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RESUMO

Nifedipino (NIF) é um farmaco amplamente aplicado no tratamento de doencas cardiovasculares,
bem como a prevengéo de partos prematuros. No presente trabalho temos a utilizagéo de eletrodos
impressos de carbono (SPCE, do inglés screen printed carbon electrode) com o intuito de
desenvolver uma metodologia para a deteccdo in loco de NIF, levando como adendo o
comportamento das ativa¢Ges quimicas em relacdo a sensibilidade analitica. As aplicagdes in loco
abrangem uma parcela no meio cientifico por permitir a preservacdo da natureza do analito e da
amostra. A pré-ativacdo quimica, realizada no SPCE, com Na>COs, mostrou fortes indicios do
potencial de recuperacdo destes eletrodos comerciais, onde a comparacdo se deu através de
espectroscopia de impedancia eletroguimica (EIS) e por voltametria de onda quadrada (SWV). NIF
mostrou em voltametria ciclica (CV) dois processos eletroquimicos, um de oxidacdo outro de
reducdo, -0,25 V e -0,32 V (vs. Ag), respectivamente. O comportamento com base na intensidade
de pico semelhante e a distancia entre os potenciais indica uma reacdo quasi- reversivel. O melhor
sinal de corrente foi otimizado em solugdo tamp&o Britton-Robinson 0,15 mol L™ (pH 7,0) e a
técnica aplicada foi o de onda quadrada (SWV) devido a sua maior sensibilidade frente ao analito.
Os parametros e valores otimizados foram: frequéncia = 2 Hz, incremento de potencial =8 mV e
amplitude de pulso = 40 mV. Dentro destes parametros duas curvas de calibracdo foram
construidas, a fim averiguar o efeito da pré-ativacdo pelo emprego de Na,COs. A faixa de
concentragao investigada na curva de calibragdo foi de 4,0 a 42 umol L™t (R2=0,99481). Os limites
de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) para o eletrodo sem ativacdo foram de 0,925 pumol L™
e 2,804 umol L2, respectivamente. Para o eletrodo impresso de carbono ativado (aSPCE, do inglés
activated screen printed carbon electrode), foram obtidas duas faixas lineares, sendo a primeira
entre 4 a 8 umol L™* (R2=0,99907) e a segunda de 12 a 28 umol L™ (R2 = 0,99980). Para a primeira
faixa linear, o LOD = 0,442 umol L™ e 0 LOQ = 1,340 pumol L. Para a segundo, LOD = 0,699
umol L e LOQ = 2,121 umol L1, A avaliagdo do método eletroanalitico proposto ressalta o uso
da pré-ativacdo para a determinacdo de NIF em monitoramento in loco. Resultados mostraram
grande potencial por abordagens simples de pré-ativacao de superficies com o intuito de melhorar
a performance de eletrodos impressos comerciais.

Palavras chaves: Aplicagdo in loco. Eletrodo impresso de carbono. Contaminantes orgénicos
emergentes. Nifepidino. Pré-ativagéo.
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1. INTRODUCAO

A continua evolucdo da sociedade e o desenvolvimento tecnoldgico tém trazido diversos
beneficios para a humanidade. No entanto, esse progresso também acarreta desafios ambientais,
especialmente quando se trata da presenga de contaminantes emergentes no meio ambiente. S&o
considerados produtos toxicos que acabam ndo tendo a remocdo devida pelos processos
tradicionais de tratamento de agua para consumo humano. Entre esses contaminantes, destacam-se
0Ss compostos organicos emergentes (EOCs, do inglés Emerging Organic Compounds), estes que
incluem substancias farmacéuticas e os seus metabdlitos, por exemplo. O uso excessivo de
remeédios pelas pessoas e a falta de legislacbes e fiscalizagcbes necessarias em estacbes de
tratamento de efluentes sdo pilares que suportam tal problematica. Dentro dos principais problemas
ocasionados na parcela da sociedade que usufrui das aguas contaminadas, sdo desencadeadas
doengas cronicas tais como infertilidade, resisténcia aos antibioticos e alteracéo da pressao arterial.

A preocupacdo com a presenca dos contaminantes emergentes na agua potavel e no meio
ambiente tem impulsionado a pesquisa cientifica em busca de métodos eficientes para a
quantificacdo dessas substancias. Dentre as técnicas usualmente utilizadas, destacam as
eletroquimicas, que abrange, por exemplo, a voltametria, condutimetria e amperometria. Estas
técnicas baseiam-se em reacGes que envolvem a transferéncia de elétrons e a interconversdo de
energia quimica em energia elétrica, promovendo desta forma, estudos analiticos amplamente
aplicados no meio cientifico

Nesse contexto, os eletrodos impressos tém ganhado destaque como uma alternativa
promissora para a analise na determinacdo e quantificacdo de EOCs, tal como o nifedipino (NIF).
Este é um farmaco amplamente aplicado mundialmente pela sua efetividade na prevencéo de partos
prematuro, além de serem recomendados em casos de hipertensdo. Os eletrodos impressos
incorporam a cultura de miniaturizacdo, visto que oferecem diversas vantagens para aplicacao in
loco, como alta sensibilidade, seletividade, facilidade de uso e baixo custo. A tendéncia pela
determinacéo direta nos locais contaminados vem sendo cada vez mais aprofundado, em especial
por promover a preservacao da natureza das amostras.

Portanto, este trabalho tem como objetivo aplicar técnicas eletroanaliticas utilizando-se dos
aSPCE, com foco na determinacgéo de NIF. Buscou-se caracterizar os eletrodos e estudar a resposta
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eletroquimica de NIF frente a ele. Por fim, com a otimizacao das caracteristicas desejadas, validar

0 método analitico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

O crescimento acelerado das grandes cidades e de suas populagbes vém gerando
preocupacdo acerca dos recursos hidricos disponiveis. Muitas das estacfes de tratamento de
efluentes (ETES), utilizadas na captacao e processamento de esgoto, ainda ndo possuem um rigor
sobre a determinacdo de alguns poluentes encontrados durante seus processos. A grande
urbanizacdo promove diversos desafios técnicos, ecoldgicos e sociais, sendo o fornecimento de
agua potavel um dos maiores problemas encontrados. O descarte das aguas residuais contaminadas
pelos ECs, acabam entrando em muitas discussdes ambientais por comprometerem a salude de
guem a consome diretamente atraves do lencol freatico e indiretamente através da bioacumulacéo
na fauna e flora da regido contaminada®->

Geralmente, os monitoramentos da qualidade de agua realizadas nas ETEs sao focados nas
determinacfes de nutrientes, bactérias, metais pesados e poluentes prioritarios (compostos com
efeitos negativos a salde, tais como pesticidas, produtos quimicos industriais e hidrocarbonetos de
petroleo). Porém pesquisas recentes mostraram a falta de preocupacdo com os contaminantes
emergentes presentes nas aguas residuais e superficiais urbanas®®. Os contaminantes prioritarios
normalmente sdo aqueles compostos muito bem conhecidos e protocolados; sabe-se ja das suas
consequéncias, limites maximos estabelecidos por regulamentos nacionais e/ou internacionais e
efeitos diretos ao ambiente aquéatico e ao ser humano. Em contrapartida tem-se os poluentes
emergentes, onde os seus efeitos adversos a salde sdo pouco conhecidos, provocando a
contaminagdo do meio ambiente durante anos. Este processo ocorre até a constatacdo de suas reais
consequéncias, promovendo assim a criacdo de legislacdes exigindo os limites maximos permitidos
antes da liberagdo ao meio ambiente’.

