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RESUMO

Neste trabalho descreve-se o desenvolvimento de um sensor eletroquimico
baseado em monocamadas auto organizadas de acido 3-mercaptopropiénico (MPA)
e filme de nanoplaquetas de grafite dispersas em quitosana para a determinacéao de
paracetamol em formulacdes farmacéuticas. As nanoplaquetas de grafite (NPQ)
foram dispersas em uma solucdo de quitosana em acido acético e ancoradas a
superficie de eletrodos de ouro por meio de monocamadas auto-organizadas (SAM)
de MPA. A caracterizagcdo do sensor proposto foi realizada por voltametria
ciclica (CV), voltametria de onda quadrada (SWYV), espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) e microscopia eletrénica de varredura com emissao de campo
(SEM-FEG). A érea eletroativa do sensor, determinada por CV empregando
Ka[Fe(CN)e] 5 mmol Lt em KCI 0,1 mol L** como sonda redox, foi cerca de 2 vezes
maior que do eletrodo de ouro. O efeito do tempo de contato com MPA na formacéao
das SAMs e na adesao do filme foi avaliado por EIS e CV, selecionando-se um
tempo de imersdo do eletrodo em solugdo de MPA de 2 h. A voltametria de onda
guadrada (SWV) foi selecionada como técnica eletroanalitica. As condi¢cdes
experimentais que resultaram em um melhor perfil voltamétrico para a aplicacao
analitica foram o emprego de tampéo acetato (0,1 mol L, pH 5,0) como eletrélito de
suporte e os parametros da técnica de SWV de 40 Hz de frequéncia, 80 mV de
amplitude e 3 mV de incremento de potencial. A curva de calibracdo para o
paracetamol foi obtida nas condi¢cdes otimizadas e apresentou uma faixa linear de
1,5 a 19,2 umol L%, com coeficiente de correlagédo (r) de 0,995 e limite de deteccéo
de 0,9 umol L. O sensor apresentou um desempenho analitico aceitavel em termos
da repetibilidade intra-dia e entre eletrodos (2,5 % e 9,4%, respectivamente). A
determinacdo de paracetamol em uma amostra farmacéutica utilizando o método
proposto apresentou erro relativo de 1,7% e recuperagao entre 97,3 e 101,4 %.
Dessa forma, o eletrodo desenvolvido se mostrou adequado para a determinacédo de
paracetamol em amostras farmacéuticas, sendo uma ferramenta Util para analises

rapidas e com exatidao satisfatoria.

Palavras-chave: paracetamol, eletrodo quimicamente modificado, monocamadas

auto-organizadas, quitosana, nanoplaquetas de grafite.



1 INTRODUCAO

O composto N-(4-hidroxifenil)etanamida, popularmente conhecido como
paracetamol, é um farmaco com propriedades analgésicas e antipiréticas
amplamente receitado e utilizado mundialmente. E uma droga substituta ao acido
acetilsalicilico (aspirina) e ministrada para dores de cabeca, dores nas articulagées,
dores reumaticas, enxaqueca, dismenorreia, entre outras. Quando usado de forma
adequada, dentro da dose recomendada, essa substancia ndo apresenta risco a
saude. Entretanto, a facilidade de acesso e aquisicdo de medicamentos analgésicos
aliada a variedade de farmacos que contém o paracetamol preocupa as agéncias e
organizacfes de salde, uma vez que o numero de intoxicagdes por medicamentos
tem crescido. Em doses elevadas ou usado concomitantemente com &lcool, o
paracetamol possui um alto potencial hepatotdoxico, podendo causar faléncia
hepatica e levar o individuo a ébito.

Além da problematica da automedicacgéo, outro fator de risco é a falsificacédo
dos medicamentos, que podem causar danos a saude por falta de efeitos
terapéuticos ou efeitos adversos. O paracetamol também é considerado um poluente
emergente, ou seja, uma substancia quimica sintética encontrada em matrizes
ambientais e biolégicas que apresenta potencial risco a saude. Sendo assim, é
notavel a importdncia do monitoramento do teor de paracetamol em amostras
farmacéuticas, matrizes ambientais e fluidos biolégicos.

O desenvolvimento de novos sensores eletroquimicos é uma area em
continuo crescimento, devido a vantagens como a rapidez, baixo custo de
instrumentacdo e simplicidade de operacdo inerente as técnicas eletroanaliticas.
Eletrodos quimicamente modificados (EQM) tém sido amplamente utilizados como
eletrodos de trabalho, pois possibilitam um aumento na sensibilidade e seletividade
de eletrodos convencionais. A modificacdo do eletrodo normalmente concede a este
as caracteristicas fisico-quimicas do modificador utilizado. Neste trabalho, tem-se
como objetivo o desenvolvimento de um novo sensor eletroquimico para deteccao
de paracetamol em farmacos a partir da modificacdo de um eletrodo de ouro com
nanoplaquetas de grafite ancoradas em monocamadas auto-organizadas de acido

3-mercaptopropionico (MPA).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidroxilo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidroxilo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Etano
https://pt.wikipedia.org/wiki/Etano

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SENSORES ELETROQUIMICOS E ELETRODOS QUIMICAMENTE
MODIFICADOS (EQM’s)

Segundo a IUPAC?, sensores eletroquimicos sdo um tipo especifico de sensor
quimico que transformam a interacéo eletroquimica entre o analito e um eletrodo em
um sinal analiticamente util. Dentre os principais tipos de sensores eletroquimicos
(potenciométricos, amperométricos e condutimétricos), os amperomeétricos utilizam a
aplicacdo de um potencial entre um eletrodo de referéncia e de trabalho para causar
oxidacdo ou reducao de espécies eletroativas, 0 que gera uma corrente que € entao
mensurada.?

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos é uma das areas de maior e
mais rapido crescimento dentro da quimica analitica. Esse destaque pode ser devido
a caracteristicas como sensibilidade e seletividade dos sensores aliadas a rapidez
na deteccéo, simplicidade e baixo custo, além da possibilidade de portabilidade.®#

O desempenho de sensores amperométricos € fortemente influenciado pelo
material que constitui os eletrodos de trabalho. Eletrodos sélidos e de metais nobres,
como os de ouro, sdo amplamente utilizados devido a sua ampla faixa de potencial
anadico, cinética de transferéncia de elétrons favoravel, inércia quimica, baixo custo
e versatilidade. Entretanto, os eletrodos de ouro possuem uma pequena faixa de
potencial catddica, que pode ser ampliada pela modificacdo da superficie do
metal.?®

Os EQM's surgiram como uma maneira de aumentar a sensibilidade e
seletividade dos sensores eletroquimicos e minimizar suas limitacdes, como a
gradativa passivacdo da superficie devida a adsorcdo de espécies presentes em
solugédo.?367 As modificacGes desses eletrodos se ddo pela imobilizacdo de
espécies quimicamente ativas em sua superficie com o objetivo de controlar a
natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solu¢cdo. Fendbmenos como preé-
concentragcdo do analito, eletrocatalise e exclusdo de interferentes sdo o0s
responsaveis pela melhora na sensibilidade e seletividade dos sensores.?6

Neste trabalho, um eletrodo de ouro convencional foi modificado com
monocamadas auto organizadas de tiol (MPA) e nanoplaquetas de grafite. Algumas

das principais propriedades desses modificadores encontram-se descritas a seguir.



