredes multiplas (multi-walled). O material compdsito foi
caracterizado por espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
e a partir de imagens de MEV. A potencialidade analitica do dispositivo foi
testada a partir de seu emprego como um detector em um sistema de
eletroforese capilar para a determinagao de compostos fendlicos em amostras
de casca de amendoim. O eletrodo apresentou uma resposta estavel e uma boa
reprodutibilidade, segundo os autores.

Zheng et al. (Zheng et al., 2013), desenvolveram um eletrodo sdlido a
base de grafite e polimetacrilato de metila (PMMA). O novo material foi
caracterizado por voltametria ciclica (CV, do inglés — Cyclic voltammetry) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés — Electrochemical
impedance spectroscopy), e aplicado na determinagdo de o-sec-butilfenol. Os
autores descreveram que o dispositivo desenvolvido se mostrou extremamente
reprodutivel e robusto, em comparacao ao eletrodo de pasta de carbono.

Cesarino et al. (Cesarino et al., 2010), relataram o preparo do compasito
poliuretana/grafite modificado com uma silica organofuncionalizada com
benzotiazol-2-tiol. O eletrodo desenvolvido foi utilizado para determinar Cu?* em
amostras comerciais de combustivel etanol por voltametria de redissolugéo
anddica de pulso diferencial. As condi¢gdes 6timas para o desenvolvimento do
método foram estudadas, e com uma etapa de pré-concentragao de 20 min foi
possivel determinar ions Cu(ll) com um limite de detecgdo de 3,90 x 10 mol L-
. O método proposto foi comparado com a técnica espectroscopia de absorgéo
atdbmica de chama, e os resultados se apresentaram concordantes de acordo
com testes estatisticos. Os autores ainda relatam que o uso de poliuretana como
agente aglutinante produziu um compadsito rigido, estavel em etanol, permitindo
a aplicagdo do método em solugdes etandlicas (70%).

De Oliveira et al. (de Oliveira et al., 2008), desenvolveram um material
composito a partir da mistura de grafite em p6 e borracha de silicone em
diferentes proporgdes. Os materiais eletrédicos foram caracterizados
morfologicamente por MEV e eletroquimicamente por CV em meio ao par redox
ferri/ferrocianeto de potassio, otimizando uma proporc¢ao de 70 % (grafite, m/m)
no dispositivo final. Foi avaliada a potencialidade analitica do eletrodo em
diferentes meios de analise, basicos, acidos e neutros, além de ser utilizado

como um sensor voltamétrico para a determinacédo de hidroquinona, tendo os
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resultados obtidos validados pelo método HPLC. Os autores ressaltam que o
eletrodo desenvolvido se mostra promissor para posteriores aplicagdes,
principalmente para o desenvolvimento de um eletrodo quimicamente
modificado, devido a sua elevada sensibilidade e reprodutibilidade das respostas
obtidas.

Fagan-Murphy et al. (Fagan-Murphy and Patel, 2014), estudaram o
preparo de um compadsito formado a partir de nanotubos de carbono de paredes
multiplas e resina epdxi. O material eletrodico foi utilizado para a construgao de
eletrodos super-comprimidos, possiveis de serem moldados em varias
geometrias e tamanhos, proporcionando a produgcdo de uma variedade de
dispositivos para analise em diversos sistemas, como em ambientes biologicos.
Os estudos apresentados pelos autores mostraram que a forma comprimida do
eletrodo (1,0 mm de espessura e 3,2 mm de didmetro) aumentou
expressivamente o desempenho eletroquimico do mesmo, devido a redugao de
sua resisténcia interna e aumento de sua capacitancia. O eletrodo formado por
nanotubos de carbono/resina epdxi foi empregado para a determinacgéo
amperométrica de serotonina, atingindo limites de detecgdo de 450 nmol L.

A Tabela 1 apresenta um pequeno resumo dentre as inumeras
possibilidades de combinacao existentes de eletrodos compdsitos baseados em

materiais carbonaceos e polimeros.

Tabela 1 — Exemplos de eletrodos compdsitos baseados em Polimero/ Material Carbonaceo.

Eletrodo Analito Técnica Ref.
Nafion / Nanotubos Morfina e S
de carbono de ondansentrona AdSWV (Nigovic et al.,
paredes multiplas 2014)
Nafion / Grafite Paration e metil  Amperometria  (Kumaravel and
paration Chandrasekaran,
2010)
Poliestireno / Grafite Paracetamol DPV (Khaskheli et al.,
2013)

Cloreto de poli- . .
dialildimetilaménio /  Acido drico AmpeE)OF['\‘/et“a € (Yuetal, 2013)

Grafeno e Grafite
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Resina epoxi / Acido carndsico  Amperometria (Tang et al.,
Grafeno e carnosol 2013)
Resina epoxi / (Motoc et al.,
CV, DPV, SWV
Nanotubos de Ibuprofeno o ATEETETETE 2013)
carbono de paredes
multiplas
Polipirrol / Grafeno Acido félico DPV (Wang et al.,

2014)

Dentre os mais diversos materiais empregados na construgdo de
eletrodos compdsitos, pouquissimas informagdes sao encontradas na literatura
sobre o compdsito formado do poli(etileno-co-acetato de vinila) (EVA) como fase
aglutinante, e o carbonaceo negro de fumo (NF), utilizado como fase condutora.

O negro de fumo (NF), uma das formas mais simples do carbono, é
constituido por particulas finamente divididas, obtido pela combustao incompleta
de hidrocarbonetos gasosos e/ou liquidos, ou pela decomposi¢ao térmica
(pirdlise). A diferencga entre estes dois processos, respectivamente, é a presenga
ou n&o de oxigénio no meio, e sdo responsaveis por quase 95 % do negro de
fumo produzido no mundo, sendo o processo de combustdo incompleta o
principal (Donnet and Voet, 1976). Embora existam relatos mais antigos de sua
utilizacdo, o NF comecgou a ser produzido industrialmente a partir da década de
70, principalmente por industrias de tintas e pigmentos. Atualmente o NF também
€ produzido pelo processamento de pneus inserviveis e outros produtos a base
de carbono reciclaveis, para a produgdo do chamado NF ecoldgico (Zucolotto et
al., 2004).

O NF possui elevada area superficial (entre 6 e 1200 m? g') e é formado
basicamente por nanoparticulas de carbono (entre 10 nm a 500 nm) presentes
na forma de agregados (menor unidade indivisivel), unidade primaria, que se
ligam através de forcas de Van der Waals, em formagdes maiores, formando os
chamados aglomerados (Donnet and Voet, 1976). A Figura 3 mostra uma
ilustracdo de um aglomerado de NF. A estrutura interna desses aglomerados
apresenta algumas caracteristicas quasicristalinas muito semelhantes ao grafite
(Donnet and Voet, 1976). Ademais, o negro de fumo apresenta outros aspectos
como elevada condutividade elétrica, inércia quimica, elevada capacidade de

adsorgao e quando misturado com polimeros pode elevar substancialmente a
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resisténcia mecanica desses materiais, por formarem uma morfologia fibrosa

(capacidade de reforgo) (Carmona and Ravier, 2002, Zucolotto et al., 2004).

Figura 3 - llustragdo de um aglomerado de negro de fumo.

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, o negro de fumo é
comumente utilizado na construcdo de células de combustivel, no
desenvolvimento de baterias a base de litio e s6dio e atualmente vem sendo
explorado como material eletrédico no desenvolvimento de sensores (Carmona
and Ravier, 2002).

Arduini et al. (Arduini et al., 2012) testaram a utilizacdo do NF como
modificador em eletrodos impressos (El). A modificagdo dos El preparados no
respectivo grupo de pesquisa foi realizado por duas metodologias: por “drop
coating”, que consiste em gotejar uma suspensdo contendo o NF
(dimetilformaldeido:agua (1:1)) na superficie do eletrodo de trabalho; e a partir
da mistura entre a tinta de grafite e pequenas quantidades de NF, 5 e 10 %,
mistura utilizada como tinta na impressao dos eletrodos. Os autores atribuiram
uma melhora significativa no desempenho eletroquimico do dispositivo devido
ao aumento da quantidade de NF presente. Analises de CV em solucédo de
ferricianeto de potassio apontaram uma melhora no sinal eletroquimico para o
par Ferri/Ferro para o El contendo sua superficie recoberta com a suspensao de
NF, atribuido pelos autores como o eletrodo com maior quantidade de NF como
modificador. Para demonstrar sua capacidade em analises eletroanaliticas, o
dispositivo proposto foi utilizado para o desenvolvimento de um método para a
determinagéao amperométrica de perdxido de hidrogénio, o qual demonstrou
desempenho analitico superior quando comparado ao El ndo modificado.

Vicentini et al. (Vicentini et al., 2015) estudaram diferentes estratégias

para modificar um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com negro de fumo. Os
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autores descrevem trés diferentes solugdes contendo o NF para serem utilizadas
na formacao de um filme na superficie do GCE por “drop coating”; 12 solugéo
contendo somente agua destilada, 22 solugdo contendo uma proporgéo unitaria
de fosfato acido de dihexadecil e agua destilada e a 32 solugdo contendo
quitosana. Os dispositivos foram testados por CV em solugdo contendo o par
Ferri/Ferro, o qual apresentou seu melhor perfil eletroquimico nas analises
realizadas com o eletrodo modificado com a solu¢gédo de NF em quitosana. Os
autores atribuem a melhor aderéncia e estabilidade ao filme de NF formado na
superficie do GCE a presenca de quitosana, porém a melhora no sinal obtido
pelo eletrodo ocorre, pois desta maneira, pode-se proporcionar uma maior
contribuigdo do NF como material condutor. Para evidenciar a potencialidade
analitica do eletrodo desenvolvido, métodos para a determinagéo de dopamina
e paracetamol foram desenvolvidos, sendo os valores de sensibilidade, faixa
linear de trabalho e limites de detec¢ao obtidos comparaveis com outros valores
descritos na literatura.

Apesar de promissor, a utilizagdo do negro de fumo como material
eletrédico na fabricagdo de novos eletrodos limita-se, na maioria das vezes,
como fase condutora no preparo de eletrodos de pasta (Arduini et al., 2010,
Zhang et al., 2011), ou em sua utilizagdo como um modificador. Assim, ainda sao
escassas as informacgdes na literatura sobre a utilizagdo do NF, como fase
condutora unica, no preparo de eletrodos compdsitos rigidos. Ademais, o
emprego do negro de fumo como material condutor apresenta como vantagens
elevada condutividade elétrica, baixo custo e facil acesso.

O poli(etileno-co-acetato de vinila), Figura 4, também conhecido como
EVA, copolimero da familia das poliolefinas € um termoplastico formado pelo

encadeamento de polietileno e poli(acetato de vinila) (Létant et al., 2011).
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Figura 4 — Representacao estrutural do copolimero poli(etileno-co-acetato de vinila).
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O copolimero EVA apresenta como principais propriedades, alta
elasticidade, inércia quimica, grande resisténcia elétrica, alta resisténcia térmica
e mecanica. Sua aplicacdo vai desde material isolante em revestimentos de
cabos de alta tensdo (resistente a intempéries) a fabricacdo de calgados
(industrias calcadistas). Além disso, também é utilizado como protetor contra
corrosao, devido as suas propriedades diferenciadas, possibilitando inclusive a
utilizagado desse material para a construgao de eletrodos compadsitos rigidos para
aplicagdo em solventes ndo aquosos e em sistemas com fluxo de solugéo
(Garcia et al., 2003, Létant et al., 2011, Kuila et al., 2012), principalmente para o
desenvolvimento de eletrodos ion seletivos (ISE) (Santos et al., 2004).

Garcia et al. (Garcia et al., 2003) descreveram o preparo de uma
membrana ion seletiva na superficie de um eletrodo tubular composto por grafite
e resina epoxi para a determinacao potenciométrica de ions K*. A membrana
seletiva imobilizada na superficie do eletrodo compdésito, formada pelo ionéforo
nonactina preso em uma matriz de EVA, pode ser facilmente empregada em um
sistema de andlise por injecdo em fluxo. O eletrodo ion seletivo solido
desenvolvido foi capaz de determinar ions potassio (ll) em uma faixa de
concentracéo entre 5,0 x 10° e 5,0 x 10?2 mol L' em amostras farmacéuticas. O
sistema potenciomeétrico-FIA permitiu uma frequéncia analitica de 120 amostras
por hora com uma precisao de 3,6 %.

Bouklouze et al. (Bouklouze et al., 1993) utilizaram o EVA para o preparo
de membranas ion seletiva para estudar diferentes iondforos no
desenvolvimento de um eletrodo sensivel a ions bario (ll). Os autores
descreveram que o uso do EVA no desenvolvimento do eletrodo ion seletivo
proporcionou um baixo custo e elevada vida util, devido a sua elevada

estabilidade mecanica e inércia quimica.

1.2 Eletrodos Quimicamente Modificados

A utilizagdo do termo Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM) foi
inserida por Murray e Moses (Moses and Murray, 1977), na década de 70, para
definir eletrodos com espécies quimicamente ativas devidamente imobilizadas

na superficie desses dispositivos. Essas substancias apresentam uma tentativa
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de controlar as propriedades fisico-quimicas da interface eletrodo/solu¢ao para
promover caracteristicas desejaveis ao eletrodo, como, melhora da transferéncia
eletrdnica entre o eletrodo e uma espécie presente em solugao, pré-concentrar
uma espécie de interesse, distinguir compostos que possuam caracteristicas
redox similares ou ainda atuar como uma barreira entre a superficie do eletrodo
e certas espécies quimicas que possam adsorver na superficie do mesmo,
prejudicando sua resposta (Moses and Murray, 1977, Freire et al., 2003).

No processo de evolugao de como modificar um eletrodo, diversos
procedimentos de preparacao foram descritos, os métodos mais importantes
utilizados podem ser simplificados em: adsorgcao irreversivel direta, ligacéo
covalente a sitios especificos da superficie do eletrodo, recobrimento com filmes
poliméricos ou ainda a preparacao de eletrodos compdésitos, com um modificador
pouco soluvel em agua para sua adsorgao neste tipo de substrato (Pereira et al.,
2002).

Dentre as formas de modificagdo citadas, a utilizacdo de filmes
poliméricos para o recobrimento da superficie eletrédica merece destaque, pois,
diferente de outras técnicas de modificagdo, a modificagdo com membranas
poliméricas permite a imobilizagdo de muitas monocamadas da espécie ativa na
superficie modificada, ampliando consideravelmente a resposta eletroquimica.
Além disso, devido a grande variedade de polimeros disponiveis, a aplicagao de
cada um pode gerar caracteristicas particulares, possibilitando explorar suas
propriedades de acordo com a necessidade, como diferentes analitos e
amostras, meios de analise e etc (Pereira et al., 2002). Desta forma, filmes
poliméricos tém sido utilizados para diversas finalidades no desenvolvimento de
EQM, para proteger a superficie dos eletrodos de impurezas (Gorton et al.,
2002), imobilizar biocomponentes (Turkmen et al., 2014), como mediadores
(Azad and Ganesan, 2011) e até mesmo fornecer biocompatibilidade (Ratner,
1995).

Dentre as diversas espécies utilizadas na construgdo de EQM o uso dos
hexacianoferratos (HCF) sdo comumente empregados no recobrimento de
eletrodos como filmes poliméricos. Os HCF consistem em uma classe de
materiais inorganicos que, devido a sua alta reversibilidade eletroquimica,
proporcionam aos eletrodos modificados, elevada estabilidade, sensibilidade e

até mesmo seletividade (Ricci and Palleschi, 2005).
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O hexacianoferrato de ferro (FeHCF) ou azul da Prussia (PB), tem sido
utilizado para explorar a potencialidade de modificacao de diversos eletrodos
base, como, eletrodos de grafite (Liu et al., 2014), eletrodos de carbono vitreo
(Lin et al., 2015), entre outros, sendo seu comportamento voltamétrico bem
caracterizado na literatura. Do ponto de vista de desenvolvimento de sensores,
existem diversas possibilidades de aplicagdo para os dispositivos construidos
empregando os HCF, como, por exemplo, a construgédo de biossensores a partir
da imobilizagdo de enzimas para a determinagao indireta de glicose, baseadas
na redugao de peroxido de hidrogénio produzido na reagao enzimatica (Karyakin
etal., 1994, Lin et al., 2015).