Esses novos contaminantes pertencem as diversas classes de compostos e normalmente sdo
detectados em concentracdes na faixa de 1 ng L™* a ug L. Entretanto, algumas fontes cientificas
reportaram concentragdes que podem atingir até 100 ug L™ em alguns casos!. Tais compostos sdo
denominados ‘“contaminantes emergentes”’, e sua diversidade pode ser bem extensa. Alguns

exemplos incluem hormonios, antibidticos, surfactantes, desreguladores endocrinos, produtos
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farmacéuticos humanos e veterinarios, meios de contraste de raios-X, pesticidas e metabdlitos,

subprodutos de desinfeccéo, toxinas de algas e compostos de sabor e odor?.

2.1.1 Compostos organicos

As moléculas organicas sdo consideradas as principais espéecies envolvidas em processos
metabolicos que ocorrem em seres vivos, sendo as mais importantes para gerar a vida como é
conhecida®®. Existem milhGes de compostos organicos catalogados atualmente, porém um dos seus
principais grupos sdo os hidrocarbonetos. Estes sdo normalmente constituidos apenas dos dois
atomos mais abundantes na terra, o carbono e o hidrogénio, os quais formam as inimeras estruturas
quimicas possiveis. Uma das formas de explicar a grande variedade de estruturas organicas é a
partir das suas ligac6es quimicas do tipo hidrogénio-carbono e carbono-carbono, estas que podem
estender suas cadeias principais gerando, assim, sua diversidade.°

Além da complexidade envolvida nos hidrocarbonetos, pode-se encontrar nos compostos
organicos a presenca de heteroatomos mais eletronegativos que o carbono, assim como o oxigénio,
nitrogénio e halogénios (bromo, cloro, fldor etc.), os quais levam as diversas combinagfes entre
atomos, gerando possibilidades moleculares naturais e sintéticas. Por conseguinte, a polaridade
encontrada em tais atomos em comparacdo ao carbono gera um aumento da solubilidade em meio
aquoso dos compostos por eles formados®?. Por conta desta caracteristica de solubilidade de alguns
compostos organicos, discussdes sobre a falta de legislacdo especifica para seu monitoramento tém
entrado em voga.

Os EOCs sdo espécies quimicas que apresentam alta estabilidade, baixa biodegradabilidade
e na grande maioria elevada solubilidade em agua, propriedades que geram grandes preocupacdes
vindo da comunidade cientifica e dos 6rg3os legisladores nacionais e internacionais*?. Acredita-se
que estas substancias possuem efeitos enddcrinos em organismos vivos, atuando, possivelmente, a
longos prazos®®. Nesta categoria, os produtos farmacéuticos acabam por ter elevada contribuico.
Um dos motivos € por serem consumidos por extensa parcela da sociedade e, muitas vezes, serem
vendidos sem prescricdo médica. Dentre estes, existem vérias classes, como antibi6ticos, anti-
inflamatdrios e analgésicos, reguladores lipidicos, betabloqueadores, esteroides e horménios,

antiepilépticos, diuréticos e terapéuticos contra o cancer!#,
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N&o se tem conhecimento total das causas prejudiciais nas faunas e floras dos locais
contaminados, nem de doencas que podem aparecer a longo prazo em pessoas que usufruem destes
recursos hidricos. No entanto, alguns trabalhos ja reportam efeitos adversos a saude humana, tais
como lesBes celulares, desregulacdo enddcrina, infertilidade, alteracdo comportamental, resisténcia
aos antibioticos e alteracio da pressdo arterial®™>®. Logo, percebe-se a necessidade do
monitoramento dos EOCs em amostras ambientais, especialmente no que se diz respeito a

exposicdo prolongada aos tais contaminantes!®?6,

2.1.2 Nifedipino

Dentro do que constitui os EOCs, tem-se o farmaco nifedipino (NIF), nome IUPAC: dimetil
2,6-dimetil-4-(2-nitrofenil)-1,4-di-hidropiridina-3,5-dicarboxilato (Fig. 1). Este pertence a uma
classe denominada bloqueadores dos canais de calcio (BBCs), os quais promovem diminui¢do da
resisténcia vascular periférica, com consequente reducdo na pressdo arterial, além da diminuicao
da concentracdo de célcio nas células da musculatura lisa vascular'’8, sendo amplamente
aplicados as doencas cardiovascular, como hipertensao primaria, insuficiéncia cardiaca e isquemia

cerebral'®20,

Figura 1. Estrutura quimica de Nifedipino.

Fonte. O autor.

A aplicacdo desta classe BBCs, principalmente o nifedipino, vem sendo responsavel por
uma diminuicdo significativa na morbidade neonatal, levando em consideragcdo outros agentes
disponiveis para a realizacdo da tocélise (recurso para adiar o parto prematuro). Seu baixo custo,

poucos efeitos colaterais e facil administracdo no consumo tornam este medicamento um dos
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principais utilizados em diversos paises desenvolvidos®:. No Brasil o NIF esta entre os farmacos
considerados essenciais pertencendo ao RENAME - Relacdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (2022), lista elaborada pelo Ministério da Satde, evidenciando a sua importancia 2.

Segundo recomendacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o NIF
deve ser consumido via oral, pois sdo nestas condi¢des que o farmaco pode chegar a 90% de sua
liberagdo de maneira rapida®. Porém apos a passagem pelo figado existe uma diminuicdo da
biodisponibilidade, sendo reduzida para 50 a 70% de seu principio ativo. O metabolismo hepatico
(figado) age de maneira rapida na absorcao deste farmaco, levando sua excrecdo através da urina,
onde aproximadamente 5% do farmaco inalterado € liberado?.