2.1.1 Monocamadas Auto Organizadas em Eletrodos de Ouro

Monocamadas auto organizadas (SAM self-assembled monolayers) podem
ser descritas como um arranjo de moléculas (ou &tomos) adsorvidas em superficies
sélidas e que podem ser formadas espontaneamente por meio da imersao dessas
superficies em solugbes de moléculas anféteras.3® Cada molécula constituinte desse
sistema geralmente apresenta trés regides distintas: cabeca, esqueleto e grupo
terminal. A cabeca guia 0 processo de organizagdo, ja que apresenta um grupo
ligante responsavel pela fixagdo da cadeia carbbnica ao substrato. O esqueleto
garante a organizacdo devido a repulsdo causada pelas interacdes intermoleculares
hidrofébicas entre as cadeias carboénicas. E por fim, grupos funcionais terminais (que
podem ou nado estar presentes) conferem propriedades especificas a superficie,
além de possibilitar a ancoragem de outras moléculas, biomoléculas ou
nanoestruturas.81® Sendo assim, as monocamadas podem ser consideradas
interfaces multifuncionais, capazes de interagir com substancias que possuam
caracteristicas hidrofilicas ou hidrofébicas, proporcionando a unido entre moléculas
ou materiais com propriedades completamente diferentes.®

SAM’s tém sido amplamente estudadas e utilizadas como forma de
modificacdo de eletrodos.®%1! Existem diversos mecanismos de adesdo de
monocamadas aos eletrodos soélidos,'° sendo que um dos sistemas mais utilizados
envolve a adsorcdo irreversivel de alcanos funcionalizados em superficies
metalicas.®1° Dentro dessa abordagem, é muito empregada a quimissorcédo de
derivados de enxofre, como ti6is, em eletrodos de ouro, pois a ligacdo entre o ouro e
tidis é termodinamicamente favordvel e estavel em uma ampla faixa de
potencial. 81215

Alcanotiéis contendo acidos carboxilicos como grupos terminais sao
frequentemente empregados na obtencdo de monocamadas, pois (i) possibilitam
interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio entre os grupos terminais e moléculas
presentes ao longo da interface, (ii) apresentam um grupo funcional reativo que
permite a ancoragem de outras moléculas ou estruturas a superficie e (iii)
proporcionam alteragées na polaridade da interface.’?> A Figura 1 representa a
formacdao de uma monocamada de MPA, cuja estrutura envolve uma cadeia

carbdnica curta com um grupo carboxilico e um grupo tiol em extremidades opostas,
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em uma superficie de ouro. Na molécula de MPA, o grupo tiol constitui a cabeca, a
cadeia carbbnica € o esqueleto e o grupamento carboxilico € o grupo funcional

terminal.

O OH
Grupo
terminal

S Cabeca

Esqueleto {

Figura 1. Representacdo esquemética da formacdo de monocamada de tiol (&cido
3-mercaptopropibnico) em superficie de ouro.

O tamanho e o ordenamento da cadeia alquilica desses alcanotidis influencia
no mecanismo de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo. De maneira
geral, com o aumento da cadeia carbbnica ocorre um bloqueio progressivo da
transferéncia eletronica, devido a um melhor empacotamento das monocamadas,
que dificulta a transferéncia de elétrons entre a superficie do eletrodo e o seio da
solucdo.'1° Entretanto, mesmo em sistemas muito bem ordenados, podem ocorrer
defeitos nas monocamadas, caracterizados tanto pela falta de um pequeno nimero
de moléculas (também chamado de pinholes) quanto por regides onde as moléculas
apresentam um certo grau de desordem.®

A deformidade das monocamadas interfere nos mecanismos de transferéncia
de carga através da monocamada. Em geral, supfe-se que o mecanismo de
transferéncia de carga ocorra por efeito de tunelamento através das cadeias
carbdnicas, entretanto, quando ha defeitos na monocamada, estes podem oferecer
um caminho alternativo para a passagem de elétrons.® Monocamadas formadas por
alcanotiéis de cadeias mais curtas geralmente apresentam mais defeitos e menor
cobertura da superficie e, portanto, exibem menor resisténcia a passagem de
elétrons, o que pode ser uma vantagem na aplicabilidade dessas monocamadas em
sensores eletroquimicos.'® Neste trabalho, monocamadas auto-organizadas de

acido 3-mercaptopropionico foram utilizadas para possibilitar a ancoragem de



nanoplaquetas de grafite (um material particulado com caracteristicas hidrofobicas) a

um eletrodo de ouro.

2.1.2 Nanoplaquetas de Grafite

Materiais grafiticos particulados como nanotubos de carbono, fulerenos e
grafeno tém atraido grande interesse no meio cientifico devido as suas notaveis
caracteristicas elétricas, térmicas e mecanicas, que possibilitam suas aplicacdes no
desenvolvimento de nanodispositivos, fibras ultra-resistentes, sensores e suportes
para catalisadores.?0:2

A grafite (Figura 2) € uma das formas alotropicas do carbono em que os
atomos de carbono apresentam hibridizacdo sp? e uma estrutura lamelar, ou seja, é
composta por infinitas camadas de atomos de carbono. Essas camadas sao
conhecidas como camadas de grafeno e se ligam fracamente por interagdes de Van

der Waals.??

Plano A
. ]
| g ' :
Plano B c
06708 :
nm [l
' espacamento (C/2)

o—( ® ' entre lamelas
i
Plano A 2
a Ka.
célula 028 0.141

m
unitaria o n

Figura 2. Representacao da estrutura cristalina do grafite.23

A partir da exfoliacdo de grafite € possivel obter materiais como grafeno e
nanoplaquetas de grafite. Grafeno € o nome dado a uma monocamada

bidimensional de carbonos hibridizados em sp? organizados de forma hexagonal,
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gue é a unidade elementar presente em outras formas alotrépicas do carbono como
grafite, fulerenos e nanotubos.?:?4#25 O grafeno, assim como 0s nanotubos de
carbono, apresenta excelente condutividade elétrica, uma caracteristica muito
atraente para aplicacdo na modificacdo de sensores. Entretanto, esses materiais
possuem um elevado custo de obtencdo, sendo as nanoplaquetas de grafite uma
alternativa economicamente favoravel.?!

As nanoplaquetas de grafite (NPQ) sdo constituidas por algumas camadas de
grafeno empilhadas que mantém parcialmente as propriedades elétricas desse
material. Além disso, apresentam um custo de obtencgé&o inferior aos nanotubos de
carbono e ao grafeno, tornando promissora sua aplicacdo no campo da
eletroanalitica. Por possuirem caracteristicas hidrofébicas devido as interacdes de
Van der Waals entre as camadas de grafeno, as nanoplaquetas de grafite ndo séo
estaveis em meio aquoso e, portanto, estudos para obter suspensdes estaveis
desse material em surfactantes e polieletrélitos tém sido desenvolvidos.?1:26

Eletrodos modificados com dispersdes ou nanocompdsitos de quitosana e
nanotubos de carbono?’28293031  quitosana e grafeno®?3® e quitosana e
nanoplaquetas de grafite®* tém sido estudados e desenvolvidos visando diferentes
aplicacfes. A quitosana, cuja estrutura é apresentada na Figura 3, € um biopolimero
derivado da desacetilacdo da quitina que é biocompativel, biodegradavel, de baixa
toxicidade e elevada resisténcia mecanica.?®?® Além disso, possui uma excelente
capacidade de formacédo de filmes, alta permeabilidade em agua, boa adesdo em
superficies e baixo custo.?”2832 A quitosana apresenta alta porosidade, com poros
muito pequenos, em escala nanométrica, o que faz desse polimero um excelente
suporte para a imobilizacdo de diversas espécies eletroativas.?®?° Devido a todas
essas propriedades, a quitosana € um polieletrolito capaz de formar suspensdes
estaveis com materiais grafiticos como as nanoplaquetas de grafite, possibilitando a

deposicéo e adesdo de filmes desse material sobre eletrodos convencionais.30-3437

— H3C =
N
C=0
HN

"H2OH ©

Figura 3. Estrutura primaria da quitosana.®®



2.2 TECNICAS ELETROANALITICAS

As técnicas eletroanaliticas envolvem a analise indireta a partir da relacéo
entre medidas de propriedades elétricas, tais como corrente, potencial e carga, com
propriedades quimicas inerentes a um determinado sistema.3® Dentre as técnicas
eletroanaliticas, serdo empregadas nesse trabalho a voltametria ciclica (CV), a
voltametria de onda quadrada (SWV) e a espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS).