A elevada atividade do PB com relacdo a reducdo de peroxido de
hidrogénio faz com que os filmes de PB sejam usualmente considerados como
uma enzima Peroxidase artificial. Além do mais, os fiimes de PB também
apresentam elevada compatibilidade quando combinado as enzimas da classe
das oxidases, como a Glicose Oxidase (GOx), a enzima mais estudada para a
atuacdo em biossensores de glicose (Karyakin et al., 1994). As oxiredutases
catalisam reagdes de oxirreducgao utilizando o oxigénio molecular como aceitador
de elétrons, gerando como subproduto o peroxido de hidrogénio (Drauz et al.,
2012).

1.3 Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA)

Um procedimento analitico convencional envolve diversas etapas como,
amostragem e preservacdo da amostra, dissolugdo, separagao/pré-
concentragdo, reagbes quimicas e transporte até o detector, sendo estas
determinantes para obtencao de resultados precisos e exatos (Skoog et al.,
2006). Desta forma, um procedimento analitico sem o uso de automacéo,
demanda tempo e conta com praticamente total manuseio do operador. Esses
obstaculos tornam-se cada vez mais limitantes a medida que a analise de um
elevado numero de amostras € necessaria (Zagatto et al., 1999).

A busca por métodos analiticos com elevada frequéncia de amostragem,
baixo consumo de amostra/reagentes e um minimo de interferéncia humana teve

seu inicio com o trabalho proposto por Skeggs em 1957 (Skeggs, 1966). Vinte
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anos apods o advento, os avangos das técnicas automatizadas apresentaram um
crescimento significativo a partir do trabalho proposto por Jaromir Ruzicka
juntamente com pesquisadores brasileiros, a saber, Henrique Bergamin Filho,
Elias Ayres Guidetti Zagatto, Francisco José Krug e Boaventura Freire dos Reis
(Santos and Masini, 2010).

Dentro deste contexto, os sistemas de analise por injegao em fluxo (FIA)
proposto na década de 70 no Centro de Energia Nuclear na Agricultura, se
mostraram um grande aliado na determinagdo de amostras consecutivas,
superando grande parte dos problemas apresentados pelos procedimentos
totalmente manuais, uma vez que todas as etapas envolvidas sao realizadas em
um sistema fechado (Ruzicka and Hansen, 1988). Além disso, a técnica também
se destaca pelo baixo tempo de analise gasto, por ndo necessitar de que as
reagdes quimicas envolvidas na analise atinjam o equilibrio quimico, uma vez
que o tempo disponivel para o desenvolvimento das reagdes é rigorosamente
controlado através da vazao da solucao transportadora, para todas as amostras
e padrdes (Hansen and Mird, 2007). O funcionamento de um sistema FIA baseia-

se em trés caracteristicas principais (Ruzicka and Hansen, 1988):

(i) A injecdo de uma aliquota, com volume discreto e definido, da
solugédo contendo amostra por meio de um fluxo continuo gerado
por uma solucdo transportadora € conduzida por um caminho
analitico até a sua chegada ao detector, sofrendo dispersdo ao
longo do caminho;

(i) O tempo necessario que a amostra, e outros reagentes que
estejam sendo injetados no sistema, sdo transportados até o
detector € extremamente reprodutivel e preciso, fazendo com que
o sistema apresente uma dispersao controlada;

(i) A formacgao do gradiente de concentracdo gerado no momento da
injecdo da amostra, ao passar pelo detector, promove a formagao

de um sinal transiente com sinal rigorosamente reprodutivel.

Os componentes basicos desse tipo de sistema sdo esquematizados na
Figura 5 (Ruzicka and Hansen, 1988).
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Figura 5 — Configuracdo geral de um sistema FIA. (1) corresponde a bomba peristaltica; (2) o
injetor comutador contendo, (A) a alca de amostragem; (3) consiste no reator ou caminho
analitico, (4) corresponde ao detector e (L) o descarte.

Além da conformacao basica descrita, outros sistemas operacionais
podem ser promovidos durante o percurso, como por exemplo, a adicdo ou
diluicdo de reagentes, aquecimento, agitagdao, mistura, entre outros, sendo um
sistema bastante versatil e adaptavel. Portanto, o uso dos sistemas FIA é
justificado ndo sé pela sua simplicidade e facilidade de manuseio, mas também
pela versatilidade, uma vez que, além da adi¢ao de diversas operacgdes, também
se faz possivel a utilizacdo de diferentes detectores como, por exemplo,
detectores espectrofotométricos, condutomeétricos, potenciométricos,
amperometricos, entre outros, gerando uma grande possibilidade de aplicagdes
(Hansen and Miro, 2007).

O modo de operacao dos detectores eletroquimicos mais comumente
utilizados em sistemas FIA sdo os amperométricos, por fornecerem alta
sensibilidade, respostas rapidas e a possibilidade de monitoramento continuo,
necessario para aplicacbes em condicdes hidrodinamicas das espécies de
interesse (Trojanowicz, 2009).

De Oliveira et al. (Oliveira et al., 2012) combinaram o sistema de
deteccdo amperomeétrico com o sistema FIA para a desenvolvimento de um
meétodo simples e rapido para a determinagédo de isoniazida em amostras de
urina humana. O eletrodo impresso de carbono utilizado nas analises,
modificado com hexacianoferrato de prata, pode determinar o farmaco em uma
faixa de concentragdo entre 5,0 x 10 e 5,0 x 10* mol L' atingido uma frequéncia
analitica de 24 injegdes por hora.

Amatatongchai et al. (Amatatongchai et al., 2015) desenvolveram um
método sensivel e seletivo para determinagcédo amperométrica de ions sulfitos
utilizando o sistema FIA. O sistema de detecgdo composto por um eletrodo de

carbono vitreo modificado com nanocompdsito, formado por de nanotubos de
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carbono, nanoparticulas de ouro e cloreto de poli-dialildimetilaménio, determinou
SO3* em amostras comerciais de bebidas em uma faixa de concentragdo entre
2 e 200 mg L', com uma frequéncia analitica de 23 amostras por hora.

Boni et al. (Boni et al., 2011) propuseram um sensor biomimético,
eletrodo de carbono vitreo modificado com ftalocianina de cobalto, para a
determinacao de dipirona utilizando um sistema FIA. A frequéncia analitica do

método proposto foi de 36 amostras por hora.

1.4 Sondas eletroanaliticas

E comum no desenvolvimento de “novos” eletrodos o uso de espécies
que possuem comportamento eletroquimico bem estabelecido e discutido na
literatura, e, além disso, que existam procedimentos analiticos relatados para
sua determinacao. Essas informagbdes sao importantes para avaliar o perfil de
resposta de um dispositivo ou mesmo o desempenho analitico em determinada
aplicagao, as espécies utilizadas para essa finalidade podem ser chamadas de
sondas eletroanaliticas. Dentre as diversas espécies que podem ser usadas
como sondas, destacam-se os ions ferricianeto, acido ascorbico e a glicose.

O acido L-ascorbico (AA), ou, como é popularmente conhecido, vitamina
C, Figura 6, € um poderoso antioxidante e reage com espécies reativas de

oxigénio ou radicais livres.

Figura 6 — Formula estrutural do acido ascorbico.

O AA ajuda a proteger o sistema imunolégico e a reduzir os niveis de
colesterol, além de ser considerado vital para os seres humanos. As
propriedades antioxidantes do acido ascérbico fazem com que o mesmo seja
muito utilizado em industrias de alimentos como conservante, evitando a acao

do tempo e preservando o sabor e a cor natural dos alimentos (Padayatty et al.,
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2003). Varios métodos analiticos sao empregados na determinagcao de AA em
formulacdes farmacéuticas, alimentos e bebidas. Dentre estes métodos
destacam-se os titulométricos (Farmacopéia Brasileira - vol. 2, 2010), HPLC
(Ferin et al., 2013), fluorimétricos (Rong et al., 2015), espectrofotométricos
(Adam et al., 2012), entre outros.

A determinagao de acido ascoérbico a partir de técnicas eletroanaliticas
vem sendo muito explorada atualmente (Maouche et al., Zhang et al., 2013,
Wang et al., 2014), nao por ser um analito que ainda apresente muitos desafios
em sua detecgcdo, mas por apresentar um comportamento eletroquimico
extensivamente descrito na literatura. Assim, o desenvolvimento de
metodologias para determinagcdo de AA demonstra ndo s6 a capacidade do
eletrodo em determinar o farmaco em si, mas também a potencialidade analitica
para aplicagao do dispositivo proposto.

Wang et al. (Zhang et al., 2013) estudaram diferentes abordagens para
a eletrodeposi¢ao de um filme de hexacianoferrato de niquel e hidroxidos duplos
lamelares de Ni-Al (Argila anibnica de formula geral [M?*1.0M3* (OH)2 J(A™
wn.zH20; M = ion metalico e A™ = anion interlamelar) na superficie de um
eletrodo de ouro. O eletrodo proposto foi caracterizado por CV em solucao
contendo o par redox Ferri/Ferro e por imagens de MEV. Os autores testaram a
potencialidade analitica do eletrodo na deteccado amperométrica de AA, obtendo
uma faixa linear de 0,1 a 3,5 mmol L' com limite de detecgéo de 21 mmol L". O
método foi utilizado na analise de tabletes de vitamina C.

Ping et al. (Ping et al., 2012) de maneira analoga, desenvolveram um
eletrodo composito preparado a partir de um liquido iénico e nanotubos de
carbono de paredes multiplas. O eletrodo compdésito, depois de caracterizado
por CV e MEV foi utilizado para a determinagédo AA por voltametria de pulso
diferencial em uma faixa linear de 3,0 ymol L' a 4,2 mmol L' e com limite de
deteccdo de 1,0 umol L'. O método desenvolvido foi utilizado para a
determinacgao do farmaco em amostras alimenticias (frutas,vegetais e bebidas),
os resultados apresentaram concordancia com valores obtidos pelas analises
realizadas por uma instituicdo de inspecéo local.

A D-glicose, ou apenas glicose, como também €& conhecida, € o
carboidrato mais abundante na natureza. A determinagdo de glicose em

amostras fisioldgicas de seres humanos esta diretamente ligada as diabetes, as
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quais sao um grupo de doencas metabdlicas que afetam cerca de 150 milhdes
de pessoas em todo o0 mundo. Deste modo, o monitoramento frequente do nivel
de glicose em amostras fisioldgicas € de grande relevancia, uma vez que pode
confirmar a eficacia do tratamento empregado, prevenir complicagdes em longo
prazo e evitar situacoes de emergéncia (American Diabetes, 2010). Assim, o
desenvolvimento de novas propostas para a determinagao de glicose de maneira
rapida, pratica e de baixo custo sdo de extrema importancia (Grassino et al.,
2012), e comumente sao realizadas por quimiluminescéncia (Zargoosh et al.,
2011, Wang et al., 2012) e técnicas eletroanaliticas (Hassan et al., 2014, Lin et
al., 2015), principalmente.

A determinagcdo de glicose por técnicas eletroquimicas pode ser
realizada a partir da modificacao de eletrodos com enzimas (Zhu et al., 2012). O
desenvolvimento de biossensores sensiveis a glicose vem sendo utilizado para
testar o desempenho de possiveis substratos para imobilizagado de biomoléculas
(Ricci and Palleschi, 2005, Barsan et al., 2008). A enzima Glicose Oxidase
(GOx), por ter seu mecanismo de reagéao e relatos de sua utilizagdo bastantes
explorados na literatura € comumente utilizada, ademais, em comparagao a
outras enzimas, apresenta baixo custo, estabilidade e alta solubilidade em
diferentes meios (Grassino et al., 2012).

No mecanismo de agdo da GOx para determinacdo do seu substrato
(glicose), o mediador receptor de elétrons, transferidos pelo cofator FADH:, s&o
moléculas de oxigénio. Portanto, como representado na Figura 7, a
determinacao de glicose por técnicas eletroquimicas ocorre de maneira indireta,
uma vez que a reagao se baseia na detecgao de peroxido de hidrogénio (Zhu et
al., 2012).

GHD Glucose oxidase = DHG
A A=Y
OHH >_< OH 0
Hz0; 0

Figura 7 — Representacao da oxidagdo da molécula de glicose pela acdo da enzima glicose
oxidase (Leskovac et al., 2005).
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Barsan et al. (Barsan and Brett, 2009) testaram um eletrodo compdésito
celulose/grafite como substrato para a construgdo de um biossensor, o qual,
inicialmente teve sua superficie eletroquimicamente modificada com um
mediador redox, o filme polimérico fenazinico de vermelho neutro. Apds a
eletropolimerizagao do vermelho neutro, foi imobilizada na superficie do eletrodo
a enzima Glicose Oxidase e o biossensor construido foi utilizado para a detecgéo
amperométrica de glicose em uma faixa linear entre 2,5 x 10#a 1,0 x 103 mol L
' com um limite de detecgdo de 2,03 x 10° mol L-'. Os autores relatam que o
biossensor desenvolvido apresentou resultados promissores, uma vez que a
sensibilidade (31,5 ygA cm™ mmol L") calculada para o dispositivo é bastante
elevada quando comparada com outros biossensores baseados em eletrodos
compositos de carbono descritos na literatura.

Além do formato mais tradicional apresentado para determinagao de
glicose, também é explorado o desenvolvimento de dispositivos sem a presenga
de um componente bioldgico. Eletrodos metalicos (prata, ouro, cobre, etc.) vém
sendo empregados para este fim, pois possuem elevada condutividade elétrica
e a formacéao de seus 6xidos tem sido utilizada para catalisar estas reagdes (Park
et al., 2006, Wang, 2008, Yang et al., 2010, Salazar et al., 2015).

1.5 Hidroclorotiazida

A hidroclorotiazida  (HCTZ), ou  6-cloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-
benzotiodiazina-7-sulfomida-1,1-diéxido, € uma droga diurética pertencente a
classe das tiazidas, que atua através da inibicdo da capacidade dos rins de
reterem agua e outros eletrolitos corporais. Os diuréticos sao amplamente
utilizados como agentes terapéuticos para o tratamento da hipertensao arterial e
de outras desordens que resultam da reteng¢ao dos liquidos do organismo (Martin
et al., 1999, Alghamdi, 2014). A estrutura molecular da HCTZ é mostrada na
Figura 8.
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Figura 8 — Representacao estrutural da hidroclorotiazida (HCTZ).

A HCTZ é considerada o diurético tiazidico mais utilizado na pratica
clinica brasileira (BRITO et al., 2009, VERONEZ and SIMA?ES, 2009, Baldoni,
2010), sendo indicada para o tratamento de edema e Hipertensao Arterial
Sistémica (HAS), e inclusive é prescrito como primeira opgao de tratamento em
casos de HAS leve e moderado (Andrade and Nobre, 2010). Entretanto o uso de
doses elevadas do medicamento contendo a HCTZ pode ocasionar efeitos
metabdlicos negativos, tais como alteragbes no perfil lipidico, hipocalemia e
dificuldade de liberagdo de insulina pelas células betas do pancreas, e
consequentemente aumento nos niveis glicémicos (Pater et al., 2004, Andrade
and Nobre, 2010). Portanto, o monitoramento de HCTZ em amostras fisiologicas
€ de grande importancia. Varios métodos analiticos sdo empregados na
determinacdo da HCTZ em formulagbes farmacéuticas, urina e plasma
sanguineo (Martin et al., 1999). Dentre os métodos mais comuns, destacam-se
a utilizacdo das técnicas: cromatografia (Tutunji et al., 2009, Liu et al., 2010),
espectrofotometria (Farmacopéia Brasileira - vol. 2, 2010, Merey et al., 2014)
quimiluminescéncia (Yao et al., 2011), entre outros.