No Brasil, o NIF é comercialmente apresentado em comprimidos, onde para adultos tem-
se um limite méaximo de 120 mg/d?*. Existe algumas contraindicactes apresentadas pelo farmaco
citado, sdo elas os casos de infarto agudo, hipotensao arterial, insuficiéncia cardiaca, transtorno do
nodo sinusal, angina instavel, porfirias. Sua deteccdo em &guas superficiais ja ocorre no meio
cientifico®™ 28, Segundo Heberer?®, aplicando cromatografia liquida de alta eficiéncia foram
detectados nos efluentes das estacdes municipais tratamento de esgoto e agua superficiais, em
Berlim, contaminantes referentes ao NIF. Dentro do atual momento, ndo existe nenhum
levantamento através de legislacGes e leis que mobilizem as ETESs a fim de detectar e obstruir a
passagem de NIF nas &guas superficiais.

2.2 TECNICAS DE QUANTIFICACAO PARA NIF

Algumas técnicas utilizadas na deteccdo e quantificacdo de NIF sdo descritas na literatura
e englobam, por exemplo, cromatografia gasosa (GC - gas chromatography)®°3!, cromatografia
liquida acoplada & espectrometria de massas (LC-MS - liquid chromatography -tandem)3%3,
espectrometria de massas (MS - mass spectrometry)**, cromatografia liquida de ultra-alta presséo
(UHPLC - ultra-high pressure liquid chomatography)®®, espectrometria de absor¢io molecular no
UV-vis®®¥" e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - high-performace liquid
chromatography)3®-4°,

Conforme o trabalho de Tadashi et al.*® a técnica de UHPLC-UV foi aplicada para a
determinacédo simultanea de valsartana e nifedipino, com intuito de desenvolver, validar e aplicar

0 meétodo utilizado. Ao finalizar o desenvolvimento foram obtidos os valores de limite de detec¢édo
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(LOD - do inglés limit of detection) e limite de quantificacdo (LOQ - do inglés limit of
quantification) para NIF de 10,9 pmol L™* e 33,2 umol L2, respectivamente. Os resultados obtidos
foram promissores, pois mostraram baixos limites de LOD e LOQ para ambos os farmacos
juntamente com boa seletividade.

Sobre o trabalho realizado por Zendelovska et al.® foi desenvolvido um método seletivo,
sensivel e preciso através do HPLC, validado e aplicado para determinacdo de nifedipino em
amostras de plasma humano. Uma série de estudos foi conduzida para investigar os efeitos da
composicdo da fase movel, concentracdo do tampdo, pH da fase movel e concentracdo de
modificadores organicos, e para desenvolver um método conveniente e facil de usar para analise
quantitativa de nifedipino. O limite de deteccdo alcancado pelo método aplicado foi de 0,01 nmol
L

Os equipamentos descritos acima sdo de grande valia no desenvolvimento de métodos
analiticos, entretanto existe um grande esforco nos processos de pré-tratamento de amostras, 0s
quais costumam ser extensos e complexos (etapas de digestdo ou limpeza), com operacgdes
detalhadas, treinamento para 0 seu uso e reagentes especificos, onde além de prolongar o processo
de detecgdo levam a possivel perda do analito*!. Além disso, o transporte de amostras também é
necessario, ja que os equipamentos nio costumam ser deslocalizados dos laboratdrios de origem*2.
Com esses pontos foi fundamental criar, dentro do meio cientifico, a cultura de miniaturizacdo dos
equipamentos dispostos a analise, por englobar vantagens de portabilidade e baixo custo, além de
amplamente serem empregues para aplicacdes in loco e superar em alguns limites dos
procedimentos analiticos convencionais*®.

A utilizacdo de métodos eletroanaliticos para a determinacao deste farmaco ja séo relatadas
na literatura, na qual se tem uma gama de aplicacdes com inimeros beneficios*>1. Estes métodos,
além possuirem baixo custo do ponto de vista operacional, apresentam facilidade em melhorar a
sensibilidade a partir de modificacGes ou ativacdes das superficies dos eletrodos, gerando aumento

de sensibilidade da técnica aplicada®* 2,

2.2.1 Técnicas eletroanaliticas

Dentre as inimeras técnicas que sdo aplicadas para a determinagdo de EOCs, as

eletroanaliticas vem tomando espaco no cenario cientifico e industrial, com a utilizagdo da
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potenciometria, condutimetria, amperometria e voltametria aplicadas ao monitoramento
ambiental®*®,

A voltametria teve seus primordios em 1922 por dois cientistas, Heyrovsky e Kuceras.
Naquela época, a técnica foi aplicada na forma de polarografia, em referéncia ao modo de operacao
gotejante do eletrodo de trabalho de mercUrio®. Com o passar dos anos, houve direcionamento do
foco para a adogao de eletrodos de trabalho e dispositivos “ambientalmente amigaveis” (eco-
friendly), propiciando uma forma mais segura de aplicar a eletroanélise.

O sistema eletroquimico é formado por trés eletrodos, sendo eles o de trabalho (WE - do
inglés working electrode), o de referéncia (RE - do inglés reference electrode) e o auxiliar (AE -
do inglés auxiliary electrode)®™®’. A Figura 2 exemplifica uma célula eletrolitica com a insercéo
dos trés eletrodos, além de uma entrada de gas nitrogénio, este normalmente utilizado como gas de
purga quando s&o monitorados sinais de reducio em que o oxigénio sobrepde o sinal do analito®®.
Comparado com os equipamentos de grande porte como HPLC e GC-MS, tem-se um sistema
pequeno e versatil. No entanto, com o avanco da tecnologia de impressdo, atualmente j& se €

possivel obter dispositivos miniaturizados, compactos e com minima geragao de residuos.

Figura 2. Esquema representativo de uma célula eletroquimica.

Eletrodo de trabalho Eletrodo de referéncia

Entrada de N \ ( Eletrodo auxiliar
RETTS
; \|

Fonte. Aleixo et al., 2003%.

2.2.1.1 Eletrodos impressos

Com o avanco tecnologico teve-se a necessidade de expandir e melhorar as formas de
analise in loco, sem a necessidade de grandes aparatos. Assim, foi no ano de 1990, que se deu inicio

a construcdo dos primeiros eletrodos impressos, 0 que gerou o barateamento nos custos de
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producdo e execucdo de analises eletroanaliticas sem desmerecer a confiabilidade e nem na
replicabilidade dos resultados®®. A Figura 3 apresenta um exemplo de um eletrodo de carbono
impresso (SPCE - do inglés screen printed carbon electrode) constituido pelo conjunto de trés
eletrodos, a dimenséo da estrutura de cerdmica é de 3,4 x 1,0 cm. Neste caso, a célula eletrolitica
que normalmente levaria 10 mL de solugdo, é reduzida para uma gota de somente 50 uL que é

depositado sobre o sistema dos eletrodos.