A voltametria € uma técnica eletroanalitica baseada na medida da corrente
gerada em funcdo do potencial aplicado e, por isso, é considerada uma técnica
dinamica.*° Consiste na medida da corrente em uma célula eletroquimica, na qual a
velocidade de oxidacdo ou reducdo do analito é limitada pela velocidade de
transferéncia de massa do analito para a superficie do eletrodo de trabalho. Sendo
assim, quando uma diferenca de potencial é aplicada na célula eletroquimica, €
medida a corrente elétrica gerada entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo, o
que constitui o sinal analitico.**

A CV é uma técnica util para obtencado de informacdes qualitativas a respeito
de processos eletroquimicos sob diferentes condicdes e encontra ampla
aplicabilidade no estudo de reacdes redox, deteccao de intermediarios de reacao e
acompanhamento de reacdes envolvendo produtos formados no eletrodo. Na CV, a
varredura de potencial é realizada no sentido da oxidacdo ou da reducdo e, em
seguida, na direcdo contraria, sendo a corrente medida ao longo da varredura.*! Ja a
SWV é uma técnica de pulso rapida e sensivel muito utilizada em medidas
guantitativas, com limites de deteccdo comparaveis aos das técnicas
cromatograficas e espectroscométricas.*? Na SWV a corrente é medida no final dos
pulsos diretos e reversos, o que minimiza o efeito da corrente capacitiva.*?

Por fim, a EIS é uma técnica muito empregada para caracterizacdo de
materiais e filmes e em estudos de mecanismos de eletro-deposicdo, entre outros.
Na EIS, um sinal de excitacdo sinusoidal de pequena amplitude é aplicado ao
sistema sob investigacdo e a resposta € medida em forma de corrente, tensédo ou

outro sinal de interesse.*4



2.3 PARACETAMOL

O paracetamol (PCT), também conhecido como acetaminofeno, é um
analgésico e antipirético amplamente conhecido e utilizado, sendo facilmente
encontrado em farméacias e drogarias. E, também, uma droga substituta & aspirina e
administrada para dores de cabeca, dores nas articulacdes, dores reumaéticas,
enxaqueca, dismenorreia, entre outras.?82932

Apesar de seu uso terapéutico, doses excessivas de PCT podem ser
prejudiciais a saude, podendo causar danos hepaticos e renais severos. O PCT é
também utilizado na industria de corantes, como precursor da penicilina,
estabilizador de peréxido de nitrogénio e como aditivo no petrdleo.3%:3335
Consequentemente, o paracetamol é inevitavelmente lancado ao meio ambiente,
sendo considerado um poluente emergente.334%

Sendo assim, diversos métodos tém sido desenvolvidos para monitorar e
detectar paracetamol em farmacos, meios biol6gicos e na agua. Espectrometria,
cromatografia e titrimetria sdo exemplos de métodos utilizados para este fim sendo
recomendado pela farmacopeia brasileira o doseamento de paracetamol em
comprimidos empregando o método de cromatografia liquida de alta eficiéncia ou
espectrometria no UV-Vis.*® Entretanto, métodos cromatograficos possuem elevado
custo operacional e, portanto, sendo o paracetamol um composto eletroativo?’-3°
(Figura 4), sua analise utilizando técnicas eletroanaliticas se torna atrativa, sendo
que essas técnicas apresentam vantagens como o0 baixo custo, rapidez e

simplicidade operacional, além de apresentarem alta sensibilidade.3233:35

OH &
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(Paracetamol) (N-acetil-p-benzoquinona imina)

Figura 4. Mecanismo de oxidacao eletroguimica do PCT, formando N-acetil-p-benzoquinona imina.32



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um novo sensor eletroquimico a partir da modificacdo da
superficie de eletrodos de ouro com nanoplaquetas de grafite dispersas em
quitosana e ancoradas aos eletrodos por meio de monocamadas auto-organizadas
de acido 3-mercaptopropionico. Os eletrodos modificados serdo empregados na

determinacao de paracetamol em uma amostra farmacéutica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter suspensdes estaveis e homogéneas de nanoplaquetas
empregando uma solucdo de quitosana em meio acido como dispersante;

. Construir monocamadas auto-organizadas na superficie de eletrodos
de ouro por imersdo em solucédo etandlica de acido 3-mercaptopropionico (MPA);

. Aderir o filme de nanoplaquetas dispersas em quitosana na superficie
recoberta com monocamadas auto-organizadas de MPA por gotejamento da
suspensao;

. Estudar a influéncia do tempo de imersdo em acido
3-mercaptopropiénico na formacdo das monocamadas e na adesdo do filme de
nanoplaquetas de grafite por espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS);

. Empregar as técnicas de microscopia eletrénica de transmisséao (TEM)
e microscopia eletrénica de varredura com emissdo de campo (SEM-FEG) para
caracterizar a suspensao de nanoplaquetas de grafite em quitosana e a morfologia
da superficie dos eletrodos modificados;

o Estudar o efeito da velocidade de varredura e determinar a area
eletroativa do eletrodo de ouro limpo e do sensor desenvolvido empregando
voltametria ciclica em presenca de [Fe(CN)s]3/4;

o Avaliar o comportamento eletroquimico do sensor e a contribuicdo de
cada modificacéo por CV e EIS em presenca de [Fe(CN)e]*’* ou paracetamol;

o Selecionar a técnica eletroanalitica mais sensivel para a determinacéo
de paracetamol empregando o eletrodo modificado entre a voltametria de pulso
diferencial (DPV) e a SWYV,;,



o Otimizar as condicbes experimentais para a operacao do sensor na
determinacdo de paracetamol: natureza e pH do eletrdlito suporte e parametros da

técnica voltamétrica selecionada;

o Realizar estudos de repetibilidade intra-dia e repetibilidade entre
eletrodos;
o Construir uma curva de calibracio com o intuito de avaliar o

desempenho analitico do sensor.
o Aplicar o sensor modificado na determinacdo de paracetamol em

amostra farmacéutica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todas as solugdes aquosas foram preparadas utilizando-se agua ultrapura
obtida a partir de um sistema Milli-Q (Millipore). Todos os reagentes foram obtidos
comercialmente, em grau analitico, sem realizacao de purificacdo adicional.

As solucdes tampéo fosfato na concentracdo 0,1 mol L* foram preparadas
utilizando-se uma mistura de monohidrogenofosfato (Na2HPOa4) e dihidrogenofosfato
de sodio (NaH2PO4). O ajuste do pH destas solucdes foi realizado na faixa de 6,0 a
8,0 através da adicdo de hidroxido de sédio ou acido fosférico de acordo com a
necessidade.

As solucdes tampdo acetato na concentracdo 0,1 mol L foram preparadas
usando uma mistura de acetato de sédio e acido acético. O ajuste do pH destas
solucdes foi realizado na faixa de 4,0 a 5,0, através da adi¢cao de hidroxido de sodio
ou 4cido acético.

As medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltametria
ciclica foram realizadas utilizando-se uma solugdo aquosa com concentracdo de
5 mmol L de ferrocianeto (Ka[Fe(CN)e]) e ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)s]) em
0,1 mol L* de KCI, que foi preparada pela dissolucdo desses sais em agua.