Na literatura também s&o encontrados trabalhos descrevendo a
determinacdo de HCTZ utilizando técnicas eletroquimicas, principalmente por
técnicas voltamétricas (Martin et al., 1999, Tajik et al., 2013).

Alghamdi (Alghamdi, 2014), determinaram HCTZ por voltametria de
redissolucdo anddica utilizando um eletrodo de carbono vitreo. O método
contendo uma etapa de pré-concentracdo de 20 s foi utilizado para a
determinacao do farmaco em amostras enriquecidas de urina e plasma humano,
atingindo recuperagdes médias de 90 % + 1,22 e 88 % + 0,71, respectivamente.

Mansano e Sartori (Mansano and Sartori, 2015) utilizaram um eletrodo
de diamante dopado com boro para a determinagao simultanea de HCTZ e
amlodipina (AML), ambos compostos hipertensivos, em amostras de urina

sintética utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada. As analises foram
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realizadas em tampéao Britton-Robinson (pH 5), com uma separagao de 0,360 V
entre os picos de oxidagdo dos farmacos AML e HCTZ, nas faixas de
concentragéo entre 1,0 x 107 a 2,1 x 10 mol L' e 2,0 x 10%a 2,2 x 107° mol
L' e limites de detecgdo de 56 x 10® mol L™ e 1,6 x 1077 mol L™,
respectivamente. O método foi testado em amostras de urina humana,
entretanto, como a concentragao de acido urico presente na urina € cerca de 100
vezes maior que a concentracdo de AML, o mesmo apresentou interferéncia no
pico de oxidagao do farmaco, e, portanto nao foi possivel a aplicagdo do método
em urina humana para a determinagao de ambos os farmacos.

Rezaei e Damiri (Rezaei and Damiri, 2008) propuseram um método para
determinagao de HCTZ empregando voltametria adsortiva de redissolugao. Para
a deteccado do farmaco foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo modificado
com MWCNT quimicamente tratados, empregando uma etapa de pré-
concentragdo de 8 minutos. O método proposto foi empregado na analise de
amostras farmacéuticas e urina sintética com 2 faixas lineares de concentracao
entre 2,0 a 20,0 nmol L' € 0,2 a 100 umol L' com limite de detecgéo de 0,8 nmol
L.

Como mostrado anteriormente, existem diversas metodologias para a
determinacao de HTZ utilizando técnicas eletroquimicas, entretanto, ndo foram
encontrados relatos na literatura descrevendo a determinacéo do farmaco por
um sistema FIA combinado com deteccao amperométrica. A determinagcao de
HCTZ aliada a sistemas FIA se faz relevante, pois possibilita 0 monitoramento
de um elevado numero de amostras em tempos de analise extremamente curtos,
essencial para amostras de medicamentos e de fluidos biolégicos (urina e
plasma sanguineo), que necessitam deste tipo de abordagem. Assim, neste
trabalho pretende-se desenvolver um método para determinagédo de HCTZ
utilizando um sistema FIA com detecgdo amperométrica empregando o eletrodo
composito EVA/NF.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Construir e avaliar um eletrodo compdsito preparado a partir de negro de
fumo (NF) e o co-polimero poli(etileno-co-acetato de vinila) (EVA) visando a

preparagao de sensores voltamétricos/amperométricos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Preparar compdésitos a base de negro de fumo e poli(etileno co-
acetato de vinila), em diferentes composi¢des;

(ii) Avaliar estes eletrodos quanto as suas caracteristicas fisicas e ao
desempenho frente a caracterizacao voltamétrica;

(iif)  Verificar a possibilidade de utiliza-lo em aplicagbes analiticas,
para substancias de interesse como acido ascoérbico e glicose.

(iv)  Avaliar o desempenho do eletrodo proposto como um detector
amperométrico para a determinacdo de hidroclorotiazida

empregando um sistema FIA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

A Tabela 2 apresenta os dados sobre os reagentes utilizados no
desenvolvimento deste trabalho, todos de grau analitico (P.A.) e utilizados sem
purificacdo prévia. As solugdes e diluicbes foram feitas em agua destilada e
purificada pelo sistema Milli-Q da Millipore, com resistividade maior que 18,2 MQ
cm. As medidas de pH das solugdes foram realizadas em pHmetro Metrohm,
Modelo 780, com eletrodo de vidro combinado Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L.

Tabela 2 — Informagdes sobre os principais reagentes utilizados.

Reagente Férmula Marca Pureza
Quimica
Black Pearls ® 570 C Monarch 99%

(Negro de fumo)

poli(etilenon co-

- il ™
acetato de vinila) (C2H4)n-(C4HeO2)m  ExxonMobil

Acetato de sddio

) CH3COONa Vetec 99,0 - 101,0%
anidro
Acido acético CH3COOH Isofar 99.7%
Ferricianeto de Ks[Fe(CN)e] Sigma 99,0%
Potassio ’
Cloreto de Potassio KCI Merck 99,0%
Dihidrogenofosfato KH2PO4 Carlo Erba 99,5%
de potassio
FlEeeenpinsiis K:HPO, Synth 98,0%
dipotassico
Cloreto de amonio NH4CI Biotec 99,5%
Hidroxido de amoénio
28.0 2 30,0% NH+OH Synth
Hidréxido de sddio NaOH Cromato 99,5%
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Cloreto de sodio NaCl Quimex 99,0%

Glicose CsH1206 Reagem 99,5%

Citrato de sodio Na3CsHs07 Impex 99,0%
Perodxido de

hidrogénio 35% H20 Neon

3.1.1 Solugdes

A solugdo tampéao acetato com concentragdo analitica de 0,170 mol L
pH 4,0 foi preparada dissolvendo-se quantidades apropriadas de acetato de
sédio e acido acético em agua, completando-se o volume do baldo volumétrico.

A solucao tampao fosfato com concentragdo analitica de 0,10 mol L' pH
7,0 foi preparada dissolvendo-se quantidades apropriadas de dihidrogenofosfato
de potassio e hidrogenofosfato dipotassico em agua.

A solugdo tampéo fosfato salina pH 7, com concentragdo analitica de
0,10 mol L' de tampé&o fosfato e 0,05 mol L' de NaCl, pH 7,0, foi preparada
dissolvendo-se quantidades apropriadas de dihidrogenofosfato de potassio,
hidrogenofosfato dipotassico e cloreto de sédio em agua.

A solugéo tampdo aménio com concentragdo analitica de 0,10 mol L
pH 11,0 foi preparada dissolvendo-se quantidades apropriadas de cloreto de
amonio e de hidroxido de aménio 28 % em agua.

A solugdo tampao Britton-Robinson (BR) com concentrag&o analitica de
0,040 mol L foi preparada em diferentes pH (3,5; 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5 e 9,5).
Foram dissolvidas quantidades apropriadas de acido acético, acido fosférico e
acido borico em um baldo de 1000 mL. O pH das solugdes foi ajustado com
solugéo de NaOH 2,0 mol L.

3.1.2 Solucéao de ferricianeto de potassio

Pesaram-se quantidades apropriadas de ferricianeto de potassio e
cloreto de potassio, os quais foram dissolvidos em agua para resultar em
solugdes 3,0 mmol L' de Ks[Fe(CN)s] em 0,10 mol L' de KCI.
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3.1.3 Solugdes de acido ascorbico e perdxido de hidrogénio

Foram pesados quantidades apropriadas de acido ascoérbico, que
posteriormente foram dissolvidos em meio de solugao tampao fosfato 0,10 mol
L-' pH 7,0, para resultar em solugbes estoque de 0,010 mol L.

Foram medidos volumes apropriados de peréxido de hidrogénio, que
posteriormente foram diluidos em meio de solugédo tampao fosfato 0,10 mol L

pH 7,0, para resultar em solugdes estoque de 0,010 mol L.

3.1.4 Solugao de glicose

As solugdes estoque de glicose foram preparadas dissolvendo-se
quantidades apropriadas em meio de solugdo tampao fosfato 0,10 mol L' pH
7,0, para resultarem em solugdes de concentragdo de 0,010 mol L-*. O preparo
das solug¢des sempre foi realizado um dia antes da sua utilizagado para permitir

que os andmeros a e 3 da D-glucose chegassem ao equilibrio.

3.1.5 Solucgao de Hidroclorotiazida

As solucbes de estoque de hidroclorotiazida foram preparadas
dissolvendo-se quantidades apropriadas do farmaco em meio de solucgéo
tamp3o Britton-Robinson 0,040 mol L' pH 9,5 juntamente com 30 % (v/v) de

acetona, para resultarem em solugdes de concentragéo de 0,010 mol L.

3.1.6 Urina sintética

A urina humana sintética (Caetano et al., 2012) foi prepara dissolvendo-

se quantidades apropriadas dos reagentes (Tabela 3) em agua destilada.



Tabela 3 — Composicdo da urina sintética.
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Reagente Férmula quimica gL’ Marca Pureza
Cloreto de Sdédio NaCl 3,51 Quimex 99,0 %
Carbonato de NaHCO3 2,27 Synth 99,5 %
Saédio anidro
Fosfato de Sédio NaH2PO4 1,18 Vetec 99,0 %
dibasico anidro
Sulfato de K2SO4 4,18 Impex 99,0 %
Potassio
Cloreto de NH4CI 1,34 Biotec 99,5 %
Amdnio
Citrato de (NH4)2HCitrato 0,41 Neon 99,0 %
amonio dibasico
Cloreto de MgClz - 6H20 0,67 Vetec 96,0 %
Magnésio
Cloreto de Calcio CaClz - 6H20 1,16 Vetec 96,0 %
Uréia (NH2).CO 13,7 Vetec 99,0 %
D-Glicose CeH1206 0,047 Reagen 99,5 %
Sacarose C12H22011 0,014 Reagen 99,5 %

3.2 CARACTERIZAGCAO DO NEGRO DE FUMO E DO COMPOSITO EVA/NF

3.2.1 Caracterizagao do negro de fumo (NF) por Difratometria de Raios X (DRX)

A caracterizagao estrutural do negro de fumo foi realizada através da

técnica de difracdo de raios X, onde uma pequena quantidade do material foi

depositada em um substrato de aluminio (porta amostra). Para a realizagdo das

analises utilizou-se um aparelho Shimadzu XRD-6000, com radiagdes Ka (A =

1,5418 A), operando com voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA, com

velocidade de varredura de 2°/minuto. Os difratogramas obtidos abrangem um

intervalo de 3 a 80° (20). Essas analises foram realizadas no Departamento de

Quimica da UFPR.
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3.2.2 Caracterizagdo do negro de fumo (NF) por Microscopia Eletronica de

Transmissao (MET)

Analises morfolégicas foram realizadas empregando a técnica MET
utilizando o microscépio eletrénico de transmissédo marca JEOL, modelo JSM
6360-LV. Essas analises foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrénica
da UFPR.

3.2.3 Caracterizagao do negro de fumo (NF) por BET

O equipamento utilizado na determinagdo da area especifica pelo
método BET (Brunauer, Emmett e Teller) foi o Quantachrome Autosorb
Automated Gas Sorption System Report, modelo NOVA 1200. As determinagdes
foram efetuadas no laboratorio do LACTEC. Uma amostra de grafite em pé

(sigma-aldrich) também foi analisada.

3.2.4 Caracterizacdo do material EVA/NF por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV)

A analise morfolégica dos materiais compdsitos foi realizada por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Pequenos pedacos do material
foram colocados em um suporte adequado, os quais foram submetidos as
analises obtendo-se assim as imagens das amostras. As analises foram
realizadas utilizando o Microscopio eletrénico de varredura marca JEOL, modelo
JSM-6360LV. As analises foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica
da UFPR.

3.2.5 Caracterizagao voltamétrica dos eletrodos compédsitos EVA/NF

A caracterizacao voltamétrica foi realizada em um
potenciostato/galvanostato pfAUTOLAB tipo Il controlado pelo Software NOVA

versao 10.0, empregando uma célula convencional (10 mL) de trés eletrodos
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(Contra-eletrodo: Platina; Eletrodo de referéncia: Ag/AgCl KCI 3,0 mol L;
Eletrodo de trabalho: Eletrodo compdsito EVA/NF).

Foram realizados estudos em soluc¢des de cloreto de potassio 0,10 mol
L-' e de ferricianeto de potassio (3,0 mmol L' em KCI 0,10 mol L-') para investigar
o efeito da composicao do compdsito em seu comportamento eletroquimico.
Para um estudo mais detalhado, foram utilizadas diferentes velocidades de
varredura (10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mV s'). Nessas condigbes foi
observado o comportamento voltamétrico obtido para cada composigao, além do
calculo de parametros pertinentes (area eletroativa, capacitancia e constante de
velocidade heterogénea de transferéncia de elétrons).

Apos a verificacdo da composicdo mais adequada do material
composito, o mesmo foi avaliado em diferentes eletrdlitos suporte para
determinar os intervalos uteis de potencial. Foram utilizadas as seguintes
solugdes: H2SO4 0,10 mol L', tampao acetato 0,10 mol L' (pH 4), tampao fosfato
0,10 mol L' (pH 7), tampao amonio 0,10 mol L-* (pH 11) e NaOH 0,10 mol L.
Todas as solugdes foram desaeradas previamente por borbulhamento com gas
nitrogénio (N2), e mantidas em atmosfera inerte durante as medidas. Foi utilizada
a velocidade de varredura 50 mV s e o potencial aplicado foi varrido no sentido
catodico a partir de 0,00 V.

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1 Preparagao do material compdsito e construgdes dos eletrodos

Foram preparados compdsitos com diferentes propor¢cdes da mistura
negro de fumo e poli(etileno co-acetato de vinila), variando a porcentagem de NF
de 25 a 75 % (NF, m/m). Inicialmente uma solugéo contendo 10% (m/v) de EVA
em tolueno, previamente mantida sob repouso por 24 horas, foi colocada em um
sistema de aquecimento sob agitacdo constante para entdo ser adicionado a
quantidade apropriada de NF. Apds a homogeneizacao, a mistura foi escoada
em um molde de teflon, de aproximadamente 1,0 cm de altura contendo orificios
de diferentes diametros (0,2 — 0,6 cm) no formato de pequenos cilindros (Figura
9).
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Figura 9 — Representacao do molde de teflon utilizado para a confecgdo do material compdsito.

O contato elétrico foi feito por um fio de cobre maleavel colocado em
uma extremidade do cilindro de material compdésito, juntamente com uma tinta
condutora de prata, melhorando o contato elétrico entre a pe¢a do material
composito e o fio de cobre. A extremidade oposta foi embutida em ponteiras de
micropipetas de 1000 uL e, apds o tempo necessario para a secagem da tinta
condutora (24 h), as ponteiras foram preenchidas com um adesivo epoxi, com a
finalidade de isolar o material no interior do suporte. Apds a sua construcao a
extremidade do eletrodo, contendo apenas resina epdxi, foi cortada e a superficie
eletrodica polida com duas lixas de granulometria de 360 e 1200. A Figura 10
mostra um esquema ilustrando o procedimento realizado para o preparo dos

eletrodos compadsitos.

Etapa 1l Etapa 2 Etapa 3

] |
_.: ) IZ> @Pm IZ>

Aquecimento sob I:>
agitagdo secagem por
Repouso por u 24h

24h

Adicdo massay;
Solugéo 10 % (m/v) de L J .