Figura 3. Imagem de um SPCE comercial.
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Eletrodo de carbono
trabalho de
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Eletrodo de referéncia
de prata

Conector do eletrodo de
trabalho

Conector do eletrodo de
referéncia

Fonte. Screen-Printed Carbon Electrode. Metrohm, 2023.

Essas pequenas funcionalidades visando o seu valor de custo, tamanho e portabilidade dos
eletrodos, menores quantidades de residuo formado por analise e a utilizacdo direta sem a
necessidade de modificacdes mostram uma grande aplicacdo para o seguimento point-of-care
(POC), o qual propicia melhor acessibilidade as andlises qualitativas em locais com falta de
infraestrutura laboratorial. Estes testes realizados geralmente sao focados para as areas ambientais
e hospitalares, por necessitarem da rapidez e facilidade de analise®.

Os eletrodos impressos sdo versateis em relacdo as suas proprias composicGes e as
modificagdes superficiais. Os mais facilmente encontrados comercialmente s&o os de carbono, por
terem boa condutividade e principalmente pelo seu valor acessivel. No entanto, ainda se tem
disponiveis os eletrodos de ouro, platina, alguns revestidos com nanomateriais € em casos
especificos existe a disponibilidade de serem fabricados feito sob medida, podendo ter varia¢des

de dimensdes, por exemplo®.
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Os eletrodos impressos sdo normalmente vendidos como descartaveis, e suas recuperacoes,
normalmente, passam despercebidos por alguns artigos que o utilizam. Contudo existem alguns
meios de se realizar estas recuperacdes aplicando solucdes quimicas, onde normalmente reativam
a superficie de contado do eletrodo de trabalho, facilitando assim a transferéncia de elétrons nos
processos de oxirreducdo®!. Geralmente, os tratamentos sdo elaborados com a adigdo de solugBes
acido ou base, que auxiliam na reducéo do efeito de memdria do analito. As ciclagens voltamétricas
em solvente ou simplesmente polindo com alumina utilizando um algoddo, sdo algumas
alternativas para reabilitar o SPE®2%3, A grande versatilidade e vantagens da utilizagdo dos
processos de pré-ativacdo vem sendo cada vez mais estudados por conta da praticidade de seu uso.

As aplicagbes de modificadores em superficies dos eletrodos impressos sdo levadas em
consideracdo na academia por promoverem o aumento de sensibilidade. H4 uma vasta gama de
artigos que reportam tais procedimentos® ¢, Entretanto, com o intuito de aplicacio no seguimento
POC, é interessante que modificacdes complexas realizadas sobre o eletrodo de trabalho sejam
minimizadas ou até mesmo ndo ocorram. Pois demandam um tempo necessario para que se perca
o solvendo da modificacdo e crie-se o filme em contato com a superficie do eletrodo de trabalho.
Em geral, as modificacBes sdo executadas através do revestimento com gota, por praticidade na

execucao®®,
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método eletroanalitico utilizando-se de eletrodos impressos de carbono,
quimicamente ativados, para a determinacdo de nifedipino. Além da proposta da aplicacdo em

amostras de aguas oriundas da Lagoa da Concei¢do em Floriandpolis - Santa Catarina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar o comportamento eletroquimico de nifedipino frente aos SPCE e aSPCE;

e Auvaliar os parametros de andlise, tais como valores de pH, natureza e concentracdo do
eletrolito suporte. Adicionalmente, escolher o melhor tipo de modo de operacéo
voltamétrico de pulso (onda quadrada ou pulso diferencial);

e Otimizar os parametros voltamétricos da técnica escolhida, assim como incremento de
potencial, amplitude, tempo e frequéncia de pulso;

e Auvaliar as caracteristicas do método proposto a partir da construcdo da curva de calibracéo
e posterior obtencdo dos valores dos limites de detecgéo e quantificacdo, com comparagao
direta aos eletrodos com ativacao;

e Proposta para a quantificacdo de NIF em amostras de aguas provindas da Lagoa da

Conceicdo em Florianopolis - Santa Catarina.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLUCOES

4.1.1 Reagentes

Os reagentes quimicos que foram utilizados para a execu¢do do projeto em questdo séo

listados no Quadro 1.

Quadro 1. EspecificacBes dos reagentes empregados.

REAGENTES FORMULAS MARCA PUREZA
Acido acético C2H.0: Vetec >99,7%
Acido boérico Hs;BO; Acros Organics >99,5%
Acido citrico CsHsO Sigma Aldrich 99,5%

Acido fosforico H3PO, Grupo Quimica >85,0%

Alumina (0,05 micron) Al;Os Arotec | -
Carbonato de sodio Na2COs Merch | -
Cloreto de potassio KCI Isofar >99,0%

Etanol C,HsOH Meta Quimica >99,3%

Ferricianeto de potassio KsFe(CN)s Vetec >99,0%
Ferrocianeto de potassio Ka4Fe(CN)s Vetec >98,5%
Fosfato de sédio monohidratado NaH:PO,.H20 Neon >98,7%
HEPES CsH1sN204S Neon 99,0%

Hidroxido de sodio NaOH Vetec >99,0%
Nifedipino Ci17H1sN20s Bayer >98,0%

4.1.2 Soluges

Todas as solucdes preparadas com os reagentes descritos no Quadro 1 foram solubilizadas
utilizando de &gua ultrapura do sistema Milli-Q da empresa Millipore (Bedford, MA, USA) com
resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C.

A sonda preparada com os sais de Kz[Fe(CN)s] e de Ks[Fe(CN)g] a uma concentragéo de
0,005 mol L cada uma, foram preparadas em solugdo de KCI 0,1 mol L. J4 a solucéo tamp&o

Britton-Robinson (B-R), utilizada para o estudo do comportamento dos analitos frente as variagdes
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de pH, foi preparada com a adicéo dos acidos acético, bdrico e fosforico (0,1 mol L™Y), onde através
do ajuste de pH utilizando NaOH 7,0 mol L™ foi possivel abranger uma faixa entre 2,0 e 12,0.
Utilizou-se também a solucdo tampdo fosfato (PBS, do inglés phosphate buffer solution),
compostas por acido fosforico, solucdo tampdo HEPES e Mcllvaine, composta por acido citrico e
fosfato de sddio, todas em pH 7,0. O armazenamento das solugcfes deu-se sob refrigeracdo a 4 °C
com prazo maximo de utilizacdo em 90 dias.