As suspensfes de nanoplaquetas de grafite foram preparadas a partir da
mistura de uma solucdo 10 mg mL?' de quitosana de baixa massa molar
(Sigma-Aldrich) em &cido acético 1% (m/v) com uma mistura de nanoplaquetas de
grafite (XG Sciences) em agua deionizada (1 mg mL™?). A mistura foi agitada
magneticamente por 30 min e sonicada por 20 min. A suspensdo obtida foi
centrifugada a 15.000 rpm por 1 hora e o sobrenadante foi desprezado. As
nanoplaquetas foram, entdo, ressuspendidas em agua ultrapura para obtencdo de
uma concentracdo de 2,5 mg mL* de nanoplaquetas em suspenséo.

As solucdes etandlicas de acido 3-mercaptopropidnico (Fluka) foram
preparadas em alcool etilico absoluto (Synth) na concentracdo de 100,0 mmol L.

As solucbes de paracetamol (Sigma-Aldrich) empregadas como padréo
analitico nos estudos de otimizacdo e aplicacdo do sensor foram preparadas

anteriormente a cada estudo pela dissolu¢cdo do paracetamol em agua ultrapura de
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modo a se obter uma concentracdo de 1 mmol L. As concentracdes subsequentes
foram obtidas a partir da diluicdo da mesma.
A amostra farmacéutica utilizada para quantificacdo de paracetamol, com uma

concentracdo nominal de 750 mg, foi obtida em uma farmacia de Florianépolis-SC.

4.2 EQUIPAMENTOS

As medidas eletroanaliticas de CV, DPV e SWYV foram realizadas utilizando-
se um Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT101 e as de EIS um
PGSTAT128N (modulo FRA) conectados a um computador contendo o software
NOVA (versdo 1.10). Para todas as medidas foi empregado um sistema de trés
eletrodos: o eletrodo modificado como eletrodo de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCI
(KCl 3,0 molL') como eletrodo de referéncia e uma placa de platina de
aproximadamente 0,5 cm? como contra-eletrodo. Juntamente a esse sistema foi
utilizado um agitador magnético para homogeneizacéo das solucées.

As medidas de SEM-FEG e TEM foram realizadas no Laboratorio Central de
Microscopia Eletronica da UFSC. Um microscopio eletrénico de varredura JEOL
JSM-6390LV foi utilizado para caracterizacdo da morfologia da superficie dos
eletrodos modificados e um microscopio eletrénico de transmissdo JEM-1011 TEM
para a caracterizacdo da suspensédo de nanoplaquetas de grafite em quitosana.

As medidas de pH foram realizadas utilizando um medidor de pH Micronal
(modelo B-475) contendo um eletrodo de vidro combinado. Um banho ultra-sénico
da Cristofoli Biosseguranca foi utilizado para auxiliar no preparo das solucdes e
suspensdes. Uma centrifuga eppendorf Centrifuge 5424R foi utilizada para obtencdo
de diferentes concentracbes da suspensdo de nanoplaquetas de grafite em

quitosana.

4.3 CONSTRUCAO DO SENSOR

Primeiramente foi realizada a limpeza do eletrodo: o eletrodo de ouro foi
polido mecanicamente com suspensdo aquosa de alumina 0,05 pum sobre feltro por
cerca de 5 min e lavado com agua deionizada para retirada das particulas de

alumina residuais. Por fim, uma limpeza eletroquimica foi realizada imergindo-se o
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eletrodo em solucdo de A&cido sulfurico 0,5 mol L' e aplicando-se varreduras
sucessivas de potencial (0,0 V a 1,7 V vs Ag/AgCl) até que um voltamograma ciclico
caracteristico de eletrodos de ouro limpos fosse obtido.4’

Apobs a limpeza, o eletrodo limpo foi imerso em solugdes etandlicas de acido
3-mercaptopropidnico (MPA) para a formagdo de monocamadas auto-organizadas.
Essa imersao foi realizada variando-se o tempo de contato (de 1 a 24 hs). A
formacdo das monocamadas foi monitorada por EIS.

Posteriormente, os eletrodos modificados com MPA foram lavados com
etanol. Apdés a secagem, 2 pL da suspensdo de nanoplaquetas de grafite em
quitosana foram gotejados sob a superficie do eletrodo, sendo esse, entéo, incubado
por 5 min e por fim colocado em um dessecador sob vacuo até completa evaporacao
do solvente. A influéncia do tempo de contato do eletrodo em solucdo de MPA na
adesdo do filme de nanoplaquetas de grafite e na resposta do eletrodo foi
acompanhada por EIS e CV.

4.4 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas eletroquimicas foram realizadas a temperatura ambiente em uma
célula eletroquimica contendo 12,5 mL do eletrélito suporte e o volume apropriado
de solucdo do analito. ApGs a agitacdo magnética por 60 segundos para
homogeneizacdo da solucdo, os voltamogramas foram obtidos por medidas de
potencial contra Ag/AgCI (3,0 mol L't KCI). Os voltamogramas ciclicos foram obtidos
em intervalo de potencial de -0,4 a +1,0 V com velocidade de varredura de 10 a
200 mV s,

Ao final de cada medida eletroquimica realizada na presenca de paracetamol
o eletrodo NPQ/SAM/AUE foi lavado com 10 gotas de solucdo de NaOH 4,8% e
agua deionizada para remover possiveis moléculas de paracetamol adsorvidas na
superficie do eletrodo.

Alguns parametros relativos as condicfes experimentais de operagdo do
sensor foram avaliados a fim de se obter uma melhor resposta analitica. Foram
investigados o pH, a composicdo e a concentracdo do eletrélito suporte (tampéo
fosfato 0,1 mol L na faixa de pH de 6,0 a 8,0 e tamp&o acetato na faixa de pH de
4,0 a 5,0). Também foram avaliados os parametros da técnica de SWV: frequéncia
(de 10 a 100 Hz), amplitude (de 10 a 100 mV) e incremento (de 1 a 10 mV).
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4.5 AVALIACAO DO DESEMPENHO DO METODO ANALITICO EMPREGANDO O
SENSOR ELETROQUIMICO DESENVOLVIDO

4.5.1 Construcéo da curva de calibracao

Para avaliar o desempenho analitico do sensor, foi construida uma curva de
calibracao relacionando a variacdo da corrente do pico de oxidacdo do paracetamol
(medido por SWV nas condi¢des otimizadas) com a concentracdo de paracetamol
na célula. Para tal, foram realizadas adi¢fes sucessivas da solugdo estoque do

analito (1 mmol L'1) com o auxilio de uma micropipeta.

4 5.2 Estudo de Interferentes

Apbés a otimizacdo das condi¢cdes experimentais, o efeito de potenciais
interferentes foi investigado através da adicdo de determinados compostos a uma
solucdo contendo 10,5 pumol L de paracetamol em tamp&o acetato (pH 5,0). Cada
um dos possiveis interferentes foi adicionado a solucao inicial numa proporcao de
10:1, 1:1 e 1:10 em relacdo a concentracdo de paracetamol. As correntes de pico
mensuradas foram comparadas com a obtida utilizando apenas a solucdo padréo de
paracetamol.

Algumas substancias geralmente encontradas em farmacos?® que contém
paracetamol foram estudadas como possiveis interferentes, sendo elas cafeina,

glicose, sacarina, acido ascorbico e acido citrico.