I Material
=
BENATEIT ToRISng Proporgédo PEVA/NF i . . Compésito :
desejada
Etapa 4 Etapa 5
. . Ponteiras de
. = Material ppipetas

Compésito preenchidas com
adesivo epoxi

'/ secagempor24h

Contato elétrico comfio 1 !
de cobre maleavel + tinta ‘ \ Superficie polida ! !
1

| ] 7OPEVA/30NF
de prata comduas lixas de O ot e e S
1 _ | granulometriade
secagempor24h - 360e 1200

Figura 10 — Esquema ilustrativo do procedimento experimental utilizado para o preparo dos
diferentes eletrodos compdsitos.
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3.3.2 Construgcao de um biossensor sensivel a glicose

Os experimentos envolvidos para o desenvolvimento do biosensor foram
realizados utilizando um potenciostato tAUTOLAB tipo Ill controlado pelo
Software GPES versao 4.9, empregando uma célula eletroquimica (10 mL) de
trés eletrodos (Contra-eletrodo: Platina; Eletrodo de referéncia: Eletrodo de
calomelano saturado (ECS); Eletrodo de trabalho: Eletrodo compdésito EVA/NF).
Os experimentos foram realizados em meio de solugédo tampao fosfato 0,10 mol
L' (pH 7).

Primeiramente foi realizada a modificacdo da superficie com um filme
polimérico de azul da Prussia, baseado em métodos descritos na literatura
(Karyakin et al., 1994, Barsan et al., 2008). A eletrodeposicéo do filme de PB sob
a superficie eletrodica foi realizada empregando o método potenciodinamico
(voltametria ciclica). O experimento procedeu a partir da ciclagem consecutiva
de 25 ciclos, em um intervalo de potencial entre -0,10 € 0,50 V vs. ECS no sentido
anodico em solugéo contendo 2,5 mmol L' de Ks[Fe(CN)g] juntamente com 2,5
mmol L' de FeCls, em meio de KCI 0,10 mol L' e HCI 0,10 mol L', com
velocidade de varredura de 10 mV s™.

O filme de PB foi depositado na superficie do eletrodo compésito e
testado para a determinacdo de perdxido de hidrogénio utilizando a técnica de
cronoamperometria ao potencial fixo. Primeiramente foram realizados
experimentos investigando o potencial aplicado no eletrodo EVA/NF-PB, variado
entre - 100 mV a - 600 mV vs. ESC, utilizando a técnica de cronoamperometria.
Apos a escolha do potencial adequado, foram construidas curvas analiticas para
diferentes concentragdes de H20:2 e a partir dos resultados foi possivel o calculo
das figuras de mérito (regido de resposta linear, sensibilidade, limites de
quantificacao e detecgao).

A modificacdo da superficie do eletrodo EVA/NF-PB foi realizada
baseando-se em métodos descritos na literatura (Karyakin et al., 1994, Barsan
et al., 2008). A glicose Oxidase foi imobilizada por crosslinking (formagao de
ligacbes covalentes cruzadas) na superficie eletrddica utilizando o glutaraldeido
(GA) como agente de ligacao cruzada. A solugao de GA foi preparada a partir da

diluicdo do mesmo em agua destilada, resultando em uma solugéo 2,5 % (v/v).
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Uma solugdo enzimatica foi preparada com 1 % (m/v) de Glicose
Oxidase e 4% (m/v) de Albumina de soro bovino em solugado tampao fosfato
salina (Tamp3ao fosfato 0,01 mol L' + NaCl 0,05 mol L-!, pH 7). Com o auxilio de
uma micropipeta, uma aliquota de 10,0 uL da solugao enzimatica preparada foi
entdo misturada com 5,0 pL da solugcao de GA. Desta mistura, 10 pL foi gotejado
(drop casting) sobre a superficie do eletrodo. O eletrodo EVA/NF-PB-GOx foi

seco a temperatura ambiente durante 4 h no minimo.

3.3.3 Sistema de Analise por Injecdo em Fluxo (FIA)

O sistema FIA utilizado consistiu em uma configuragao de linha unica,
constituido por uma bomba peristaltica (Ismatec S.A. IPS12), um injetor
comutador e uma célula eletroquimica adaptada para fluxo (contendo trés
eletrodos: eletrodo de referéncia, eletrodo de trabalho e contra eletrodo), tubos
conectores de Tygon (d.i.=0,5 mm), percurso analitico de 30 cm e uma unidade
de detecgdo e armazenamento dos dados (potenciostato tAUTOLAB tipo Il
gerenciado pelo software NOVA versao 10.0). A célula eletroquimica utilizada e

uma representagao do sistema utilizado sdo mostrados na Figura 11.

Figura 11 — A) Configuragéo da célula eletroquimica utilizada: (1) suporte de poliuretana; (2)
eletrodo de referéncia (3) contra eletrodo e (4) eletrodo de trabalho e B) Representagao do
sistema FIA utilizado: (P) bomba peristaltica; (I) injetor comutador manual; (S) entrada da
amostra; (L) alga de amostragem; (C) entrada da solugao transportadora; (D) célula eletroquimica
adaptada; (W) descarte de solugbes e reagentes e (R) sistema de reconhecimento e

armazenamento de dados.

A célula eletroquimica, Figura 11-A, utilizada no presente trabalho foi
construida em um suporte de poliuretana, no qual sao fixados os eletrodos de
referéncia Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L', contra eletrodo de platina e o eletrodo de
trabalho, o eletrodo compésito EVA/NF. O funcionamento do sistema ocorre pelo

movimento peristaltico da solugdo transportadora e amostras até a célula
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eletroquimica, através das tubulagdes do sistema, proporcionando um fluxo
paralelo em relagdo a superficie eletrédica. Para um melhor desempenho do
sistema FIA foram estudados os parametros como: potencial aplicado, volume

da amostra injetada (ou volume da alga de amostragem) e vazao do sistema.

3.4 APLICACOES ANALITICAS

As aplicagbes analiticas foram realizadas utilizando um
potenciostato/galvanostato pfAUTOLAB tipo Il controlado pelo Software NOVA

versao 10.0.

3.4.1 Determinagéo de acido ascoérbico (AA)

A determinagcdo de AA em sistema convencional foi realizada por
cronoamperometria ao potencial fixo sob agitacdo constante empregando uma
célula eletroquimica (10 mL) de trés eletrodos (Contra-eletrodo: Platina; Eletrodo
de referéncia: Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L"; Eletrodo de trabalho: Eletrodo compdsito
EVA/NF). Os experimentos foram realizados em meio de solugdo tampao fosfato
0,10 mol L' (pH 7,0) e sob o eletrodo compdsito foi aplicado um potencial de
600 mV (vs. Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L).

A partir de uma curva de calibragdo externa calculada a partir dos
resultados obtidos do experimento, foi possivel determinar a concentracdo de
AA na amostra comercial de suco de laranja. Os resultados obtidos foram
verificados por um método comparativo, utilizando titulometria(Farmacopéia
Brasileira, 2010).

A determinagao de AA em sistema FIA foi realizada apds os parametros
experimentais inerentes ao sistema serem estudados e fixados (potencial
aplicado (600 mV), volume da alga de amostragem (100 L) e vazéo de 4,3 mL
min-'). Foi realizada a construgdo da curva analitica e obtengdo das figuras de
mérito. O método desenvolvido foi empregado para analise de uma amostra
comercial de suco de laranja.

A determinacao de AA na amostra comercial de suco de laranja ocorreu

pela injecdo em triplicata em sistema FIA. A solugdo contendo a amostra
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comercial foi previamente diluida em solugdo tampéo fosfato 0,010 mol L' pH
7,0. As injegdes das amostras de suco foram realizadas intercaladas com as

injecdes de solucao padrao de AA.

3.4.2 Determinacgao de glicose

A determinacédo de glicose em sistema convencional foi realizada por
cronoamperometria ao potencial fixo sob agitagao constante empregando uma
célula eletroquimica (10 mL) de trés eletrodos (Contra-eletrodo: Platina; Eletrodo
de referéncia: Eletrodo de calomelano saturado (ECS) e Eletrodo de trabalho:
Eletrodo compdsito EVA/NF-PB-GOx). Os experimentos foram realizados em
meio de solugdo tampao fosfato 0,10 mol L' (pH 7) e sob o eletrodo compdsito
foi aplicado um potencial de 400 mV (vs. ECS).

Com base nos resultados obtidos foi possivel a obtencdo de curvas
analiticas e figuras de mérito (regido de resposta linear, sensibilidade, limites de

quantificacédo e detecgao).

3.4.3 Determinagéo de hidroclorotiazida (HCTZ)

A determinacdo de HCTZ em sistema FIA foi realizado apds os
parametros experimentais inerentes ao sistema serem fixados (potencial
aplicado (900 mV), volume da alga de amostragem (100 pL) e vazdo de 5,3 mL
min"). Depois de verificado as melhores condigdes de analise, foram construidas
curvas analiticas com diferentes concentragcées de HCTZ e a partir destas curvas
foi possivel o calculo das figuras de mérito (regido de resposta linear,
sensibilidade, limites de quantificagao e detecgao e frequéncia analitica).

O método desenvolvido foi aplicado em uma amostra comercial
farmacéutica e em amostras de urina humana sintética fortificadas com HCTZ.

As solucdes contendo a amostra farmacéutica foram adequadamente
preparadas em trés concentragdes diferentes (entre 1,0 x 10°e 1,0 x 10“mol L-
") e injetadas em triplicata no sistema FIA otimizado. As inje¢gdes das amostras
farmacéuticas foram realizadas intercaladas com as injecdes de solugao padrao
de HCTZ.
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As solugdes contendo a amostra de urina sintética fortificadas com HCTZ
foram adequadamente preparadas em trés concentragdes diferentes (entre 1,0
x 10°e 1,0 x 10* mol L") e injetadas em triplicata no sistema FIA otimizado. As
injecbes das amostras contendo a urina sintética foram realizadas intercaladas
com as inje¢des de solugao padrao de HCTZ.

As amostras de urina sintética fortificadas foram preparadas pela
diluigdo em tampéo BR 0,040 mol L' pH 7,5 partindo de uma solugéo de urina
sintética fortificada com HCTZ 0,02 mol L™

3.5 METODOS COMPARATIVOS

3.5.1 Método comparativo para a determinagao de acido ascérbico (AA)

A determinagao volumétrica de acido ascorbico foi realizada utilizando
uma titulagdo redox com triodeto como titulante (iodimetria). Todas as titulagdes
descritas foram realizadas em triplicata. Uma solucéo de tiossulfato de sodio foi
padronizada (~0,100 mol L™"). Para tal, uma massa conhecida de dicromato de
potassio foi dissolvida em agua destilada juntamente com uma solugao de 10%
de Kl e acidificada com solu¢cado de acido sulfurico concentrado, a mistura foi
titulada com uma solugédo de tiossulfato de sddio empregando amido como
indicador (descoloragédo). A solugdo de tiossulfato de sddio foi utilizada para
padronizar uma solugdo de iodo (triiodeto) (~ 0,0500 mol L-'). Uma quantidade
da solugao (10,00 mL) de tiossulfato foi diluida em agua juntamente com 1,00
mL de uma solucédo de goma de amido 1% e titulada com a solugao de iodo até
aparecimento da coloracédo azul. A seguir, foi realizada a titulagdo da amostra
comercial de suco contendo acido ascorbico com a solugéo de iodo. A solugéo
contendo a amostra foi acidificada com uma solugdo de HCI concentrado e
adicionado 1,00 mL da solugédo de amido 1% e titulada com a solugao

previamente padronizada de iodo até o aparecimento da cor azul.
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3.5.2 Método comparativo para a determinagao de hidroclorotiazida

Para efeito de comparagdo, amostras preparadas a partir do
medicamento clorana® foram determinadas pelo método espectrofotométrico de
absorcao no ultravioleta (Farmacopéia Brasileira - vol. 2, 2010). Assim, uma
massa definida do medicamento (equivalente a 30 mg de HCTZ) foi pesada, e a
apos a sua pulverizagao, a mesma foi dissolvida em 50 mL de NaOH 0,1 mol L-
' e agitada por 20 min. (agitagdo magnética). Apds a agitagdo, a mistura
preparada foi transferida para um baldo de 100 mL e o volume foi completado
com NaOH 0,1 mol L™'. A solugéo preparada foi filtrada e o filtrado foi diluido em
agua até a concentracao de 0,0015% (p/v). As solugdes padréao de HCTZ foram
preparadas nas mesmas condi¢des, utilizando os mesmos solventes. As
absorbancias das solugdes foram medidas em 273 nm, utilizando agua para
calibracdo do branco no equipamento.

A partir de uma curva de calibragdo externa calculada a partir dos
resultados obtidos do experimento, foi possivel determinar a concentracdo de

HCTZ no medicamento analisado pelo método comparativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DO NEGRO DE FUMO (NF)

Informagdes estruturais e morfoldgicas sobre o negro de fumo sao
importantes para conhecer as caracteristicas do material utilizado na preparacao
dos compdsitos, considerando que o NF pode ser obtido de diferentes
fabricantes e apresentar desempenho muito variavel em fungdo das
caracteristicas citadas, estudos foram conduzidos realizando-se medidas de
BET, MET e DRX.

Analisou-se a area superficial do NF utilizando-se a técnica de
Brunauer-Emmet-Teller (BET). Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados
de area superficial para o NF utilizado no preparo do material compésito e de

uma amostra de grafite comercial, para fim de comparagéo.

Tabela 4 — Dados de area superficial por BET.

Amostra Area superficial (m? g-)
Negro de Fumo 103
Grafite 9,10

Os valores encontrados para area superficial no negro de fumo estao de
acordo com o reportado pela literatura, que pode variar de 6 até 1200 m? g™
(Zucolotto et al., 2004). As propriedades finais do negro de fumo, como area
superficial e estrutura, dependem muito de variaveis utilizadas em seu processo
de produgédo, como: tempo de reagdo, temperatura e controle, ou ndo, no
resfriamento das amostras produzidas (Jha, 2008). Com base na Tabela 4 pode-
se observar também que a area superficial do NF é significativamente maior que
a do grafite. Assim, pode-se considerar que a utilizagdo do NF como fase
condutora para o preparo de materiais promove um aumento significativo na area
superficial do eletrodo, melhorando seu desempenho eletroanalitico (Arduini et
al., 2010, Zhang et al., 2011).

As imagens de MET obtidas para o negro de fumo estdo apresentadas

na Figura 12, onde se observa a menor unidade indivisivel de negro de fumo,
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também denominado agregado (Donnet and Voet, 1976). A estrutura interna
desses agregados, ainda pouco compreendida pela literatura, apresenta
algumas caracteristicas quasicristalinas muito semelhantes ao grafite. Donnet e
Voet identificaram que os planos basais caracteristicos do grafite, presentes
também no NF, apesar de paralelos, apresentam a diferenca de serem
angularmente distorcidos (Donnet and Voet, 1976). Além disso, os autores
também verificaram uma diferenca no espagamento entre as camadas dos
planos basais em relacdo a uma amostra de grafite puro (Donnet and Voet,
1976).

Figura 12 — Micrografias eletronicas de transmissao da amostra de negro de fumo.

A Figura 13 apresenta o difratograma de Raios X da amostra onde
podem ser verificados os picos referentes aos planos (022) e (101) do grafite
(Swanson and Tatge, 1953), valores esperados em 26,38° e 44,39°,
respectivamente. A posicédo e a largura dos picos mostrados na Figura 13
indicam que os carbonos presentes nos aglomerados de NF apresentam uma
estrutura do tipo “coque” com intercamadas carbonaceas desordenadas (Ungar
et al., 2002). Biscoe e Warren identificaram a estrutura desses aglomerados
como intermediarias entre uma estrutura cristalina e amorfa (Biscoe and Warren,
1942). Os outros picos nao identificados no difratograma sao referentes ao porta

amostra de aluminio utilizado nas analises (38,47°; 44,72°; 65,10° e 78,23°).
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Figura 13 — Difratograma de raios X da amostra de negro de fumo.

4.2 CARACTERIZACAO DOS ELETRODOS COMPOSITOS

4.21 Efeito da composicdo do eletrodo compdsito no comportamento

voltamétrico

A composi¢cdo do material eletrodico € um parametro primordial na
obtencdo e qualidade da resposta voltamétrica. Assim, a primeira etapa deste
trabalho constituiu na adequacao da melhor proporcdo EVA/NF em termos de
capacitancia, reversibilidade e porcentagem de area eletroativa dos eletrodos.