Todas as solugdes partindo de nifedipino, foram armazenadas através de uma solugédo
estoque com concentracdo de 1,0.10° mol L solubilizada em etanol, onde diariamente foram

diluidas para concentragdes menores e assim utilizadas em andlise.

4.2 INTRUMENTACAO

4.2.1 Sistema eletroquimico

As leituras voltamétricas foram realizadas sobre o eletrodo impresso de carbono, ouro e
platina, estes que consistem em uma Unica peca dividida em trés eletrodos: eletrodo de trabalho de
carbono (diametro = 4 mm), eletrodo auxiliar de carbono e eletrodo de referéncia de prata. Todos
os eletrodos sdo serigrafados em uma peca de ceramica com dimensdes de 3,4 x 1,0 x 0,05 cm.

Este conjunto foi nomeado de sistema eletroquimico e suporta um volume maximo de 50 pL.

4.2.2 Equipamentos

As andlises voltamétricas foram realizadas com o auxilio de dois
potenciostato/galvanostato portatil, o DropSens modelo uStat-i 400s (Metrohm DropSens —
Espanha) e PalmSens (Palm Instruments BV — Holanda) conectados a um computador contendo o
software DropView (versdo 3.78) e PSTrace (versio 5.5), a partir do qual foram obtidos os
voltamogramas. Os eletrodos impressos séo inseridos em um conector responsavel por transmitir
os dados gerados ao sistema computacional, estes que foram tratados em programa grafico.

As medicOes de pH foram realizadas com o uso de um conjunto medidor de eletrodo

combinado Ohaus (Modelo ST3100-F), ap6s calibracéo.
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4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAIS

4.3.1 Ativacao dos eletrodos impressos

Para a ativacdo foram utilizados uma solucéo de carbonato de sodio (Na2COz) saturada em
agua ultrapura, onde através de 50 uL em contato com os trés pontos do eletrodo impresso foi

aplicado um potencial fixo de 1,2 V na superficie do eletrodo durante um tempo de 5 minutos.

4.3.2 Caracterizacdo por espectroscopia de impedancia eletroquimica

Inicialmente os sensores SPCE e aSPCE foram avaliados a partir da espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS, do inglés electrochemical impedance spectroscopy), utilizando o
mesmo aparato instrumental descrito no subtopico 4.2.2. Os experimentos de EIS foram realizados
em intervalos de frequéncia de 0,1 a 100.000 Hz aplicando no sistema eletrolitico, com a solugéo
sonda de Ks[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (0,005 mol L™ em quantidade equimolar) preparadas em KCI
0,1 mol L™* sobre o eletrodo impresso. Para tais estudos, foi usado o software DropView.

4.3.3 Desenvolvimento e aplicacdo do método eletroanalitico

Estudos sobre os eletrodos impressos de carbono sem e com ativagdes quimicas foram
realizados com o intuito de obter um melhor compromisso entre intensidade de corrente e perfil
voltamétrico para o NIF. Sendo assim, foi avaliado a resposta para este analito aplicando a pré-
ativacdo com carbonato de s6dio e comparando os limites de detec¢do e quantificagéo.

Os perfis voltamétricos de cada analito foram estudados em diferentes valores de pH e este
valor otimizado, alterando a sua natureza tamponante e sua concentragdo. Concomitantemente,
estudos de mecanismo e processo eletroquimico predominante (difusional ou adsortivo) sobre a
superficie do eletrodo foram realizados a partir da variacdo da velocidade de varredura. O estudo
de variacdo de pH também foi feito para estimar a relacéo entre protons e elétrons envolvidos nos

processos de oxirreducao dos analitos.
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O modo operacional da voltametria de pulso foi avaliado entre onda quadrada, pulso
diferencial e voltametria linear, com a realizagdo das otimizagOes de parametros. Por fim, a
comparacdo do método foi dada pela construcéo da curva de calibragéo.

Amostras de adgua de origem natural serdo coletadas em diferentes regides da Lagoa da
Conceigdo com a anélise aplicada in loco. Medidas comparativas poderdo ser conduzidas tomando-
se como base a Lagoa do Peri, conhecido ambiente isento do efeito antropogénico. Etapas de pré-

tratamento, filtracdo ou extracdo ndo serdo aplicadas as amostras coletadas.

4.3.4 Seguranca no laboratério

Em todos os experimentos foram utilizados equipamento de protecdo individual (EPI)
adequados ao laboratorio, tais como, jaleco, luvas e éculos de protecdo quando necessario. O
manuseio de solucdes volateis foi feito em capela com exaustdo, para prevenir algum acidente que
possa ocorrer devido aos vapores.

As solucBes tampdo residuais foram neutralizadas até o pH 7,0 e descartadas na pia. Ja as
solucdes do NIF foram mantidas em bombonas de descarte até o recolhimento adequado por

empresas que prestam servico para a UFSC.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE NIF EM ELETRODOS IMPRESSOS DE
CARBONO, OURO E PLATINA

Inicialmente, estudos com intuito de averiguar o comportamento dos eletrodos impressos
que possuem melhor resposta frente ao analito nifedipino (NIF) foram realizadas. Os eletrodos
impressos de carbono, ouro e platina, foram aplicados através da voltametria ciclica, onde duas
solugBes com concentracdes de 25 e 100 umol L™t de NIF sdo consideradas. Os analitos foram
preparados em solucdo tamp&o Britton-Robinson 0,1 mol L™ com pH 9,0. Analisando a Figura 4,
tem-se que os eletrodos de platina e ouro ndo apresentaram qualquer resposta ao analito, mesmo
com o aumento de concentracdo. Entretanto o eletrodo de carbono, esta sujeito ao aumento da
intensidade de corrente com o acréscimo do analito no sistema eletroquimico. O SPCE mostrou,
para o NIF, um sinal de oxidacdo e reducdo, com potenciais de -0,26 V e -0,32 V (vs Ag),
respectivamente. O valor de corrente para o pico anddico, na concetragéo de 100 pmol L2, foi de
8,03 YA e para o catddico -6,95 pA. Com base na comparacgdo entre 0s equipamentos deu-se a
escolha ao eletrodo impresso de carbono para prosseguir com 0s demais estudos.
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Figura 4. Voltamogramas ciclicos para o NIF 2,5.10° mol L™ e NIF 1,0.10™* mol L™*em solugdo tampéo B-R 0,1
mol L™ (pH 9,0) para os eletrodos impressos de trabalho, (a) carbono, (b) ouro e (c) platina; v =50 mV s 2,
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5.2 ESTUDO DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

A espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS, do inglés Electrochemical
Impedance Spectroscopy) é uma técnica que permite a caracterizacdo de forma detalhada das
propriedades de interface do eletrodo e das solu¢des estudadas, resultando no estudo da resisténcia
a transferéncia de carga entre as plataformas eletroquimicas®.