4.5.3 Estudo de repetibilidade intra-dia e repetibilidade entre eletrodos

O estudo de repetibilidade intra-dia foi realizado a partir de dez medidas
sucessivas de SWV do sensor construido em solugdes contendo 10,5 pmol Lt de
paracetamol (tampdao acetato; pH 5,0). O estudo de repetibilidade entre eletrodos foi
realizado nas mesmas condi¢cdes operacionais do estudo de de repetibilidade intra-
dia, mas nesse caso analisando-se a resposta de quatro sensores diferentes

construidos da mesma maneira.
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4.5.4 Determinagéo de paracetamol em amostra farmacéutica

Dez comprimidos de uma amostra de paracetamol da marca TEUTO foram
macerados com um pistilo de porcelana. Uma massa de 150 mg dessa amostra
macerada foi dissolvida em 2,5 mL de uma solucéo 0,1 mol L't de NaOH, acrescidos
de 5 mL de agua e deixada sob agitacdo por 15 min. Essa solucéo foi, entdo, aferida
para 10 mL com agua e filtrada em seguida. Um volume de 1 mL do filtrado foi
transferido para um baldo volumétrico de 10 mL que foi preenchido com agua
ultrapura. Da solucdo resultante, foi retirado 1mL e transferido para outro balédo
volumétrico de 10 mL, onde foi adicionado 1 mL da solugdo de NaOH 0,1 mol L' e
avolumado com agua até o menisco. A solucéo final foi transferida para um frasco
ambar e armazenada sob refrigeracao.

A quantificacdo de paracetamol nessa amostra foi realizada por SWV
empregando o sensor proposto como eletrodo de trabalho. A determinacdo foi
realizada pelo método de adicdo de padrdo. Assim, aliquotas da amostra preparada
foram transferidas para a cela eletroquimica contendo tampé&o acetato (0,1 mol L*?;
pH 5,0) e quantificadas a partir das correntes medidas apds sucessivas adicdes da
solucéo padrao de paracetamol.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGCAO MICROSCOPICA

Nanoplaquetas de grafite tendem a formar aglomerados em solu¢des aquosas
devido as interacdes hidrofébicas entre as folhas de grafeno que formam este
material.?? Dessa forma, foi necessario evitar a agregacéo das nanoplaquetas para a
construcdo do sensor em questdo (NPQ/SAM/AUE). Neste trabalho, a quitosana,
que € um polimero natural de baixo custo com alta capacidade de formacdo de
filmes,?® foi escolhida como dispersante para prevenir a aglomeragdo das
nanoplaquetas de grafite. As NPQ foram adequadamente dispersas na solugéo
aquosa de quitosana, jA que uma suspensao escura e estavel foi obtida. A Figura 5
apresenta as imagens de TEM e da suspensdo, nas quais é possivel observar a

estrutura lamelar caracteristica de materiais do tipo grafeno.?

025
U

Figura 5. Imagens de TEM (A e B) e da suspenséo (D) das nanoplaquetas de grafite dispersas em
quitosana e (C) NPQ em &gua.
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A morfologia da superficie do eletrodo de ouro antes e depois da modificagdo
foi investigada por microscopia eletrébnica de varredura com emissdo de campo
(SEM-FEG) e as imagens obtidas podem ser observadas na Figura 6. As imagens A
e B da Figura 6 mostram a superficie do eletrodo de ouro limpo com algumas
ranhuras resultantes da limpeza mecéanica do eletrodo. As imagens das Figuras 6C e
6D mostram que um filme homogéneo de nanoplaquetas e quitosana foi depositado
uniformemente na superficie do ouro.

X1,000 WD 65mm 10um Si 5.0kV X5000 WD 65mm

Figura 6. Imagens de SEM-FEG obtidas com 5,0 kV para (A) e (B) AuE limpo e (C) e (D) para
NPQ/SAM/AUE e ampliacdo de 1000x para (A) e (C) e 5000x para (B) e (D).
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5.2 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA DO ELETRODO MODIFICADO

5.2.1 Avaliagdo do comportamento eletroquimico em [Fe(CNe)]3/*

O comportamento eletroquimico do eletrodo modificado foi avaliado a cada
etapa de construcdo do sensor por CV e EIS utilizando 5 mmol L de [Fe(CNe)]3/*
como sonda redox em KCI 0,1 mmol L. A Figura 7 apresenta os voltamogramas
ciclicos obtidos para o sistema redox [Fe(CNe)]>/* empregando (a) o eletrodo de
ouro ndo modificado (AuE); (b) o eletrodo de ouro modificado com monocamada de
MPA (SAM/AUE) e (c) o eletrodo de ouro modificado com SAM e filme de
nanoplaquetas dispersas em quitosana (NPQ/SAM/AUE). De acordo com a Figura 7,
pode ser observada uma grande diferenca nas respostas eletroquimicas devido a
cada etapa de modificacdo do eletrodo resultar na formacgéo de diferentes estruturas

interfaciais.
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos de [Fe(CN)e]3/*- obtidos com velocidade de varredura de 50 mV s
para (a) AuE, (b) SAM/AUE e (c) NPQ/SAM/AUE.

Para o eletrodo de ouro ndo modificado (a), observa-se um par de picos redox
bem definido com uma razéo entre as correntes anddica e catddica (ipalipc) proxima a
unidade (=1,07), o que é caracteristico de um processo redox reversivel das
espécies presentes em solucdo.*® Contudo, a resposta voltamétrica para o eletrodo
de ouro modificado com a monocamada de MPA (b) foi consideravelmente menor,

indicando que a transferéncia eletronica entre o eletrodo de ouro e o sistema redox
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foi parcialmente bloqueada pela presenca da SAM. Essa observacéo indica que a
monocamada formada ndo é perfeitamente isolante, j& que permite o livre
movimento do mediador para a superficie do eletrodo, um comportamento tipico de
SAMs formadas por alquiltidis de cadeia curta. Conforme o tamanho da cadeia
alquilica diminui, o nivel de ordenamento das SAM’s decresce também, assim como
a densidade de empacotamento e a cobertura da superficie.1’-2° A ocorréncia de
defeitos na monocamada afeta a sua propriedade isolante,*® sendo que a
transferéncia de elétrons entre as espécies em solucéo e o eletrodo deve ocorrer por
tunelamento e através dos defeitos da monocamada.®® Comparativamente, quase
nenhuma corrente é detectada no caso de SAM altamente ordenadas.'®

ApoOs a deposicdo do filme de nanoplaquetas dispersas em quitosana (c)
observa-se um grande aumento na resposta voltamétrica do sistema redox,
indicando que ndo hd um impedimento consideravel a transferéncia de elétrons.
Dessa maneira, as nanoplaquetas de grafite fornecem um caminho condutivo para a
transferéncia de elétrons. O processo redox parcialmente bloqueado pela SAM foi
ndo apenas restaurado, mas também melhorado, pela ancoragem das
nanoplaquetas na superficie do AUE por meio da SAM.

Essas observagcbes sdo corroboradas pelas medidas de EIS. A Figura 8
apresenta os diagramas de Nyquist obtidos a partir de medidas de EIS em
KCI 0,1 mol L' contendo 5 mmol L da sonda redox [Fe(CNe]**. A EIS é uma
ferramenta poderosa para monitorar as alteracdes de propriedades interfaciais da
superficie de eletrodos, ja que o diametro do semicirculo observado nos diagramas
de Nyquist é igual a resisténcia a transferéncia de elétrons, Rct, que controla a
cinética da transferéncia eletrénica da sonda redox na interface do eletrodo.>! De
acordo com a Figura 8, o diametro do semi-circulo da curva (a) € menor que o da
curva (b), indicando que a resisténcia do eletrodo aumenta na presenca da SAM (Rt
de 904 para AuE e 2680 Q para SAM/AUE), confirmando o bloqueio parcial da
superficie. Por outro lado, apds a deposicao do filme de nanoplaquetas, observa-se
uma linha quase reta no diagrama de Nyquist, caracteristica de processos de
transferéncia de elétrons controlados por difusdo. A Rct diminuiu substancialmente
para valores ainda menores que o0 AuE (Rct de 43 Q). Dessa forma, a velocidade de
transferéncia de elétrons entre o AuE e as espécies redox em solucdo foi

consideravelmente aumentada na presenca do filme.
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Figura 8. Diagramas de Nyquist obtidos em KCI contendo [Fe(CN)s]3/4 (5 mmol L), modo de circuito
aberto, 10 mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1 a 100.000 Hz para (a) AuE, (b) SAM/AUE e
(c) NPQ/SAM/AUE.