Os eletrodos compdsitos preparados em diferentes composicoes
contendo de 30-75% (NF, m/m), foram avaliados em relagdo as capacitancias
calculadas a partir das curvas voltamétricas em solugao de eletrolito suporte, KCI
0,10 mol L. A Figura 14 apresenta os resultados obtidos para os diferentes

eletrodos.
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Figura 14 — Voltamogramas ciclicos registrados em solugdo 0,10 mol L' de KCI utilizando os
eletrodos de composicao: (—) 25EVA/75NF, (—) 40EVA/60NF, (—) S0EVA/50NF, (—)
60EVA/40NF e (—) 70EVA/30NF, v =50 mV s™.

Com base na amostragem de corrente dos voltamogramas ciclicos para
uma dada velocidade de varredura, pode-se calcular a capacitancia referente
aos eletrodos testados. A capacitancia, em linhas gerais, esta relacionada com
a capacidade de um sensor/eletrodo armazenar carga e é comum que um
eletrodo que apresenta elevada capacitancia apresenta menor resisténcia
elétrica as reacdes que envolvam transferéncia de elétrons, o que € crucial para
o desempenho de um eletrodo ou sensor eletroquimico. O calculo foi realizado

da seguinte maneira (Brett and Brett, 1993):

dQ, _ ~dE
lar = C % /g
Ou seja:
A]/Z =Cv

Onde:

. Aj é a diferenca entre as densidades de correntes anddica e
catddica, em A;
° C é a capacitancia, em F cm;

° v é a velocidade de varredura, em V s™.

Os valores de densidade de corrente (j) utilizados para os calculos foram

medidos em uma regidao de potencial onde ndo ocorrem reagdes faradaicas. A
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Tabela 5 mostra a influéncia da composicdo do compdsito nos valores de

capacitancia calculados.

Tabela 5 — Valores calculados de capacitancia para os diferentes eletrodos compdsitos
EVA/NF utilizando voltametria ciclica em meio de KCI 0,10 mol L.

Composicgiao % (m/m) Capacitancia (uF cm?)
25EVA/75NF 903,9
40EVA/60NF 206,1
50EVA/50NF 46,9
60EVA/4ONF 39,3
70EVA/30NF 28,9

Pode-se notar, na Tabela 5, um aumento nos valores de capacitancia
juntamente com o acréscimo da porcentagem de NF na composi¢gdo do material
eletrédico. Valores considerados coerentes com o0s voltamogramas
apresentados na Figura 14, nos quais podem ser observados maiores valores
de densidade de corrente para o eletrodo que contém 75 % de negro de fumo.
Assim, esta tendéncia é atribuida a presenga majoritaria de fase condutora no
material, uma vez que a deficiéncia de material condutor no compésito ocasiona
em valores extremamente baixos de capacitancia, como observado para o
eletrodo com maior quantidade de fase isolante, 70EVA/30NF. O mesmo foi
observado por Fagan-Murphy e Patel (Fagan-Murphy and Patel, 2014), os
eletrodos que apresentaram maiores valores de capacitancia, apresentaram,
também, o melhor desempenho eletroquimico. Klatt et al. (Klatt et al., 1975)
associaram o aumento da corrente de fundo ao aumento da porcentagem de
grafite em um eletrodo compdsito Teflon®/grafite.

Os eletrodos preparados com diferentes propor¢coes EVA/NF também
foram avaliados utilizando voltametria ciclica em solugdo 0,10 mol L' de KCI
contendo 3,0 mmol L' de K3[Fe(CN)g], variando a velocidade de varredura entre
10 e 200 mV s'. Os voltamogramas obtidos para as reagbes de redugéo e
oxidagao do par redox ferri/ferrocianeto, apenas para a velocidade de 50 mV s

', sd0 apresentados na Figura 15.
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Figura 15 — A) Voltamogramas ciclicos registrados em solugdo 0,10 mol L' de KCI contendo 3,0
mmol L' de Ks[Fe(CN)s], utilizando os eletrodos: (—) 25EVA/75NF, (—) 40EVA/60NF, ()
50EVA/50NF, () 60EVA/40NF e (—) 70EVA/30NF, v = 50 mV s e B) Zoom do gréfico para
visualizagéo dos voltamogramas utilizando os eletrodos contendo 30-60% (NF, m/m).

Pode ser observado que a presenca de uma maior quantidade de NF no
material compdsito melhora a qualidade das respostas voltamétricas obtidas
pelos eletrodos, as quais apresentaram um comportamento caracteristico do
sistema redox ferri/ferrocianeto (Brett and Brett, 1993). Por conseguinte, podem
ser verificados, na Figura 15-A e 15-B, perfis voltamétricos com picos de corrente
com uma melhor definicdo para os eletrodos contendo 60 e 75 % (NF, m/m).
Adicionalmente, o compdsito contendo 75 % (NF, m/m) apresentou densidade
de corrente significativamente maior que a menor densidade de corrente obtida
com outras composicgoes.

As composigcdes com 30, 40 e 50 % (NF, m/m) ndo apresentaram perfis
voltamétricos caracteristicos para o sistema redox ferri/ferrocianeto
provavelmente por ndo conterem NF suficiente para promover uma
condutividade elétrica adequada ao material compdsito, pois, uma vez que o
EVA ¢ isolante, resulta em compdsitos com elevada resisténcia elétrica (Navarro-
Laboulais et al., 1994). Portanto, foi possivel a analise da intensidade de corrente
de pico em funcao da raiz quadrada da velocidade de varredura somente para
os eletrodos contendo 60 e 75 % (NF, m/m), Figura 16. Os resultados mostram
uma dependéncia linear de I, com 12 no intervalo de 10 a 200 mV s,
indicando que a corrente € controlada por um processo de difuséo linear (Brett
and Brett, 1993).
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Figura 16 — Voltamogramas ciclicos registrados em solugdo 0,10 mol L' de KCI contendo 3,0
mmol L' de Ki[Fe(CN)s] demostrando o efeito da velocidade de varredura sobre o perfil
voltamétrico e a dependéncia das correntes anddicas e catddicas com a raiz quadrada da
velocidade de varredura, utilizando os eletrodos: A) 25EVA/75NF e B) 40EVA/60NF, variando a
velocidade de varredura de 10 a 200 mV s™.

A partir dos dados obtidos pelas analises de voltametria ciclica em meio
de ions ferricianeto, foi possivel o calculo da porcentagem de area eletroativa
dos eletrodos utilizando a equacdo de Randles-SevCik, que relaciona a
dependéncia da corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de
varredura (Brett and Brett, 1993):

I, =(2,69105n°/24D"2Cv'/2
Onde:

I, é a corrente de pico, em A;

° n € o numero de elétrons;

o A é a area do eletrodo, em cm?;

o D é o coeficiente de difusdo, em cm? s";
° C é a concentracdo, em mol cm?3;

° v é a velocidade de varredura, em V s™.
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A area eletroativa aparente foi calculada utilizando o coeficiente de
difusdo (D) para o sistema redox ferri/ferrocianeto, 6,20 x 10 cm? s*! (Harris,
2003). A Tabela 6 descreve os valores calculados de porcentagem de area
eletroativa em relagdo a area geométrica para os eletrodos compdsitos
estudados. Os eletrodos preparados com 30 e 40 % de material condutor nao
apresentaram uma resposta voltamétrica adequada, como pode ser verificado
na Figura 15-B, para que fosse possivel o calculo das respectivas areas

eletroativas.

Tabela 6 — Valores calculados de % de area eletroativa para os diferentes eletrodos EVA/NF
utilizando VC em solugdo 0,10 mol L' de KCI contendo 3,0 mmol L' de Ks[Fe(CN)g].

Composigdao % (m/m) Area Eletroativa (%)
25EVA/75NF 63,132
40EVA/60NF 48,37 + 20
50EVA/50NF 21,90 £ 10
60EVA/40NF -
70EVA/30NF -

Como esperado para eletrodos compdsitos (Tallman and Petersen,
1990), as areas eletroativas calculadas sao inferiores as areas geométricas, pois
o material contém, além da fase condutora (NF), uma fase isolante (EVA). O
eletrodo que proporcionou a maior porcentagem de area eletroativa foi o
25EVA/75NF, o qual contém a maior quantidade de fase condutora estudada.
Além disso, o eletrodo contendo 75% (NF, m/m) apresentou menor valor de
desvio padrao nos calculos, indicando boa homogeneidade da superficie
eletrédica. Apesar da quantidade de material condutor influenciar positivamente
o desempenho voltamétrico dos eletrodos estudados, quantidades acima de 75
% (NF, m/m) nao foram investigadas devido a perda da rigidez do compésito,
caracteristica atribuida principalmente pela presenca do EVA no material.

Outro parametro importante para caracterizar as propriedades
eletroquimicas de um eletrodo € a constante de velocidade heterogénea de
transferéncia de elétrons (ko). A constante k, € calculada através de dados

obtidos de voltamogramas ciclicos de um sistema redox, com um processo de
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transferéncia simples o qual apresenta comportamento voltamétrico fortemente
influenciado pela natureza superficial do eletrodo, funcionando como uma
espécie de sensor do estado desta superficie (Kissinger and Heineman, 1996).
A forma dos picos e os parametros numéricos obtidos das medidas
voltamétricas, sao relacionados a partir do parametro /A, uma medida quantitativa
da reversibilidade (razao cinética/transporte) (Brett and Brett, 1993):
N=kyD 2672

A variagao entre a diferenga dos potenciais de pico anddico e catddico

(AEp) juntamente com o grau de reversibilidade é expresso por ¥, o qual pode

ser relacionado com o valor de A, através da seguinte equacgéo:
W=A 1l
Como os valores de ¥ sao tabelados, torna-se possivel a dedugao de ko:
W=k, D e g ettt

E o0 é expresso pela equacao:

_(nF)
o= RT %

Os resultados calculados para ko, apresentados na Tabela 7, mostram
que o comportamento do sistema redox [Fe(CN)s]*’* sobre os eletrodos
compositos podem ser classificados como quase reversiveis (um sistema é
considerado quase reversivel quando 101> ko> 10° cm s™') (Brett and Brett,
1993), indicando que processos eletroquimicos com mecanismos semelhantes
a estes podem ser investigados utilizando os dispositivos desenvolvidos
(Matsushima et al., 2012) com desempenho adequado.
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Tabela 7 — Valores calculados de constantes de velocidade heterogénea de transferéncia de
elétrons para os diferentes eletrodos compdsitos EVA/NF utilizando voltametria ciclica em
solucéo 0,10 mol L' de KCI contendo 3,0 mmol L' de Ks[Fe(CN)g].

Composigao % (m/m) ko(cm s™)
25EVA/75NF 4,02x104 + 4.98x10°
40EVA/60NF 3,22x10* + 1,76x10°
50EVA/50NF 1,51x104 + 1,95x10°
60EVA/4ONF 1,15x10*
70EVA/30NF 1,18x10*

As composigdes contendo 60 e 75% (NF, m/m), as quais proporcionaram
a maior porcentagem de area eletroativa, apresentaram os maiores valores
calculados da constante ko. Em comparagcao com outros eletrodos a base de
carbono descritos na literatura, o eletrodo proposto apresentou valores de ko
semelhantes ao encontrado para o eletrodo de pasta de carbono (1,0 x 10 cm
s™!), superior ao encontrado para o eletrodo de gréfite pirolitico - plano basal (10
6 cm s), e inferior ao eletrodo de grafite pirolitico - plano edge (10 cm s™)
(Kissinger and Heineman, 1996). Uma vez que os valores de ko geralmente s&o
utilizados para comparar a reatividade de eletrodos, os valores encontrados para
os eletrodos EVA/NF demonstraram que o composito apresenta potencialidade
para ser utilizado como material eletrodico (Kissinger and Heineman, 1996).
Além disso, pode-se atribuir que a qualidade da resposta voltamétrica tem alta
relacdo com a composicdo do material eletrédico, principalmente devido
presenca de fase condutora no material, e, portanto, o eletrodo compdsito com
melhor desempenho por meio da caracterizagédo voltamétrica apresentada foi o
25EVA/75NF.

4.2.2 Intervalo util de potencial em diferentes eletrélitos suportes

O desempenho do eletrodo compdsito 25EVA/75NF foi avaliado em
diferentes eletrdlitos suporte para verificar o intervalo util de potenciais. Foram

investigadas solugdes de H2SO4 0,10 mol L, tampao acetato 0,10 mol L" (pH
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4,0), tampéao fosfato 0,10 mol L' (pH 7), tampao amoénio 0,10 mol L' (pH 11,0)

e NaOH 0,10 mol L. Os resultados sdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17 — Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo compdsito 25EVA/75NF em
solugéo de (—) NaOH 0,10 mol L'; (—) tamp&o aménio 0,1 mol L™ (pH 11,0); (—) H2SO04
0,10 mol L"; () tampéo fosfato 0,10 mol L' (pH 7) e (—) tampao acetato 0,10 mol L' (pH
4,0). v=50mVs™.

A Tabela 8 resume os resultados obtidos em termos de valores numéricos, na
qual é possivel verificar uma ampla faixa de potencial util para o eletrodo
contendo 75% (NF, m/m) em todos os diferentes eletrdlitos suporte estudados.
Pode-se observar que em solugdes com pH mais elevados, a oxidagao da agua
ocorre em potenciais menos positivos, diminuindo significativamente o intervalo
util de potencial de atuacao do eletrodo, apresentando um valor absoluto minimo
de 1,70 V em meio de NaOH 0,10 mol L. Esta limitagdo, entretanto n&o
inviabiliza o uso em regido de potencial positivo, regido na qual pode ser
observado um desempenho consideravel do eletrodo em todos os meios
investigados, principalmente para solugdes com carater mais acido, vantagem
importante do compdsito 25EVA/75NF como material eletrédico em relagao ao
mercurio. Para solugdes com valores de pH 4,0 e 7,0 foi verificado um

desempenho semelhante aos demais valores de pH (Adams, 1969).
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Tabela 8 — Valores de intervalo util de potencial em diferentes solugdes de analise
utilizando o eletrodo compdsito 25EVA/75NF.

Eletrélito Intervalo de Potencial* (V)
H2S04 (0,10 mol L) -0,90 a 1,50
Tampao Acetato pH 4 -0,80a1,70
Tampéao Fosfato pH 7 -0,70 a 1,50
Tampao Aménio pH 11 -0,70a1,10
NaOH (0,10 mol L") -0,60a 1,10

*vs. Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L™

4.2.3 Caracterizagao morfolégica dos eletrodos compdésitos

As imagens de Micrografias Eletrobnicas de Varredura (MEV) da
superficie dos compdsitos contendo 30 a 75 % (NF, m/m), antes e apos abraséo,
com lixa d’agua 600, seguido de polimento com lixa d’agua 1200 s&o
apresentadas nas Figuras 18 e 19. Na Figura 18 sdo apresentadas as
micrografias das superficies dos compdsitos sem a etapa de polimento. Pode-se
notar que as superficies das composigdes 30 e 40 % (NF, m/m) apresentam
aspecto rugoso e com relativa uniformidade no material. A composi¢ao contendo
50 % (NF, m/m) apresenta-se ainda mais uniforme, com menor rugosidade que
as anteriores. Ja os compodsitos preparados com 60 e 75% (NF, m/m)
apresentam-se mais uniformes, com rugosidade crescente com a composicao e
com aspecto bastante aspero.

A Figura 19 mostra as micrografias das superficies dos compdésitos apos
o polimento. As composig¢des de 30 e 40 % (NF, m/m) apresentaram-se ainda
asperas, apesar do polimento. Para a composicao de 50 % (NF, m/m) a
superficie apresentou-se bastante lisa. Nas composi¢cées de 60 e 75 % (NF,
m/m) as superficies comegam a se mostrar mais rugosas, apesar do polimento,
principalmente a superficie do compdésito com 75 % (NF, m/m). Mendes et al.
(Mendes et al., 2002) descreveram resultados semelhantes para um eletrodo

composito poliuretana/grafite, atribuindo uma maior rugosidade as superficies
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cujo o composito apresentava maior porcentagem de material condutor (grafite),
caracteristica relacionada com a melhor performance dos eletrodos compdsitos
estudados. Pacios et al. (Pacios et al., 2008) também relacionaram a rugosidade
da superficie eletrédica com a melhora da resposta eletroquimica obtida por
eletrodos compodsitos a base de nanotubos de carbono, uma vez que a
rugosidade esta relacionada com o aumento da area superficial do eletrodo.