O diagrama resultante € chamado de Nyquist e consiste em duas partes: um semicirculo e
uma linha. O diametro do semicirculo representa a resisténcia a transferéncia de carga (Rct) € a
parte linear representa o processo de difusdo do produto em solugédo. Portanto, quanto menor o
semicirculo, menor a resisténcia da transferéncia de carga entre a superficie do eletrodo e a

solugdo’®.
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A Figura 5 mostra os graficos de Nyquist para um SPCE e um aSPCE. A resisténcia de
transferéncia de carga (Rct) na interface eletrodo solucdo foi calculada a partir da largura dos
semicirculos. A ativagéo por solucédo saturada de Na>COs reduziu significativamente os valores de
resisténcia a transferéncia de carga (Rct) para 26,5 Q no aSPCE em comparagdo com SPCE (137,0
Q). Isso mostra que apos a ativacdo houve uma facilitacdo da transferéncia de carga da sonda
ferri/ferro para a superficie do eletrodo. Resultado que corrobora com a escolha da ativagcdo nos

eletrodos impressos de carbono.

Figura 5. Diagramas de Nyquist obtidos por EIS para as plataformas eletroquimicas SPCE e aSPCE, utilizando a
solucdo sonda Kz[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)s] a uma concentracdo de 0,005 mol L™! em quantidade equimolares em
solucdo de KCl de 0,15 mol L™
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O circuito equivalente compativel com o diagrama de Nyquist registrado é representado
na Figura 6. Neste circuito, Rs, CPE e Rt representam a resisténcia da solugdo, um elemento de
fase constante correspondente a capacitancia de camada dupla e a resisténcia de transferéncia de
carga, respectivamente’. Segundo relatos na literatura, essa mudanca esta atrelada ao aumento da
superficie de contado, visto que algumas ativa¢des degradam parcialmente as camadas do grafite

em superficie, acelerando assim a transferéncia eletronica®® 2.
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Figura 6. Circuito equivalente compativel com o diagrama de Nyquist.
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Fonte. Adaptado de Pfeiffer, N. et. al., 20218,

5.3 OTIMIZACAO DOS VALORES DE PH

Realizou-se o estudo da otimizacdo de pH com o intuito de avaliar os efeitos acerca do
analito em questdo sob o eletrodo aplicado. Através da solugdo tampdo Britton-Robinson foram
realizadas medigdes voltamétricas em diferentes pHs. Assim, utilizou-se desta solucdo para
averiguar em qual situacdo tem-se um melhor perfil e intensidade de corrente para o nifedipino. A
faixa de pH aplicada neste teste foi de 2,0 a 12,0, sob concentracdo de 0,1 mol L™* e velocidade de
varredura padronizada a 50 mV s™1. A Figura 7 mostra o perfil encontrado para o NIF, utilizando
0 SPCE, nas variacOes de pHs aplicadas. Observou que neste estudo houve um deslocamento de
potencial ao decorrer das analises a medida que sucedeu o aumento de pH. Em vista, considerando

perfil e intensidade de corrente, foi escolhido o valor de do pH 7,0.
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Figura?7. Estudo de pH em voltametria ciclica para a NIF 1,0.10* mol L™ em solugéo tampao B-R 0,15 mol L™%; (a)

pH2,0a6,0, (b) pH 6,02 12,0 e (c) corrente anddica e valores de potencial versus pH no eletrodo impresso de carbono;
velocidade fixa em 50 mV s,
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5.4 ESTUDO DO ELETROLITO SUPORTE

Apbs averiguar o melhor pH para o NIF, é de suma importancia substituir o eletrélito
suporte a fim de otimizar o sistema e aumentar a sensibilidade da técnica. Dentro da literatura ha
diversos tipos de tampdes disponiveis, porem escolheu-se aqueles que incluem o pH 7,0 na sua
faixa tamponante. Foram utilizados, além do tampé&o B-R, as solu¢ées Mcllvaine, HEPES e PBS,
todos com concentragdo 0,1 mol L. Com os voltamogramas (Figura 8) de comparacéo entre os

tampdes selecionados para teste, é possivel observar que em todas as solugdes existe a presenca do
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pico de oxidacéo referente ao NIF (0,07 V), porém o Britton-Robinson além de apresentar uma
melhor caracteristica de sinal, mostrou maior intensidade de corrente para o pico anddico, resultado
que ¢ apresentado na Figura 9. Apenas com estes motivos ja seria definido o B-R como eletrélito
suporte para o NIF, porém diferente dos outros tampdes, apresentou um sinal de reducdo no

potencial -0,16 V, confirmando novamente a escolha.

Figura 8. Voltamogramas para os tamp®es (a) Britton-Robinson, (b) Mcllvaine, (c) HEPES e (d) PBS e todos a 0,1
mol L™t (pH 7,0) por voltametria ciclica utilizando NIF a 1,0x10™* mol L™* em SPCE; velocidade de varredura de 50
mV s e faixa de potencial de -1,0a 0,6 V.
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A comparacao em relacéo a intensidade de corrente direta entre os quatro tampdes testados,

para melhor analogia entre o resultado apresentado nos voltamogramas, € mostrada abaixo.
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Figura 9. Intensidade de corrente anddica e catodica para os tampdes Mcllvaine, PBS, HEPES e B-R todos a 0,1 mol
L™t (pH 7,0) por voltametria ciclica utilizando NIF a 1,0.10™* mol L™ em SPCE; velocidade de varredura de 50 mV

s! e faixa de potencial entre -1,0a 0,6 V.
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Com a escolha do eletrélito suporte foram realizadas em seguida testes empregando

diferentes concentragdes, com valores entre 0,025 a 0,3 mol L™* da solugio tampéo B-R. A Figura

10 abaixo apresenta tanto os voltamogramas referentes as concentragdes escolhidas quanto a

intensidade de pico anddica e catodica de NIF. Através destes resultados podemos afirmar que a

concentragdo com melhor perfil e intensidade de corrente foi de 0,15 mol L%, sendo utilizada nos

estudos realizados posteriormente.
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Figura 10. (a) Voltamogramas para as concentracdes de 0,025, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 e 0,30 mol L™* de B-R (pH 7,0)
por voltametria ciclica utilizando NIF a 1,0.10™* mol L™ em SPCE; velocidade de varredura de 50 mV s e faixa de
potencial de -1,0 a 0,6 V. (b) Intensidade de corrente anddica e catddica para as concentracdes entre 0,025 a 0,30 mol
L* de Britton-Robinson (pH 7,0) obtidas a partir dos voltamogramas anteriores.
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5.5 ESTUDO DE VELOCIDADE DE VARREDURA