5.2.2 Efeito da velocidade de varredura e determinacao da area eletroativa do

sensor

A influéncia da velocidade de varredura no perfil voltamétrico do eletrodo
modificado (NPQ/SAM/AUE) pode ser observada na Figura 9. Para tal, medidas de
CV em KCI 0,1 mol L contendo 5 mmol L da sonda redox [Fe(CNs)]¥* foram
realizadas variando-se a velocidade de varredura de 10 a 250 mV s. As areas
eletroativas dos eletrodos de AuE e NPQ/SAM/AUE foram estimadas a partir da
medida da resposta de espécies de [Fe(CNes]* (5 mmol L't em KCI 0,1 mol L) por

CV e de acordo com a equacéo 1, conhecida como equacdo de Randles—Sevcik®?:
i, =2,69x10°A4DY2n3/2C v1/2 (Equag&o 1)

onde ip € a corrente de pico (A), A é a area eletroativa (cm?), D é o coeficiente de
difusdo das espécies de [Fe(CNe)]* em solucdo (7,17x10° cm? s1),53 n é o nimero
de elétrons envolvidos na reacgdo, v¥? é a raiz quadrada da velocidade (V s') e C a
concentragéo de [Fe(CNs]* em mol L.
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Figura 9. (A) CVs obtidos com o sensor proposto em KCI contendo [Fe(CN)g]3/4 (5 mmol L1) em
diferentes velocidades de varredura de (a) 10,0; (b) 20,0; (c) 30,0; (d) 50,0; (e) 70,0; (f) 100,0; (9)
120,0; (h) 150,0; (i) e (j) 250 mV s

Como pode ser observado na Figura 9, as correntes de pico aumentam com 0
aumento da velocidade de varredura, de acordo com a Equacdo 1 que demonstra
que a corrente de pico € diretamente proporcional ao quadrado da velocidade de
varredura. Por meio da linearizacdo do gréafico de corrente de pico anddico (ia) e
catddico (ic) em funcéo da raiz da velocidade de varredura (Figura 10A) e utilizando
a Equacéo 1 obteve-se uma area média de 0,027 cm? para o AuE e 0,052 cm? para
NPQ/SAM/AUE, mostrando que a modificacdo possibilitou um aumento de area de
aproximadamente duas vezes. Esse aumento na area eletroativa do sensor é um
fator que contribui para o aumento da resposta eletroquimica do eletrodo apés a
modificacao.

Além disso, o mecanismo de transporte de massa foiinvestigado plotando-se
(log ip) em funcéo de (log v) para NPQ/SAM/AUE (Figura 10C). O coeficiente angular
das curvas obtidas para as espécies anddicas e catddicas foram de 0,62 e 0,61,
respectivamente. Esses valores sdo proximos do valor tedrico de 0,5 que € esperado
para processos controlados por difusdo, nos quais o0 movimento das espécies em

solucéo ocorre devido a um gradiente de concentragédo.*?52
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Figura 10. (A) Gréfico de ipa e ipc vs. v12 para (1) AuE e (2) NPQ/SAM/AUE. (B) log ipa € ipc vs. log v.

5.3 CONTRIBUICAO DOS MODIFICADORES NA RESPOSTA ANALITICA PARA
PARACETAMOL

Para estudar a influéncia de cada modificador na resposta analitica do sensor
para o paracetamol, analisou-se a resposta de trés diferentes eletrodos, o AuE, o
AUE/SAM e o NPQ/SAM/AUE por SWV (frequéncia de 40 Hz, amplitude de 80 mV e
incremento de potencial de 3 mV) em tampéo acetato (0,1 mol L; pH 5,0) na faixa
de potencial de 0,0 a +1,0 V vs. Ag/AgCl em presenca de 10,5 pmol Lt de
paracetamol. Como pode ser observado na Figura 11, uma maior corrente de pico
foi medida para o paracetamol utilizando o sensor modificado em comparagédo ao
eletrodo de ouro limpo. O sensor proposto (curva c) apresentou uma corrente de
pico aproximadamente dez vezes maior que a observada para o AUE. O aumento na
resposta analitica para o paracetamol sugere um processo de oxidacdo mais rapido

na superficie do eletrodo, o que pode ser atribuido a um aumento da condutividade e
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da area eletroativa da superficie proporcionado pela modificacéo, além de um efeito
de pré-concentracdo do analito na superficie devido a possiveis interacdes entre os

grupos amino da quitosana e os grupos hidroxila das moléculas de paracetamol.
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Figura 11. SWV empregando (a) AuE e (b) SAM/AUE e (c) NPQ/SAM/AUE em tamp&o acetato
(0,1 mol L1, pH 5,0) contendo 10,5 pmol L-*de paracetamol. Frequéncia de 40 Hz; amplitude de 80
mV; incremento de 3 mV.

A Figura 12 apresenta uma representacdo esquematica da superficie do sensor
desenvolvido e da reacdo eletroquimica envolvida na deteccdo de paracetamol. De
acordo com a representacdo, a monocamada de MPA formada na superficie do
eletrodo de ouro possibilita a adesdo do filme de nanoplaguetas por interagir,
provavelmente de maneira eletrostadtica, com a quitosana que envolve o
nanomaterial. Por sua vez, o filme constituido de quitosana e nanoplaquetas de
grafite atua como um catalisador da reacdo de oxirreducdo do paracetamol,

interagindo com os grupos hidroxila desse analito por meio dos grupamentos amino
da quitosana.
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Figura 12. Representacao esquematica do principio de funcionamento do sensor.

5.4 OTIMIZACAO DE CONDICOES EXPERIMENTAS DE CONSTRUCAO E
OPERACAO DO SENSOR

5.4.1 Efeito do tempo de contato com MPA

A formacédo da SAM e do filme de nanoplaquetas em fungcédo do tempo de
contato com a solucéo etandlica de MPA foi monitorada por EIS. Os diagramas de
Nyquist para SAM/AUE e NPQ/SAM/AUE sédo apresentados nas Figuras 13A e 13B,
respectivamente. E possivel observar na Figura 13A que quanto maior o tempo de
contato com a solucdo de MPA, maior a resisténcia a transferéncia de carga exibida
pelo eletrodo de ouro modificado com SAM (Rct de 1,2, 1,8, 4,6, 21 e 30 kQ para 1,
2, 3, 5 e 24 horas, respectivamente). Esse aumento da resisténcia € devido a
parametros da SAM que variam com o0 tempo de contato com o tiol, como a
cobertura da superficie e o tamanho e distancia entre os pinholes, especialmente

para monocamadas formadas por alquiltidis de cadeia curta.®
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Figura 13. Diagramas de Nyquist obtidos em KCI contendo [Fe(CN)e]3#4 (5 mmol L1), modo de
circuito aberto, 10 mV de amplitude e faixa de frequéncia de 0,1-100.000 Hz para (A) SAM/AUE e (B)
NPQ/SAM/AUE em diferentes tempos de imersdo em MPA: (a) 0, (b) 1, (c) 2, (d) 3, (e) 5 e (f) 24
horas.

Qualitativamente, observou-se uma melhor adeséo do filme de nanoplaquetas
nas SAM’s formadas em tempos de contato mais curtos, além de os filmes
apresentarem os menores valores de Rct (32, 40, 47,83 e85 Qparal, 2, 3,5¢e24
horas, respectivamente), conforme mostra a Figura 13B. Em ensaios preliminares
realizados, nao foi possivel aderir o filme de nanoplaquetas a superficie de SAMs de
acido 11-mercaptoundecandico (MUA), que apresenta uma maior cadeia alquilica e,
portanto, gera SAMs com maior grau de ordenamento.l”?° Essa observacéao,
associada ao conjunto de resultados apresentados, indica que a adesao do filme de
nanoplaquetas é favorecida pela presenca de defeitos no empacotamento da SAM.
Em Losic et al., uma SAM de MPA exibiu uma menor resisténcia a transferéncia de
elétrons comparada & SAM de MUA, o que conduziu a uma maior sensibilidade de
deteccdo do eletrodo.>* Considerando as evidéncias encontradas, o tempo de

contato entre o eletrodo de ouro e a solucdo de MPA selecionado foi de 2h.