Segundo a teoria de percolagédo os autores estabelecem que 62 % de
grafite seria a composi¢cao 6tima para sistemas compdésitos a base de resina
epoxy/grafite aplicados no preparo de eletrodos (Navarro-Laboulais et al., 1994,
Trijueque et al., 1999). Analogamente, foi possivel observar que a partir de 60 %
de fase condutora no preparo dos eletrodos compdésitos, foi possivel obter um
material com conducgao elétrica apropriada para a construcdo de eletrodos.
Portanto, para compédsitos com quantidade de fase condutora em baixa
concentracao, de 30 a 50 % de NF, pode-se considerar que as particulas de NF
estao separadas o suficiente para nao apresentam um “contato” fisico entre si,
logo ndo ha condugdo elétrica adequada. A medida que se aumenta a
quantidade de NF, entre 60 e 75%, aglomerados de fase condutora comegam a
surgir, até que se forme um caminho condutor que atravesse o compdsito em
todas as dire¢des, formando entdo um material considerado percolado.

Assim, com base nos resultados da caracterizagdo voltamétrica
(capacitancia, % de area eletroativa e reversibilidade) e MEV, optou-se por
utilizar o eletrodo compdsito 75 % (NF, m/m) para todos os experimentos
seguintes. O eletrodo compdsito com 60 % (NF, m/m) nao foi utilizado devido a
baixa homogeneidade do material.
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Figura 18 — Micrografias eletronicas de varredura das superficies dos compoésitos com 30, 40, 50,
60 e 75% (Negro de Fumo, m/m). Magnificagdo 100x.
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Figura 19 — Micrografias eletronicas de varredura das superficies dos compésitos com 30, 40,
50, 60 e 75% (Negro de Fumo, m/m), apds abrasdo com lixa d’agua 600 seguida por abraséo
com lixa d’agua 1200. Magnificagao 2000x.
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4.3 AVALIACAO DA POTENCIALIDADE ANALITICA DO ELETRODO
COMPOSITO EVA/NF

4.3.1 Determinacdo amperométrica de acido ascoérbico utilizando analise por

injecao em fluxo (FIA)

O comportamento voltamétrico do acido ascoérbico, assim como a sua
determinacdo, tem sido investigado extensivamente como uma forma de
avaliagdo da potencialidade eletroanalitica de um novo material eletrédico
(Navratil and Barek, 2009). A Figura 20 apresenta os voltamogramas ciclicos
para o estudo do comportamento eletroquimico de AA sobre a superficie do
eletrodo 25EVA/75NF. Neste experimento foi utilizada uma solugao do analito
2,5 x 10 mol L' em tampao fosfato 0,10 mol L' (pH 7).

——25x 10" mol L" de AA
4+ Prova em branco

02 00 02 0,'4: 0.6 08
E /V vs. Ag/AgCIl KCI 3 mol L

Figura 20 — Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando o eletrodo 25EVA/75NF em solugéo
tampéo fosfato 0,10 mol L-1 (pH 7) na (—) auséncia e na (—) presenga de acido ascorbico
25x10*mol L". v=50mV s™.

A Figura 20 mostra a formagao de um pico de oxidagao irreversivel,
tendo seu inicio a partir do potencial 0,20 V (vs. Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L),
atingindo um maximo em 0,45 V (vs. Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L™,
aproximadamente, perfil ocasionado pela oxidagdo do AA na superficie do
eletrodo. A reacao de oxidagao do analito, o qual apresenta perfil de resposta ja

estabelecido na literatura, é representado na Figura 21 (Roy et al., 2004).
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Figura 21 — Representacao da reagao de oxidagao eletroquimica do acido ascorbico.

Experimentos em um sistema convencional eletroquimico em condi¢des
hidrodindmicas foram realizados com eletrodo 25EVA/75NF para a
determinacao de acido ascorbico. O dispositivo proposto foi utilizado em uma
célula eletroquimica convencional, contendo um eletrodo de referéncia
(Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L"), e um eletrodo auxiliar (platina). Essa avaliagéo
consistiu apenas em um teste preliminar para verificar a estabilidade da resposta
amperométrica e do material, os experimentos foram realizados em condicdes
usuais, sem prévia otimizagdo, sendo eles: solugdo tampéo fosfato 0,10 mol L
(pH 7) e potencial aplicado de 600 mV (vs. Ag/AgCI/KCI 3,0 mol L). Os

resultados sdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22 — A) Cronoamperograma obtido utilizando o eletrodo 25EVA/75NF em solugao de
tampao fosfato 0,10 mol L™ (pH 7) apds adigbes consecutivas e de concentragdes crescentes de
acido ascorbico (5,0 x 10°%; 1,0 x 104, 2,5 x 104, 4,0 x 104; 6,5 x 104, 9,0 x 10* e 1,2 x 10 mol
L") e B) Curva analitica correspondente.

As intensidades de correntes amostradas foram correlacionadas com as
respectivas concentragdes de AA adicionadas, tornando possivel a obtengao de
uma curva analitica. Esse desempenho demonstra que o eletrodo proposto pode

ser aplicado com sucesso em sistemas hidrodinamicos credenciando 0 mesmo
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para ser avaliado como um detector amperométrico em um sistema de analise
por injecao em fluxo (FIA).

O modo de detecgdo amperométrico € comumente aplicado em sistemas
com fluxo de solugdo, como sistemas de analise por injegcdao em fluxo (FIA).
Assim, visando verificar o desempenho do dispositivo como um detector
amperométrico em sistema FIA foram investigadas as condi¢des mais
adequadas para a utilizagao do eletrodo 25EVA/75NF para determinagao do AA.
Dentro dessa proposta, algumas variaveis inerentes ao sistema FIA (potencial
aplicado, volume da alga de amostragem e vazao da solugéo transportadora)
foram estudadas. Estes experimentos foram realizados alterando uma variavel
de cada vez, mantendo constantes todas as outras. Todos os estudos foram
realizados com injegdes em ftriplicata de solugdes contendo AA em
concentragdes de 1,0 x 10, 5,0x 10* e 1,0 x 103 mol L. A partir dos resultados
obtidos, a relacdo entre as correntes dos sinais transientes em fungdo das
concentragdes injetadas pode ser estabelecida, as sensibilidades (coeficiente
angular (B)) encontradas foram comparadas e serviram como parametro de
avaliacao da variavel estudada.

O efeito do potencial aplicado, Figura 23, na resposta amperométrica do
acido ascorbico foi investigado na faixa compreendida entre 200 e 700 mV, faixa
escolhida segundo o perfil eletroquimico do AA apresentado na Figura 20. Os
demais parametros ainda ndo avaliados, volume da al¢ga de amostragem (200

uL) e vazao (4,24 mL min"), foram mantidos constantes.
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Figura 23 — A) Sinais transientes obtidos por meio da injegcdo de 5,0 x 10 mol L' de &cido

ascorbico aplicando os valores de potencial: (a) 700, (b) 600, (c) 500 e (e) 400 mV utilizando o
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eletrodo compdésito 25EVA/75NF e B) Efeito da variagdo do potencial aplicado na sensibilidade

do eletrodo compésito.

Verifica-se que a corrente anddica aumenta significativamente com o
aumento do valor de potencial até 600 mV. Essa tendéncia ocorre devido a
oxidagao do analito na superficie do eletrodo ser mais efetiva a medida que um
potencial mais positivo € aplicado, promovendo uma maior intensidade do sinal
de corrente. A partir do valor de 600 mV, a corrente torna-se independente do
potencial aplicado. O potencial de 600 mV foi utilizado em todos os experimentos
seguintes por corresponder ao valor onde foi encontrada melhor relagéo entre o
potencial aplicado e a corrente obtida. Os valores de potencial abaixo de 400 mV
nao apresentaram sinal transiente significativo para amostragem de corrente, e,
portanto, nao foram considerados.

A influéncia do volume da al¢ga de amostragem, Figura 24, na resposta
amperomeétrica do AA foi avaliada nos valores: 25, 50, 100, 200, 300 e 400 pL.
Nota-se um aumento da intensidade dos sinais transientes com a variagao do
volume da alca de amostragem de 25 até 100 ulL. Volumes de alga de
amostragem maiores propiciam um menor grau de dispersdo na amostra,
fazendo com que uma aliquota mais concentrada de AA chegue até o detector,
e, portanto, uma maior quantidade de AA é oxidada (maior sinal transiente).
Porém, a partir de 100 uL o aumento de corrente ndo foi significativo, a
concentragdo em que o analito se encontra ao ser injetado no sistema é
praticamente a mesma que ira chegar ao detector, tornando o sinal transiente
independente do volume de alca de amostragem. O mesmo efeito pode ser
observado na Figura 24-B, na qual nota-se a formacao de um platé a partir do
volume de 100 uL. A alca de amostragem de 100 uL foi escolhida devido a

melhor relagao entre reprodutibilidade e frequéncia analitica.
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Figura 24 — A) Sinais transientes obtidos para sucessivas inje¢des de 5,0 x 10* mol L' de &cido
ascorbico variando os volumes de alga de amostragem: (a) 25, (b) 50, (c) 100, (d) 200 (e) 300 e
(f) 400 pL utilizando o eletrodo compdsito 25EVA/75NF e B) Efeito da variagdo do volume de
alga de amostragem na sensibilidade do eletrodo compésito.

A influéncia da vaz&o da solugao transportadora (1,7 e 10,7 mL min-") foi
avaliada sobre o sinal analitico do acido ascoérbico. A intensidade do sinal
transiente proveniente da oxidacdo do AA se mantém praticamente constante
até 4,3 mL min', no entanto, a sensibilidade do sistema aumenta
consideravelmente até a vazdo de 7,3 mL min-'. O aumento da vaz&o promove
uma melhora no transporte de massa, ou seja, aumenta a velocidade de
reposicao do analito e, consequentemente, a eficiéncia de chegada do AA na
superficie do eletrodo. Assim, uma maior taxa de oxidagdo do analito se torna
possivel, aumentando a sensibilidade do sistema. Contudo, em vazdes acima de
5,3 mL min-! foi observado um aumento na pressao interna do sistema, gerando
um fluxo turbulento, o que aumenta a possibilidade de vazamentos nas conexdes
da tubulagéo além de um maior ruido de fundo nas medidas. Assim, a vaz&o de
4,3 min mL" foi eleita por combinar menor consumo de reagentes, melhor
repetibilidade e frequéncia analitica adequada (63 injegdes h™).

Na Tabela 9, encontram-se resumidos os parametros estudados e

selecionados para a determinagédo de AA no sistema FIA proposto.

Vol. alga de amostragem / uL
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Tabela 9 — Parametros avaliados e condigdes de trabalho selecionadas para determinagao de
AA em sistema FIA.

Parametro Valores Estudados Valores Selecionados
Potencial aplicado 400 — 700 mV 600 mV
Vol. da alga de amostragem 25 -400 pL 100 pL
Vazao 1,7 — 10,7 mL min™’ 4,3 mL min™’

Uma série de experimentos, em triplicata e sob as condicdes
experimentais fixadas, foi conduzida para obter a curva analitica. Todas as
solugdes padrao foram convenientemente diluidas a partir de uma solugéo
estoque de 0,05 mol L. As injegGes das solugdes contendo AA foram realizadas
em triplicata (sentido crescente e decrescente) nos seguintes valores: 5,0 x 10
5 1,0 x 104 2,5 x 104 5,0 x 104, 7,5 x 10* e 1,0 x 103 mol L'. Os sinais

transientes e a respectiva curva analitica sdo observados na Figura 25.
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Figura 25 — A) Sinais transientes obtidos apds a injecao de solugbes de acido ascoérbico nas
concentragdes: (a) 5,0 x 10°%, (b) 1,0 x 10, (c) 2,5 x 104, (d) 5,0 x 104, (e) 7,5 x 10“* e (f) 1,0 x

10 mol L'"; B) Curva de calibragéo correspondente.

Foi observado um aumento linear na intensidade dos sinais transientes
em funcdo do aumento da concentracdo do AA, Figura 25-A, os quais
apresentaram adequada repetitividade para as concentragdes injetadas. Nao
foram observados efeitos de memoaria, a partir das inje¢gdes decrescentes, uma

vez que apresentaram intensidades de corrente coerentes com as observadas
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no sentido crescente de mesma concentragdo, como mostram as barras de
estimativas de desvio padrao na Figura 25-B.

A partir da relagao entre as intensidades dos sinais transientes e as
respectivas concentragdes de AA foi possivel a obtencdo da uma curva analitica,
Figura 25-B, na qual pode ser observado um aumento linear da corrente em
funcdo do aumento da concentracdo do analito. Assim, foram realizados os
calculos dos parametros analiticos: sensibilidade, limite de detecgao (LD), limite
de quantificacao (LQ), faixa linear de trabalho, os resultados estao resumidos na
Tabela 10.

Tabela 10 — Parametros analiticos calculados para a determinacado de AA em sistema FIA.

Parametro Valor calculado
Sensibilidade 3,3 pA L mmol’
LD 9,8 x 107" mol L™
LQ 3,4 x 108 mol L™
Faixa linear de trabalho 0,05 mmol L' — 1,0 mmol L™
Frequéncia de amostragem 63 injegdes h-'
R? 0,9967

O método desenvolvido foi aplicado na analise de uma amostra
comercial de suco de laranja para a determinagao de acido ascérbico. A solugéo
da amostra comercial foi preparada pela simples diluicdo do suco em solugao
tampéo fosfato 0,10 mol L' (pH 7), resultando em uma concentragéo de 2,6 x
10* mol L', segundo o fabricante. A Figura 26 apresenta os sinais
amperométricos referentes as solugdes padrdo do AA, com concentragdes
variando entre 5,0 x 10° e 1,0 x 103 mol L' (a-d), seguido dos sinais da amostra
comercial de suco (S1) convenientemente diluidas em tampao fosfato 0,10 mol
L' (pH 7).




7

S$1

I

0 280 560 840 1120
t/s

Figura 26 — Sinais transientes obtidos a partir de injegdes contendo concentragdes conhecidas

de AA: (a) 5,0 x 10%; (b) 1,0 x 10%; (c) 2,5 x 10*4; (d) 5,0 x 10**; (e) 7,5 x 10* mol L' e Injegdes

contendo amostra comercial: (S1) 2,6 x 10 mol L.

A partir da relagao entre o sinal de corrente da amostra comercial (S1) e
a equacado matematica proveniente da curva analitica péde-se calcular a
concentragdo de AA na amostra comercial. As determinag¢des foram feitas em
triplicata e os resultados sdo apresentados na Tabela 11. Com a finalidade de
validar os resultados obtidos pelo método proposto, a amostra comercial de suco
foi analisada por um método comparativo (iodimetria). Os resultados obtidos
para o método comparativo, assim como uma comparagcdo com o método
proposto e com o valor de referéncia (rotulado) estdo apresentados na Tabela
11.

Tabela 11 — Resultados obtidos para da determinacdo de AA em amostras comerciais
utilizando o sistema FIA.

Método Método Valor Rotulado E1 % E2 %

proposto comparativo (mg / 200 mL)
(mg / 200 mL) (mg /200 mL)

88,6 + 0,8 82,4+54 72,0 +7,5 +23,1

E1%: Erro relativo entre 0 método proposto e o método comparativo.