Um dos estudos realizados para melhorar a forma que séo analisadas as amostras dentro da
eletroanalitica é a identificacdo da principal forma que sdo transferidas as moléculas da amostra
para a superficie do eletrodo. Em todas as analises voltamétricas temos dois processos ocorrendo
no momento da leitura, uma € a difusdo e outra a adsor¢do. A difusional é onde se tem a
transferéncia de massa do analito do seio da solucéo para o eletrodo, a partir de uma diferenca de
potencial aplicada. Este processo faz com que tenhamos uma diferenca de concentracdo entre a
superficie do eletrodo com o restante da solugdo, gerando assim a transferéncia de espécie. Logo
apos a difusdo ocorre a adsorcao onde o analito se prende no eletrodo até que ocorra a transferéncia
de carga e assim seja feito a leitura da corrente. Esses dois processos formam uma cinética onde
em diferentes eletrodos e amostras as respostas sao distintas. Ou seja, tanto a difuséo quanto a
adsorcdo podem ser a etapa lenta do processo e acabar influenciando em determinados estudos
realizados. Portanto é necessario entender melhor qual das duas transferéncias de massa tem mais

influéncia.
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A primeira etapa ¢ analisar a linearidade da corrente anddica e catddica pela velocidade de
varredura. Neste grafico é destinado principalmente para o processo adsortivo, onde caso se tenha
uma linearidade préxima de 1, € um indicativo que a cinética seja majoritariamente pelo processo
adsortivo. Apos plotar os dados obtidos no experimento fez-se a regressdo linear dos pontos da
variacao da corrente pela velocidade de varredura (Figura 11a). Ao analisar o valor do coeficiente
de determinacdo R?, que é referente a linearidade dos dados, podemos insinuar que provavelmente
a reacdo ocorreu com um peso maior para a difusao, ja que se obteve uma baixa linearidade, 0,9836
para oxidacao e 0,9734 para reducdo. Porém ndo podemos afirmar essa colocagdo sem seguir as
proximas etapas.

A segunda etapa é idéntica a anterior, a Unica modificagdo é na forma que os valores da
velocidade de varredura sdo apresentados, onde nela é aplicado a raiz quadrada. Neste
procedimento, quando a linearidade do grafico se aproxima de uma reta, podemos prever que o
processo de transferéncia de massa é primordialmente difusional. Os resultados encontrados nesta
etapa sdo pendentes ao processo difusional, pois apresentam um R2 proximo de 1,0, é possivel
confirmar este resultado observando a diferenca entre a os graficos na Figura 11b e 11c.

A ultima etapa, diferente das anteriores, estd focada na inclina¢do provocada pelo grafico
do logaritmo da corrente e do logaritmo da velocidade de varredura, onde podemos identificar com
maior confianga se 0 processo é controlado por adsorcao ou por difusdo”. As equagdes abaixo séo
referentes a cada um dos processos, em que i é a corrente anddica ou catddica e v a velocidade de

varredura. Para um processo adsortivo temos que [i o v]:

log(i) = constante + log (v)

Coeficient l _Alog(i)_lo
oeficiente angular = Zlog(v)  »
Para um processo controlado por difus&o temos que [i o v/?]:
1
log(i) = constante + Elog v)
- Alog(i)
Coeficiente angular = =05

Alog(v)
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Nesta etapa o gréfico logaritmico duplo de corrente versus velocidade (Figura 11d) fornece
informacdes exatas sobre a natureza e a extensao do processo de transferéncia de carga, onde a
inclinacdo da reta de 0,5 ou 1,0 corresponde aos processos controlados de difusdo e adsorcao,
respectivamente’"®. A inclinacio obtida para o NIF utilizando o eletrodo impresso de carbono, foi
de 0,597. Com isso podemos afirmar com base neste grafico, e nos restantes dos resultados, que o
analito possui a cinética voltada principalmente para o processo difusional, corroborando com

outros trabalhos que ja relatam este comportamento para o NIF™%7677,

Figura 11. (a) Estudo de velocidade de varredura em voltamogramas ciclicos para a NIF 1,0.107* mol L™t em solugéo
tampao B-R 0,15 mol L™* (pH 7,0) no SPCE; velocidade entre 10 - 200 mV s, (b) ipa € ipc VErsus v, (C) ipa € ipc Versus
v¥2, (d) log v versus log i.
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A determinacdo da reversibilidade de um processo eletroquimico é de extrema importancia,
pois fornece informagfes fundamentais para a compreensdo dos mecanismos envolvidos e a
otimizacdo dos sistemas. Ao investigar se um processo é reversivel, irreversivel ou quasi-
reversivel, observa-se a relagdo entre os picos anodicos e catddicos que estdo proximos entre si.

Um dos critérios que define se o processo pode ser reversivel é a razdo entre as intensidades
de corrente, onde quanto se aproxima de 1,0 melhor se comporta em relagéo a sua reversibilidade.
A distancia entre os potenciais de saida do pico acaba sendo também de suma importancia para
estabelecer este parametro, ela é relacionada a equacdo de Nernst, assim quando se tem uma
diferenca de potencial (AE,) proximo de 0,0592 V o processo é dito como reversivel®. Desta
maneira foi possivel entender melhor o processo que o analito procede aplicando as seguintes
equacdes: Equacao 1 € a relacdo entre os potenciais do pico anddico e catddico e a Equacao 2 a
razao entre as intensidades de corrente. Onde Ep* e E{,ed 0 potencial de oxidagédo e reducéo,

respectivamente, e ip, € a corrente anodica e i, a corrente catodica.

AE, = (ES* — Ex°?) Eq. 1
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= Eq. 2

ipc

Utilizando-se das equacdes acima, tem-se como resultado que o AE, = 0,310 V, estad muito
distante do valor de Nernst, e a razdo entre os picos anodicos e catodicos é 0,96 pHA. Esta razéo das
intensidades de corrente se encaixa num processo reversivel, porém a diferenca de potencial esta
discrepante do valor de 0,0592 V, mostrando que NIF se comporta por um processo quasi-

reversivel. Este comportamento ja foi relatado na literatura’®.