5.4.2 Selecdo e otimizagdo da técnica eletroanalitica

Com o intuito de escolher a técnica eletroanalitica com maior sensibilidade
para a aplicacdo do sensor, medidas de diferentes concentracdes de paracetamol
em tampao acetato 0,1 mol L** em pH 5 foram realizadas utilizando as técnicas de
SWV e DPV. A Figura 14 mostra a comparacao entre as técnicas em termos da
relacdo entre concentracdo de paracetamol e a corrente de pico gerada em cada
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técnica. A curva construida a partir da resposta obtida para a SWV foi a que
apresentou maior inclinagdo (14 vezes maior que para DPV) e, portanto, maior
sensibilidade, sendo, entdo, esta técnica a escolhida para os fins analiticos do

sensor.
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Figura 14. Comparagao entre técnicas relacionando a concentracdo de paracetamol (3,1 a
14,9 umol L1) com a corrente de pico gerada (medidas realizadas em tampao acetato 0,1 mol L%; pH
5,0), utilizando (a) SWV e (b) DPV.

A fim de se definir as melhores condi¢cdes de operacdo do sensor, bem como
melhor definicdo de pico e maior resposta, os parametros da técnica de SWV foram
otimizados. Os efeitos da variacdo da frequéncia, amplitude e incremento de
potencial nas faixas de 10 a 100 Hz, 1 a 10 mV e de 1 a 10 mV, respectivamente,
foram investigados, em triplicata, através de uma andlise univariada empregando o
sensor proposto na presenca de paracetamol (10,5 umol L'1) em tampé&o acetato (0,1
mol L; pH 5,0). Nas Figuras 15A, 15B e 15C pode-se observar a influéncia da
variagdo de cada parametro na corrente de pico resultante. Foram avaliados nao
apenas as maiores respostas de corrente de pico, mas também o melhor perfil
voltamétrico. Dessa forma, os parametros da técnica selecionados foram 40 Hz de
frequéncia, 80 mV de amplitude e 3 mV de incremento de potencial, os quais foram

utilizados para os estudos posteriores.
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Figura 15. Investigagéo dos parametros de SWV (n = 3) sobre a resposta analitica do sensor
proposto empregando paracetamol (10,5 umol L) em tampao acetato (0,1 mol L-1; pH 5,0). (A)
Estudo da frequéncia (10 - 100 Hz); (B) Estudo da amplitude de pulso (10 - 100 mV); (C) Estudo do
incremento de potencial (1 - 10 mV).

5.4.3 Efeito do pH do eletrélito de suporte

O efeito do pH do eletrélito de suporte na resposta eletroquimica do sensor
para o paracetamol (0,1 mmol L?) foi verificado a partir de medidas de SWV e CV
nas faixas de pH de 4,0 a 5,0 (tampdo acetato 0,1 mol L) e 6,0 a 8,0 (tampéo
fosfato 0,1 mol L1). As respostas de corrente de pico (barra de erro proveniente do
desvio padréo de trés medidas) para diferentes valores de pH sdo mostrados na
Figura 16, indicando que a maior corrente de pico observada para essa
concentracédo de paracetamol foi no valor de pH igual a 5,0. Pode-se observar uma
tendéncia de decrescimento da corrente de pico com o aumento do pH, exceto para
pH 4,0, o que pode ser devido a gradual dissolugdo do filme de nanoplaquetas

ocasionada pela protonacdo da quitosana®!, que a torna solivel em solucdes
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aquosas acidas.?>26 Dessa forma, a solucdo tampéo acetato (0,1 mol LY; pH 5,0) foi
selecionada como eletrdlito de suporte para os estudos posteriores.

A partir da Figura 16A € possivel observar que a medida que o pH diminui
ocorre um deslocamento do potencial de pico do paracetamol em direcdo a
potenciais mais positivos. No grafico representado na Figura 16B pode-se observar
uma relacédo linear entre o potencial de pico e o pH, com inclinacdo de -54,8 mV pH*
(r> = 0,998), um valor proximo ao esperado para sistemas que envolvem
transferéncia de elétrons seguida de desprotonagcédo (-59,2 mV pH?1).30 Esse
resultado sugere que na reacao de oxidacdo do paracetamol o niumero de elétrons e
de ions hidrénio envolvidos é igual, em concordancia com o que é descrito na

literatura para a reacéo eletroquimica de paracetamol.26.27:32
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Figura 16. (A): Voltamogramas de voltametria ciclica empregando paracetamol 0,1 mmol L' em
tampdo acetato em: pH 4,0 e pH 5,0; tampéo fosfato pH 6,0; pH 7,0 e pH 8,0. (B): (I) Resposta
relativa (%) para o paracetamol em diferentes pH; (Il) Deslocamento linear do potencial de pico com a
variacdo do pH, para SWV.

5.6 AVALIACAO DO DESEMPENHO ANALITICO DO SENSOR

5.6.1 Curva de calibracao

A curva de calibracdo relacionando a concentracdo de paracetamol e a
corrente medida por SWV foi construida nas condi¢des otimizadas (frequéncia de 40
Hz, amplitude de 80 mV, incremento de potencial de 3 mV, tampao acetato (0,1 mol
L-1; pH 5,0) como eletrdlito suporte na faixa de potencial de 0,0 a +1,0 V vs. Ag/AgCI.

A Figura 17 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e a curva de calibracéo
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para o paracetamol (n=4) aplicando o sensor desenvolvido e o eletrodo de ouro
limpo sem a modificagdo como eletrodos de trabalho. A curva de calibragéo para
NPQ/SAM/AUE apresentou uma faixa linear de 1,5 a 19,2 umol L* de paracetamol
(Ai=-8,79 x 10° (+ 1,23 x 10 + 3,82 (+ 0,10) [PCT], r = 0,995), com limite de
deteccdo (LOD) de 0,9 umol L e limite de quantificacdo (LOQ) de 3,2 umol L. Os
limites de detecgéo e quantificacdo foram calculados baseados nos parametros da
curva. A razdo entre o valor do desvio padrdo do intercepto e o valor do coeficiente
angular da curva de calibracao foi multiplicado por trés para se obtencao do LOD e
por dez para o LOQ. O valor encontrado de 0,995 para o coeficiente de correlacao
linear se encontra dentro dos valores recomendados pela ANVISA (r = 0,99) e pelo
INMETRO (r = 0,90).%

Como pode se observar na Figura 17B, a curva de calibracdo do eletrodo de
ouro apresentou uma inclinacdo muito menor que para o eletrodo modificado
(Ai=2,91x10° (+5,51 x10%®) + 0,12 (+ 9,29 x 10®) [PCT], r = 0,985) e também uma
faixa linear mais estreita (1,5 a 9,1umol L) e limites de deteccdo e quantificacéo
maiores (LOD = 1,4 umol L* e LOQ = 4,6 umol L1). Além disso, a variacdo da
concentracdo de paracetamol praticamente ndo influencia nos valores de corrente
de pico obtidos, mostrando que o eletrodo de ouro sem modificacdo ndo pode ser
utilizado para a determinagéao desse analito nessa faixa de concentracao.

701 B
n

60 b
50

—~ 40

< (a)

3.