E2>%: Diferenga em porcentagem entre o método proposto e o valor rotulado.
Comparando os resultados pode-se verificar que método desenvolvido
para a determinacdo de AA apresenta resultados satisfatérios com um erro

relativo de 7,5%. Apesar de ambos os métodos (proposto e comparativo)
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apresentarem uma diferenga significativa do valor rotulado, tanto o método
classico (iodimetria) quanto o eletroanalitico apresentaram resultados
concordantes, considerando um intervalo de confianca de 95%. Vale ressaltar
que meétodo proposto apresenta vantagens inerentes a um sistema FIA
combinado com o sistema de detecgdo eletroquimico, tais como: rapidez,
praticidade e elevada frequéncia analitica.

Para avaliar possiveis efeitos de envenenamento ou de “memdria” no
sistema FIA proposto, foram realizadas inje¢ées consecutivas e intercaladas de
uma solucao padrao de acido ascoérbico e de uma solugédo contendo a amostra
comercial. O estudo foi realizado intercalando a solu¢ao padrao (P) contendo AA
de concentragdo de 5,0 x 10* mol L' com a solugdo contendo a amostra
comercial (S1), segundo o fabricante, de concentragéo 1,0 x 10* mol L.

Os valores de repetibilidade do sinal amperométrico, para ambas as
solucdes testadas, mostram que nao ha efeito de memoaria ou envenenamento
da superficie durante as inje¢des. Além disso, foram obtidos desvios padrdes
relativos de 4,0 e 5,3 % para as inje¢des da solugao padrao de AA e da solugéo

de amostra comercial de suco, respectivamente.

4.3.2 Desempenho do eletrodo compdsito EVA/NF como um biossensor para

determinacao de glicose

A construgdo de biossensores utilizando enzimas da classe das
oxiredutases, com mecanismo de funcionamento ja bem explorado na literatura,
vem sendo utilizado para demonstrar a possibilidade e potencialidade de
aplicagao de alguns eletrodos bases como eletrodos quimicamente modificados.
Assim, no presente trabalho, o eletrodo EVA/NF foi utilizado como transdutor no
desenvolvimento de um biossensor sensivel a glicose.

Para a construgdo do biossensor, a superficie do eletrodo compdésito
25EVA/75NF foi eletroquimicamente modificado com um mediador redox, o azul
da Prussia (PB), e testado como um detector amperométrico para determinacao
de perdxido de hidrogénio (H202), espécie relevante para o desenvolvimento de
biossensores baseados em enzimas da classe das oxiredutases (Rodriguez and
Rivas, 2002, Liu et al., 2014).
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A eletropolimerizagcao do filme de azul da Prussia sob a superficie
eletrédica foi realizada empregando o método potenciodindmico (voltametria
ciclica). O experimento constituiu na deposi¢cao do filme de PB realizando
varreduras ciclicas de potencial (25 ciclos) variando o potencial entre -0,1 a 0,5
V vs. ECS no sentido anddico a uma velocidade de varredura de 10 mV s em
solugdo contendo KsFe(CN)s 2,50 mmol L' e FeCl3 2,50 mmol L' em meio de
KCI 0,10 mol L' e HCI 0,10 mol L. Os resultados apresentados na Figura 27
mostram um crescimento continuo e linear dos picos de corrente anddica e
catddica, os quais indicam que esta ocorrendo a formacgao do filme de PB na
superficie do eletrodo 25EVA/75NF.
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Figura 27 — Voltamogramas ciclicos decorrentes da aplicacdo de 25 ciclos no eletrodo
25EVA/75NF. Solugdo contendo KsFe(CN)s 2,50 mmol L' e FeClz 2,50 mmol L' em KCI 0,10
mol L' e HCI 0,10 mol L (pH 2,5), v=10 mV s™.

O voltamograma ciclico apresentado na Figura 28 mostra um perfil
caracteristico de eletrodos modificados com filme de azul da Prussia
(25EVA/75NF-PB) quando se amplia a janela de varredura na diregéo positiva

de potencial em solugao de eletrdlito suporte (Ricci and Palleschi, 2005).
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Figura 28 — Voltamograma ciclico obtido em meio de KCI 0,10 mol L' com o eletrodo

25EVA/75NF-PB. v =50 mV s™'. PW: Branco da Prussia (Fe''Fe''), PB: Azul da Prussia (Fe'Fe''")
e BG: Verde de Berlim (Fe'''Fe'™).

No processo de redugéao do filme de PB é formado um filme denominado
branco da Prussia (PW) (Ep, = 0,15 V) e no processo de oxidagao é formado o
filme Verde de Berlim (BG) (Ep, = 0,80 V), o processo redox pode ser

representado pelas seguintes equagdes (Ricci and Palleschi, 2005):

(i) Reducéo do filme:

KFel[Fe!l(CN)¢] + e~ + Kt - K,Fe!l[Fe!l(CN),]

(i) Oxidacao do filme:
KFell[Fell(CN);] —» K,Fe'l[Fe'(CN)¢] + e~ + K™

Foi estudada a estabilidade do fiime de PB, Figura 29, utilizando
voltametria ciclica (50 ciclos), no intervalo de -0,2 a 0,6 V vs. ECS. Nota-se que
o PB depositado apresenta 6tima estabilidade, pois ndo se observa mudanca

significativa nos voltamogramas apds 50 ciclos.
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Figura 29 - Voltamogramas ciclicos decorrentes da aplicagdo de 50 ciclos no eletrodo
25EVA/75NF-PB em solugéo de KCI 0,10 mol L. v =50 mV s™.

O eletrodo 25EVA/75NF-PB foi avaliado utilizando voltametria ciclica em
solucdo 0,10 mol L' de KCI variando a velocidade de varredura entre 10 e 150
mV s'. A Figura 30 mostra uma relagao linear entre a intensidade de corrente
de pico e o quadrado da velocidade de varredura, indicando que o processo

eletrodico é controlado por difusédo (Brett and Brett, 1993).
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Figura 30 — Dependéncia das correntes anddicas e catddicas com a raiz quadrada da velocidade
de varredura, utilizando o eletrodo compdsito 25EVA/75NF-PB variando a velocidade de
varredura de 10 a 150 mV s™.

O eletrodo compdsito modificado por PB foi avaliado para a determinacao
de peroxido de hidrogénio utilizando cronoamperometria ao potencial fixo.
Inicialmente foram realizados experimentos por voltametria ciclica, utilizando o
eletrodo 25EVA/75NF-PB, em um intervalo de potencial entre -0,8 e 0,0 V vs.
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ECS para se avaliar o perfil eletroquimico do eletrodo compésito na presenca e

na auséncia de H20: (Figura 31).

[/ pA
&
2

—— Prova em branco (EVA/NF-PB)
—— 0.5 mmol L' de H O_(EVAMNF-PB)

—— 0.5 mmol L' de H O_(EVANF)

L 4
L5 I ¥
o O
T T

—DI18 -OI,B 43',4 40',2 u:u
E/Vvs ECS

Figura 31 — Comportamento voltamétrico do eletrodo 25EVA/75NF-PB na (—) auséncia e na
(—) presenga de uma solugdo de 0,50 mmol L' de H202 em tampao fosfato 0,10 mol L™ (pH 7).
v=50mVs™.

A partir da Figura 31 é possivel verificar que o sinal referente a redugao
de peroxido de hidrogénio € mais bem pronunciado sobre o eletrodo modificado
com o filme de PB na superficie para mediar a rea¢ao. Esse processo € baseado
na redugao quimica do peréxido de hidrogénio pelo branco da Prussia (PW),
essa reacgao gera o azul da Prussia (PB), como o potencial aplicado é suficiente
para reduzir novamente o PB ao PW gerando-se um ciclo que intensifica a
corrente catddica. E possivel que alguma contribuigao da reducéo direta do H20:
sobre a superficie eletrédica possa existir na reposta registrada. Assim, pode-se
verificar que a presenga do filme de PB ocasiona uma melhora na resposta
amperométrica para a redugéo do peroxido de hidrogénio. A redugao de H20>
inicia-se préoximo ao potencial de -0,200 V vs. ECS e, portanto, o estudo de
potencial aplicado no eletrodo compdsito modificado foi variado entre -0,100 V a
-0,600 V vs. ECS utilizando a técnica de cronoamperometria. O estudo foi
realizado em ftriplicata e considerando a melhor reprodutibilidade e um potencial
suficiente para a redugdo de H>O»> o potencial de -0,400 V vs. ECS foi
selecionado.

Depois de escolhido o potencial mais adequado para a redugéao do H20>

sobre o eletrodo modificado foi construida uma curva analitica. Na Figura 32 é
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apresentado o cronoamperograma referente a nove adigées de H202 0,10 mol L

" em solugédo de tampéo fosfato 0,10 mol L (pH 7,0) sob agitagéo constante.

90Ff 890
’ A B
880+
92t 870+
54| T o)
. L
—_
9.6} 840+
830+
98¢t 820 .
: 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

0 150 300 450 600 1
C / mmol L
t/s H,0,

Figura 32 — A) Resposta cronoamperométrica do eletrodo 25EVA/75NF-PB frente a adi¢cdes de
aliquotas de 10 pL de uma solugdo de H202 0,010 mol L' em meio de tamp&o fosfato 0,10 mol
L' (pH 7) sob agitagdo constante. Potencial de trabalho: -400 mV. B) Curva analitica
correspondente.

A curva analitica resultante, a qual obedece a equacgao (I pA = 0,07763
pA L mmol' Cuzo2 + 0,807 pA, R?2 = 0,9978) no intervalo de concentragdo de
peroxido de hidrogénio de 9,99 x 10° a 8,91 x 10 mol L', apresentou valores
deLDe LQde 6,94 x 10° e 2,32 x 10* mol L, respectivamente.

No processo de redugdo do peroxido de hidrogénio o PW (ou PBRred,
representado na Figura 33), atua como um mediador de elétrons entre o eletrodo
e o0 analito presente em solugdo (ou formado durante o curso da reacgéo
enzimatica), de acordo com o esquema apresentado na Figura 33 (Ricci and
Palleschi, 2005).

PB ox H;O
) PB rco H,0, D C FAD x B-D-Glicose
0, FADH, Acido glucénico

Figura 33 — Representacéo esquematica do mecanismo de agéo para determinacédo de H20: ou
glicose a partir do eletrodo compdsito 25EVA/75NF.
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Os resultados obtidos mostraram que o eletrodo compdsito modificado
com PB apresenta potencialidade para a determinacdo de perdxido de
hidrogénio o que permite a constru¢cado de biossensores baseados em enzimas
oxiredutases. Assim, a enzima Glicose oxidase foi imobilizada na superficie do
eletrodo ja modificado com filme de azul da Prussia, formando o biossensor
25EVA/75NF-PB-GOx.

O biossensor proposto foi utilizado para a determinacao de glicose a partir
da técnica de cronoamperometria ao potencial fixo (-0,400 V) nas mesmas
condigdes empregadas na determinagao de perdxido de hidrogénio. Na Figura

34 pode ser observada a curva analitica resultante.

I/pA
N w EAY (&)} (o))

02 04 06 08 1,0
C / mmol L™

Glicose

Figura 34 - Curva analitica referente a resposta amperométrica obtida pelo eletrodo
25EVA/75NF-PB-GOx.

O eletrodo apresentou uma resposta linear, segundo a equacéao (I A =
0,00712 A L mol”" Cagicose - 1,14 x 108 A, R2 = 0,9979) no intervalo de
concentragdo de 9,99 x 10 a 6,95 x 10 mol L' de glicose, com LD e LQ de
7,76 x 10% e 2,58 x 10 mol L', respectivamente. A saturacdo do biossensor
pode ser observada a partir da concentragéo de 8,92 x 10 mol L. A partir dos
resultados obtidos, pode-se concluir que o eletrodo compédsito EVA/NF se
mostrou uma boa plataforma, ou eletrodo base, para a construgao de

biossensores.
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4.4 DETERMINACAO AMPEROMETRICA DE HIDROCLOROTIAZIDA COM O
ELETRODO EVA/NF EM SISTEMA FIA

4.4.1 Comportamento voltamétrico da Hidroclorotiazida (HCTZ)

O eletrodo compdsito 25EVA/75NF foi utilizado para o desenvolvimento
de um método para a determinagao amperométrica do farmaco hidroclorotiazida
(HCTZ) empregando um sistema por injegdo em fluxo. Inicialmente, foi
caracterizado o comportamento voltamétrico do farmaco sobre o eletrodo
composito desenvolvido. A Figura 35 apresenta os voltamogramas ciclicos
obtidos em tamp&o BR 0,040 mol L' (pH 9,5) contendo 1,0 x 10 mol L' de
HCTZ.

——1,0x10° mol L' de HCTZ
28+ ——Prova em branco

21

14

[/ uA

03 00 03 06 09 12
E /V vs. Ag/AgCl KCI 3 mol L™

Figura 35 — Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo compésito 25EVA/75NF em solugéo
de tampao BR 0,040 mol L' pH 9,5 na auséncia (—) e na presenga (—) de HCTZ 1,0 x 10 mol
L' v=50mVs™

O perfil eletroquimico da HCTZ é caracterizado por um pico de oxidagao,
com caracteristicas irreversiveis, em 850 mV. O mecanismo para a reacao,
descrito na literatura (Abdel Razak, 2004), sugere o envolvimento de dois protons
e dois elétrons na oxidagao de hidroclorotiazida a clorotiazida, conforme a reacao

apresentada na Figura 36.

0. ,0 0 0 0 o) o)
N/ \f >\//O N/
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N hH H,N ® “Sau .
J —_— ) + 21" 4+ 2e
cl N N

H Cl

Figura 36 — Representagao da reagéo de oxidagdo da HCTZ (Abdel Razak, 2004).
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O efeito do pH sobre a oxidagao eletroquimica da HCTZ foi avaliado
variando o pH do eletrdlito suporte de 3,5 a 9,5. Os resultados obtidos séo

apresentados na Figura 37.

0.0 0.4 0.8 12
E/V vs. Ag/AgCIl KCI 3 mol L

Figura 37 — Voltamogramas ciclicos obtidos na presenga de HCTZ 2,5 x 10 mol L' em solugo
de tampao BR 0,040 mol L' em diferentes valores de pH utilizando o eletrodo compdsito
25EVA/75NF. v =50 mV s

Verifica-se um deslocamento dos picos de oxidacdo da HCTZ para
potenciais menos positivos com o aumento do pH da solugdo de eletrdlito
suporte. Em solugdes com pH menores, abaixo de 6, aproximadamente, a
oxidagdo do analito ocorre préximo a regidao de oxidagdo do préprio eletrélito
suporte utilizado, diminuindo a definicdo dos picos. A Figura 38 apresenta a
relagdo entre a corrente de pico anddica (lpa), potencial de pico anddico (Epa) €
o pH da solucao de eletrdlito.

° 11,20
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Figura 38 — Dependéncia da corrente e do potencial de pico de anddico em fungéo do pH da
solucao de eletrdlito suporte (Solugdo tampao BR).
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A tendéncia apresentada pelo grafico (pontos em vermelho) mostra que
o pH da solucdo de eletrélito suporte nao influencia significativamente as
correntes de pico de oxidacao da HCTZ. Assim, visando melhor definicdo do
processo de oxidagao do analito o pH de 7,5 foi selecionado para os demais
estudos. Além disso, a escolha do pH (7,5) também foi baseada em condi¢des
de medidas mais brandas e de facil aplicagdo em diversas amostras, como
fluidos bioldgicos. Ademais, a partir da Figura 38, nota-se uma relagéo linear
entre o potencial de pico (Epa) € 0 pH das solugdes de eletrdlito suporte, que
pode ser representada pela equagéo Eps = 1410 mV — 63,0 pH com R? = 0,9594.
O valor de inclinagéo de 63,0 mV sugere que exista uma mesma quantidade de
protons e elétrons envolvidos no processo de oxidacdo, em concordancia com a
reacao representada na Figura 36.

O efeito da velocidade de varredura na resposta voltamétrica do eletrodo
composito na oxidagado da HCTZ, Figura 39, foi investigado em solu¢ao tampéo
BR 0,040 mol L' pH 7,5, contendo 2,50 x 10* mol L' de HCTZ. A velocidade de

varredura foi variada entre 10 a 150 mV s™'.