— 304

<
204 <
10 1
0 oo o0 (b)

0,16 0,I24 0,:’32 0,;10 0,218 0,:‘36 0,I64 O,I72 0,80 0 é 4I' é é 1I0 1I2 1I4 1I6 1I8 2I0
E vs Ag/AgCl (V) [Paracetamol] (umol L)

Figura 17. (A) Voltamogramas de SWYV (frequéncia de 40 Hz, amplitude de pulso de 80 mV e
incremento de varredura de 3 mV) obtidos utilizando o sensor proposto em solugéo tampao acetato
(0,1 mol L; pH 5,0) e solucdes de paracetamol, nas seguintes concentracdes: (a) 1,5 x 106; (b) 3,1 x
10%; (c) 4,6 x 10 (d) 6,1 x 105; (e) 7,6 x 10%; (f) 9,1 x 105; (g) 1,05 x 105; (h) 1,2 x 105; (i) 1,35 x 10
5 () 1,49 x 105; (k) 1,64 x 105; (I) 1,78 x 105e (m) 1,92 x 105> mol L. (B) Curva de calibragao para
(a) NPQ/SAM/AUE e (b) AuE.
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5.6.2 Estudos de repetibilidade intra-dia e repetibilidade entre eletrodos

Esses estudos foram realizados por SWV nas condicfes otimizadas. A
repetibilidade intra-dia foi avaliada a partir do célculo do desvio padréao relativo %
(DPR %) entre dez medidas sucessivas realizadas utilizando-se 0 mesmo sensor. O
valor obtido foi de 2,5 %. A repetibilidade entre eletrodos foi avaliada utilizando a
resposta de corrente obtida para a concentracdo de paracetamol selecionada
empregando 4 diferentes sensores construidos da mesma maneira. Para este
estudo, o DPR % entre as medidas de corrente de pico foi de 9,4 %, indicando que o

sensor proposto apresenta uma precisdo adequada.

5.6.3 Estudo de interferentes

O efeito de potenciais interferentes na determinacdo de paracetamol em
formulac6es farmacéuticas foi avaliado. Estes compostos sdo excipientes ou outras
substancias com efeito terapéutico que podem estar presentes em amostras
comercias de medicamentos que contenham paracetamol.

Cada um dos possiveis interferentes (cafeina, sacarina, acido ascorbico,
acido citrico e glicose) foi adicionado em trés diferentes propor¢cdes (razéo
paracetamol/interferente de 10:1, 1:1 e 1:10) a célula eletroquimica contendo
tampdo acetato pH 5,0 e paracetamol numa concentracdo de 10,5 umol L e as
alteracdes nos valores de corrente de pico foram avaliadas (n=3).

Cafeina e sacarina néo interferiram na analise de paracetamol utilizando o
sensor, pois a alteracao do sinal analitico foi menor que 10%. Sendo assim, 0 sensor
desenvolvido pode ser utilizado para a determinacdo de paracetamol em amostras
que contenham esses compostos. Entretanto, &cido ascorbico, acido citrico e glicose
interferiram de maneira positiva na determinacdo de paracetamol. A glicose
apresentou uma interferéncia que variou entre 11 e 15% e o &cido citrico entre 14%
e 40%. O &cido ascorbico foi o composto que apresentou o sinal analitico mais
alterado para o paracetamol, interferindo de 13 a 54%, também de maneira positiva.
Essa interferéncia pode ser explicada pelo fato de o potencial de oxidacdo do acido
ascorbico ser préximo ao potencial de oxidacdo do paracetamol. A interferéncia

desses compostos pode limitar, mas nao impossibilitar a analise de paracetamol em
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farmacos que contenham os mesmos, pois utilizando uma curva de calibracdo do

tipo adicdo de padréo é possivel minimizar os efeitos da matriz.5®

5.6.4 Determinacdo de paracetamol em uma amostra farmacéutica

O sensor desenvolvido foi aplicado na determinagcéo de paracetamol em uma
amostra farmacéutica comercial a fim de avaliar o método proposto. A determinacéo
e 0 estudo de recuperacdo foram realizados utilizando SWV com os parametros
otimizados em tamp&o acetato pH 5,0 empregando o método de adi¢cdo de padrao,
realizado em cinco repeticbes. O resultado da determinacdo (apresentado na
Tabelal) mostra que o teor de paracetamol encontrado na amostra, em
comparacao com o valor descrito no rétulo, apresenta um erro relativo menor que
1,7%, o que indica que o método desenvolvido apresenta boa exatiddo e pode ser
utilizado na determinacao de paracetamol para essa amostra farmacéutica.

A recuperacéo € definida como a proporcao da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que é
extraida e passivel de ser gquantificada.>® Os estudos de adicdo e recuperacéo de
paracetamol na mesma solucdo da amostra apresentaram porcentagem de
recuperacdo entre 97,3 e 101,4 % e, portanto, dentro dos valores aceitaveis
recomendados pela ANVISA (valores entre 80 e 120%)°°, indicando pouca

interferéncia da matriz na amostra.

Tabela 1: Resultado da determinacdo de paracetamol em amostra farmacéutica
utiizando o método analitico proposto e o valor de referéncia rotulado na

embalagem da amostra

Amostra Concentrag&o obtida Corgtirllgdagao Erro relativo
(mg/comprimido)? - (%)P
(mg/comprimido) &
Paracetamol 737,5 (+16,0) 750,0 1,7

3Média = desvio padrdo; n = 5; PErro relativo = ((Concentracdo obtida - Concentracéo
rotulada) / Concentragéo rotulada) x 100.
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6 CONCLUSOES

Uma suspensdo estavel e homogénea de nanoplaguetas de grafite em
quitosana foi obtida, possibilitando a obtencdo de um filme homogéneo que recobriu
uniformemente a superficie do eletrodo de ouro, conforme confirmado pelas imagens
de SEM-FEG.

De acordo com a caracterizacdo eletroquimica do sensor desenvolvido
(NPQ/SAM/AUE) por CV e EIS utilizando 5 mmol L de [Fe(CNe)]*™* como sonda
redox em KCI 0,1 mmol L, a modificacdo do eletrodo de ouro com MPA bloqueou
parcialmente a resposta voltamétrica do sensor, mostrando que a monocamada
formada ndo € perfeitamente isolante, podendo apresentar defeitos. Apdés a
deposicao do filme de nanoplaquetas de grafite, a resposta voltamétrica ndo apenas
foi restaurada, como também, aumentada. Estudos de variacdo da velocidade de
varredura mostraram que apos a deposi¢cao do filme ocorreu um aumento da area
eletroativa do sensor de cerca de duas vezes.

Por meio de medidas de SWV foi possivel mensurar a influéncia de cada
modificador na resposta do sensor para 0 paracetamol, mostrando que a
modificacdo aumentou cerca de dez vezes a resposta do sensor para esse analito.
O estudo do tempo de contato do eletrodo de ouro limpo em solucdo etandlica de
MPA por EIS resultou na selecdo de um tempo de 2 h de imersédo para a montagem
do sensor. A técnica escolhida para a determinacéo de paracetamol foi a SWV, por
apresentar maior sensibilidade em relacdo a DPV. Os parametros da SWV foram
otimizados e o melhor perfil voltamétrico para o paracetamol foi obtido utilizando-se
tampdo acetato 0,1 mol Lt (pH 5,0), frequéncia de 40 Hz, amplitude de 80 mV e
incremento de potencial de 3 mV.

O método desenvolvido para a determinacdo de paracetamol utilizando o
sensor modificado apresentou repetibilidade intra-dia e entre eletrodos aceitaveis,
ampla faixa linear e baixo limite de detec¢do. Além disso, a aplicacdo do método
para determinacdo de paracetamol em amostra farmacéutica mostrou exatidao

apropriada, confirmando que o sensor pode ser empregado para este fim.
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