4 6 8 10 12
V2] mv 54)1/2

0,0 0,3 0,6 0,9 1,21

E/V vs. Ag/AgCl KCI 3 mol L
Figura 39 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (10 a 150
mV s') utilizando o eletrodo composito 25EVA/75NF em solugdo tampao B-R 0,040 mol L™ pH

7,5 na presenca de 2,5 x 10 mol L' HCTZ. Detalhe: Dependéncia linear das correntes de pico
anodicas com a raiz quadrada da velocidade de varredura.

Os voltamogramas apresentados na Figura 39 mostram uma
dependéncia linear das correntes de pico anddicas em funcao da raiz quadrada

da velocidade de varredura, conforme pode ser observado no detalhe presente
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no grafico, que obedece a equacgdo I, = 2,58 x 107 v'2 + 2,08 x 107,

representando um processo controlado por difusdo (Brett and Brett, 1993).

4.4.2 Efeito das condig¢des de trabalho para o sistema FIA

Para estabelecer as condigdes mais favoraveis para a determinacgao
amperomeétrica de hidroclorotiazida, as variaveis inerentes ao sistema FIA
(potencial aplicado, volume da alga de amostragem e vazdo da solugéo
transportadora) foram estudadas. Estes experimentos foram realizados
alterando uma variavel de cada vez, mantendo constantes todas as outras. Além
disso, para todos os estudos foram utilizadas solugdes contendo concentragdes
de HCTZ de 1,0 x 104, 2,5 x 10* e 5,0 x 10* mol L-'. A partir dos resultados
obtidos, a relacdo entre as correntes dos sinais transientes em fungdo das
concentragdes injetadas pode ser estabelecida, e as sensibilidades (coeficiente
angular (B)) calculadas foram comparadas.

O efeito do potencial aplicado, Figura 40, na resposta amperométrica da
HCTZ foi investigado na faixa compreendida entre 500 e 1100 mV, faixa
escolhida segundo o perfil eletroquimico do analito apresentado anteriormente
na Figura 35. Os demais parametros ainda n&o avaliados, volume da alga de

amostragem (100 pL) e vazdo (4,3 mL min-'), foram mantidos constantes.
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Figura 40 — Efeito da variacdo do potencial aplicado na sensibilidade do sistema, eletrodo
composito 25EVA/75NF.

A partir da Figura 40, pode-se notar que a sensibilidade do sistema

aumenta significativamente com o aumento do valor de potencial aplicado,
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devido a oxidagao do analito na superficie do eletrodo ser mais efetiva a medida
que um potencial mais positivo € aplicado. A curva apresentada na Figura 40
indica a tendéncia de formacgao de um platé, a partir de 900 mV, correspondendo
ao valor maximo de sinal amperométrico, garantindo a completa oxidagao do
analito. Portanto, o potencial de 900 mV foi utilizado em todos os experimentos
seguintes Os valores de potencial abaixo de 700 mV nao apresentaram sinal
significativo para compilagéo dos dados, e, portanto, ndo foram considerados.
A influéncia do volume de alga de amostragem (de 25 até 400 ulL) e da
vazao do sistema (de 1,7 até 8,0 mL min-') também foram avaliadas segundo a

sensibilidade do sinal analitico da HCTZ, Figura 41.
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Figura 41 — A) Efeito da variagdo do volume de alga de amostragem e da B) vazao do sistema
na sensibilidade do eletrodo compdsito (25EVA/75NF).

Nota-se que o aumento do volume da alga de amostragem aumenta a
sensibilidade do sistema para volumes de 50 uL e permanece praticamente a
mesma para volumes maiores (Figura 41-A). Assim, a alga de amostragem de
100 pL foi escolhida devido a melhor relagdo entre a reprodutibilidade dos
resultados obtidos (segundo as barras de desvio padrao) e o consumo adequado
de amostra. A partir da Figura 41-B, pode-se observar que a sensibilidade do
sistema aumenta com a vazdo do sistema até 2,9 mL min' e permanece
constante para vazdes mais altas. A vazao de 5,3 mL min™' foi eleita por combinar
menor consumo de reagentes, melhor repetibilidade (segundo as barras de
desvio padrao) e freqliéncia analitica elevada (128 injegdes h-'). Na Tabela 12,

encontram-se resumidos os parametros estudados e selecionados para a
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determinacao de HCTZ utilizando o eletrodo compésito 25EVA/75NF como um

sensor amperomeétrico em um sistema FIA.

Tabela 12 — Parametros avaliados e condi¢des de trabalho selecionadas para determinacao de
HCTZ em sistema FIA.

Parametro Valores Estudados Valores Selecionados
Potencial aplicado 500 — 1100 mV 900 mV
Vol. da alga de amostragem 25 -400 pL 100 pL
Vazao 1,70 — 8,00 mL min"’ 5,3 mL min-"

Depois de escolhidas as condigdes experimentais, analises em triplicata
foram conduzidas para obter uma curva analitica. Inje¢des das solugdes foram
realizadas em triplicata (sentido crescente e decrescente) nos seguintes valores:
1,0x10%;,2,0x10%5,0x10°,1,0x 10*e 2,0x 10* mol L". Os sinais transientes

e a respectiva curva analitica estdo apresentados na Figura 42.
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Figura 42 — A) Sinais transientes obtidos apos a injegéo de solugdes de hidroclorotiazida nas
concentragdes: (a) 1,0 x 10, (b) 2,0 x 105, (c) 5,0 x 105, (d) 1,0 x 10* e (e) 2,0 x 10 mol L"; B)
Curva de calibragado correspondente.

A partir da relacao entre as intensidades dos sinais transientes e as
respectivas concentracbes de HCTZ foi possivel obtencdo da uma curva
analitica. Na Figura 42-B pode ser observado um aumento linear da corrente em
funcdo do aumento da concentracdo do analito. Assim, foram realizados os

calculos dos parametros analiticos: sensibilidade, limite de detecgao (LD), limite
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de quantificagado (LQ) e faixa linear de trabalho. Os resultados estao resumidos
na Tabela 13.

Tabela 13 — Para@metros analiticos calculados para a determinagdo de HCTZ em sistema FIA.

Parametro Valor calculado
Sensibilidade 16,2 pA L mmol"
LD 2,50 x 10® mol L'
LQ 8,32 x 10® mol L'
Faixa linear de trabalho 1,0 x 10°° mol L' = 2,0 x 10* mol L
R? 0,9967
Frequéncia de amostragem 128 injegdes h’!

Para avaliar a repetibilidade dos sinais transientes obtidos pelo método
proposto para determinagédo de HCTZ, 10 inje¢cdes consecutivas de uma solugao
contendo o analito foram registradas (Figura 43). Para este estudo, utilizou-se
uma solugdo contendo HCTZ 5,0 x 10-> mol L' em solugéo de tamp&o BR 0,040
mol L' (pH 7,5). A repetibilidade do sinal amperométrico mostra que ndo ha
efeito de memodria durante as injegbes. Além disso, o sistema apresentou

elevada estabilidade durante a medida.
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Figura 43 — A) Sinais transientes obtidos apds 10 injegdes consecutivas de HCTZ 5,0 x 10° mol
L' B) Variagéo da intensidade do sinal transiente durante a medida.
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4.4.3 Determinacdo de HCTZ em amostras de urina sintética fortificada e

amostras comerciais

O método desenvolvido foi testado em amostras de urina sintética
fortificadas com HCTZ. Para este estudo foram realizadas 5 inje¢coes de solugdes
padrao contendo HCTZ, com concentragdes variando entre 1,0 x 10° e 2,0 x 10
4 mol L' (a-e), seguidas de 3 injegcbes das amostras de urina sintética fortificada,
com concentragdes variando entre 1,0 x 10° e 1,0 x 104 mol L** (U1-U3). As
amostras de urina sintética fortificadas foram preparadas pela diluicdo em
tampao BR 0,040 mol L' pH 7,5 partindo de uma solugcdo de urina sintética
fortificada com HCTZ 0,020 mol L. As solucdes padrdo de HCTZ foram
preparadas pela diluigdo em tampao BR 0,040 mol L' pH 7,5 partindo de uma
solugédo de HCTZ 0,02 mol L' em tampao BR 0,040 mol L' (pH 9,5) juntamente

com 30% (v/v) de acetona. A Figura 44 apresenta os sinais transientes referentes

a analise.
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Figura 44 - Sinais transientes obtidos a partir de inje¢des contendo concentragdes conhecidas
de HCTZ: (a) 1,0 x10°%; (b) 2,0x 10%; (c) 5,0 x 10%; (d) 1,0 x 10* e (e) 2,0 x 10* mol L e Injegbes
das solugdes preparadas a partir da solugéo de urina sintética fortificada: (U1) 1,0 x 105; (U2)
5,0 x 10 e (U3) 1,0 x 10* mol L™.

A partir da relagado entre o sinal de corrente das amostras de urina
sintética (U1-U3) e a equagao matematica proveniente da curva analitica, pdde-

se calcular a concentracgdo de HCTZ nas amostras fortificadas. As
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determinacdes foram feitas em ftriplicata e o os resultados sao apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14 — Resultados obtidos de adigdo/recuperagdo de HCTZ em amostras de urina sintética.

Conc. adicionada (mol L") | Conc. Encontrada (mol L") Recuperagao %

1,00 x 10-° mol L 1,08 x 10°+ 9,11 x 10”7 108
5,00 x 10 mol L™ 4,91 x10°+ 3,83 x10° 98
1,00 x 10* mol L 1,13x10%+ 1,10 x 10°® 113

Com base nos valores de recuperagao, foram obtidos bons resultados
para a recuperagcao de HCTZ nas amostras de urina sintética utilizadas,
mostrando potencialidade analitica do uso do eletrodo compédsito 25EVA/75NF
em conjunto com sistema FIA para a detecg¢ao e determinagao do farmaco.

O método desenvolvido para a determinacdo de HCTZ foi testado na
formulagdo farmacéutica Clorana® (Sanofi Aventis). A solugdo da amostra
comercial foi preparada dissolvendo quantidades apropriadas em meio de
solugdo tampao Britton-Robinson 0,040 mol L' pH 9,5 juntamente com 30% (v/v)
de acetona para resultarem em solugbes de concentragdo de 0,010 mol L,
segundo o fabricante. A Figura 45 apresenta os sinais amperométricos referente
as adicdes de solucao padrdao de HCTZ, com concentragcdes variando entre 2,0
x 10° e 1,0 x 10 mol L (a-c), seguido da adigdo da amostra comercial (A1),
diluigdo da solucgéo estoque da amostra em tamp&o BR 0,040 mol L' (pH 7,5).
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Figura 45 — Sinais transientes obtidos a partir de injegdes contendo concentragdes conhecidas
de HCTZ: (a) 2,0 x 10%; (b) 5,0 x 10%; (c) 1,0 x 10** mol L e Injegbes contendo amostra comercial:
(A1) 2,6 x 10* mol L.

A partir da relagao entre o sinal de corrente da amostra comercial (A1) e
a equacao matematica proveniente da curva analitica, péde-se calcular a
concentragdo de HCTZ na amostra comercial. As determinagdes foram feitas em
triplicata e o os resultados sao apresentados na Tabela 15. Os resultados obtidos
para a determinacdo de HCTZ por este trabalho foram comparados com
resultados obtidos pelo valor rotulado (fornecido pelo fabricante) e pelo método
espectrofotométrico de absorcao no ultravioleta, descrito como método oficial na

farmacopéia brasileira (Farmacopéia Brasileira - vol. 2, 2010) (Tabela 15).

Tabela 15 — Resultados obtidos para da determinagcdo de HCTZ em amostras comerciais
utilizando o sistema FIA.

Método Método Valor Rotulado E1% E2%

proposto comparativo (mg/ comprimido)
(mg/ comprimido) (mg/ comprimido)

53,8 +5,7 52,3+1,2 50 +29 +76

E1%: Erro relativo entre 0 método proposto e o método comparativo.

E2%: Diferenga em porcentagem entre o método proposto e o valor rotulado.

A partir da analise dos dados apresentados na Tabela 15, pode-se
considerar que os resultados obtidos pela determinagdo amperométrica de

HCTZ em sistema FIA concordam com os resultados obtidos por
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espectrofotometria de absor¢dao no ultravioleta, considerando um intervalo de

confianga de 95 %, de acordo com o teste t para dados pareados.

4.4.4 Consideragdes gerais sobre o método proposto

O método proposto para a determinagdo de HCTZ apresentou 6timos
resultados, sendo as principais vantagens, a determinagdo rapida e o
desempenho analitico. O procedimento proposto para a determinagao
amperométrica de HCTZ em sistema FIA foi comparado a outros métodos

publicados na literatura, Tabela 16.

Tabela 16 — Comparagcao do método proposto com outros métodos descritos na literatura para
a determinagéo de HCTZ.

Eletrodo Técnica LD FLT Ref.
(mol L) (mol L)
25EVA/75NF Amperometria 8,32x10% 1,0x10%5-2,0x10% Método
-FIA proposto
EDDB SWV 1,6x107 2,0x10%-2,2x10°% (Mansan
o and
Sartori,
2015)
GC CcVv 43x10° 4,0x10%-4,0x10° (Algham
di, 2014)
2CBFGPE SWV 20,0x 10° 5,0x10%-2,0x 10* (Beitolla
hi et al.,
2015)
ta-C:N
thin-film SWV 2,50x10°% 3,0x10%-9,8x10% (Lourenc
electrode ao et al.,
2014)

Comparado a alguns trabalhos descritos na literatura, embora o LD
obtido pelo método proposto seja maior, esse procedimento possibilita a
determinagcao da HCTZ em um sistema em fluxo e com frequéncia analitica
extremamente elevada, de 128 inje¢des h'. Além disso, o desempenho do

eletrodo foi satisfatério, ndo apresentando efeito significativo de envenenamento.
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5 CONCLUSOES

De maneira geral, pode-se concluir que os eletrodos 25PEVA/75NF
apresentam enorme potencialidade eletroanalitica para serem utilizados como
sensores eletroquimicos devido a sua facil construcéo, baixo custo, sensibilidade,
estabilidade e durabilidade, podendo ser aplicados em diversos meios de analise
com amplo intervalo util de potencial. Além disso, o eletrodo proposto ainda pode
ser utilizado em sistemas hidrodindmicos convencionais e sistemas de analise por
injecédo em fluxo (FIA).

Os estudos voltamétricos para caracterizacdo do material compdsito
permitiram verificar a influéncia da quantidade do negro de fumo e do copolimero
EVA no desempenho eletroquimico dos eletrodos construidos. A melhor resposta
voltamétrica foi obtida para o eletrodo compésito contendo 75% (negro de fumo,
m/m) de fase condutora. Esse eletrodo compdsito foi avaliado em diferentes
condi¢cbes e se apresentou bastante versatil, podendo ser utilizado em diversos
meios, com amplos intervalos uteis de potencial, possibilitando sua atuagdo na
determinagao de diversos compostos, tanto em regides mais positivas quanto em
regides mais negativas de potencial.

O método com deteccdo amperométrica e passagem de fluxo para a
determinagdao de acido ascorbico em amostra comercial de suco de laranja é
simples, sensivel, rapido e de baixo custo. Os resultados obtidos foram satisfatorios
e suficientemente confiaveis para a associagcao do eletrodo 25EVA/75NF como um
sensor amperométrico em sistema FIA.

A aplicacdo do material eletrodico 25EVA/75NF como eletrodo base para o
preparo de um EQM obteve resultados satisfatérios, apresentando-se assim como
uma boa plataforma para a construcéo de biossensores.

O método desenvolvido para a determinacdo de hidroclorotiazida em
amostras de urina humana e farmacéutica mostrou-se sensivel, reprodutivo,
extremamente rapido, além de concordante aos resultados obtidos com métodos
oficiais, sendo a principal vantagem a frequéncia analitica e a possibilidade de

determinacao direta, sem a necessidade de preparacao da amostra.
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