5.6 ESCOLHA DA TECNICA ELETROANALITICA PARA A DETERMINACAO DE NIF

Ao realizar as varreduras, notou-se que para as técnicas citadas anteriormente o sinal de
reducdo demonstrou melhor perfil seletivo frente ao analito. Sendo assim os resultados a seguir
mostram os sinais referentes ao pico catddico de nifedipino.

Com foco analitico no desenvolvimento de um método sensivel para a determinacdo de
NIF, trés diferentes técnicas de varredura de potencial foram aplicadas, sendo elas voltametria
linear (LSV, do inglés Linear Sweep Voltammetry), de pulso diferencial (DPV, do inglés
Differential Pulse Voltammetry) e onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave Voltammetry).
Com os resultados provenientes da Figura 12a e 12b temos que a técnica que obteve um melhor
desempenho na determinacdo de NIF foi a técnica de onda quadrada. Esta resposta é coerente pelo
fato da minimizacdo da contribuicdo de corrente capacitiva gerada pelo carregamento da dupla
camada elétrica, tornando os sinais mais definidos®. Este resultado pode ser explicado observando
a reacdo quasi-reversivel do analito em questdo, ja que esta técnica fornece uma corrente resultante
a partir da diferenca das correntes de oxidacao e reducdo, deste modo gerando um sinal de pico

maior em comparagao aos valores de ipc € ipa Separados®®-#2,

Figura 12. (a) Voltamogramas referentes as técnicas de DPV, LSV e SWV. Condi¢des experimentais: eletrolito
suporte tamp&o Britton-Robinson 0,15 mol L™ (pH 7,0) utilizando NIF a 5,0.10°° mol L™ em SPCE; velocidade de
varredura de 20 mV s%; (b) Intensidade de corrente catddica para as técnicas aplicadas.
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5.7 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA SWV

As otimizacBes dos parametros sdo de suma importancia dentro da eletroanalitica, pois
permitem que haja uma melhor sensibilidade do método e consequentemente uma reducdo do
limite de detecgéo e quantificacdo. Os parametros otimizados para a voltametria de onda quadrada
sdo a frequéncia de pulso (f), amplitude de pulso (a) e incremento de potencial (AEs),
respectivamente.

A frequéncia de pulso é o primeiro pardmetro a ser otimizado em SWV, pois constitui o
valor total da velocidade de varredura. Assim, variou-se o seu valor entre 10 a 100 Hz, mantendo-
se a amplitude fixada em 50 mV e o incremento de potencial em 5 mV, a amplitude foi variada
entre 10 a 100 mV e incremento de potencial 1 a 10 mV. Na Figura 13, foram apresentados os
voltamogramas e os valores de intensidade de corrente para cada parametro, em destaque estao 0s
pontos onde foram definidos a melhor faixa destes pardmetros para o analito.

Para a Figura 13a temos o aparecimento de outro sinal com o aumento da frequéncia,
proveniente de outra processo eletroquimico do NIF, o que prejudica a sensibilidade do sinal
analisado nesta metodologia. Partindo deste principio a frequéncia que houve uma menor
interferéncia em relacédo a este outro processo foi o de 2 Hz, sendo o escolhido neste parametro.

Ja na Figura 13c é possivel observar que com o aumento da amplitude houve a separagdo
do sinal catddico, desaparecendo completamento o sinal do NIF identificado nos estudos anteriores.
Com este critério o sinal com melhor perfil e que ndo apresentou nenhuma interferéncia foi o de
40 mV.
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Para o incremento de potencial, o valor que apresentou melhor intensidade de corrente foi
o de 8 mV, sendo o escolhido nesta otimizago. E possivel perceber na Figura 13f que houve a
perda da linearidade de corrente ao passar para o valor de 9 e 10 mV, o que exclui estes valores

como selecionados.

Figura 13. Os voltamogramas sdo referentes as varia¢cdes dos parametros experimentais para a técnica de voltametria
de onda quadrada, onde (a) é a frequéncia, (c) amplitude de pulso e (e) incremento de potencial; nos graficos a direita
temos as intensidades de corrente para cada parametro, onde sdo destacados em vermelho 0s pontos onde se teve um
melhor comportamento de sinal.
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Com o término da otimizacdo, foram selecionados os valores para qual os trés parametros
da SWV apresentaram um melhor perfil voltamétrico e maior intensidade de corrente. A Tabela 1
apresenta os intervalos de estudos e os valores selecionados que foram aplicados em todos 0s

estudos seguintes.

Tabela 1. Otimizacdo dos parametros de SWV para determinacdo de nifedipino.

Parametros Intervalos de estudo Valor selecionado
Frequéncia (f) l1al0Hz 2 Hz
Amplitude de pulso (a) 10 a 100 mV 40 mV
Incremento de potencial (AEs) lal0 mV 8 mVv

5.8 CURVA DE CALIBRACAO

5.8.1 Sem Ativacéo

Empregando os valores experimentais, referentes a otimizagdo da SWV, obteve-se a curva
de calibracdo externa com diferentes concentracdes de padrdo do farmaco NIF. A Figura 14 mostra
o0s voltamogramas de onda quadrada relativos a construcdo desta curva, onde teve-se uma variagao
de concentragdo entre 4,0 umol L™ a 42 pmol L™t (R2 = 0,99481), utilizando como eletrélito
suporte a solugdo Britton-Robinson 0,15 mol L™ com pH neutro de 7,0. O potencial anddico
observado para o NIF possui inicialmente mostrou um valor de -0,20 V, que com aumento da
concentracdo deslocasse para potenciais positivos. A Figura 14 mostra a curva de calibracdo para
NIF para o SPCE, que pode ser expressa pela equacdo matematica linear que relaciona a
concentracdo do analito e a corrente. Esta expressdao € dada por ipc = 0,01209 [NIF] —
0,03277, onde ipc € a corrente de pico catodico em PA e [NIF] € a concentracdo de nifedipino em

pumol L2,
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Figura 14. (a) Voltamogramas em onda quadrada para diferentes concentra¢des de nifedipino com a (b) construgéo
da curva de calibracéo, utilizando valores de concentragéo entre 4 a 42 umol L™t em SPCE.
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Com o coeficiente angular e o desvio padrdo do coeficiente linear obtidos pela curva de

calibragdo foram calculados os limites de deteccéo e quantificacdo seguindo as equagdes abaixo.%

LOD = 3,3DP

Eq. 3

10 DP

LOQ = Eq. 4
onde DP ¢é o desvio padrdo do coeficiente angular (0,00339) e a é a inclinacdo da reta (0,01209).
Os resultados dos limites de deteccdo e quantificacdo para o NIF utilizando eletrodo impresso de

carbono sem ativagdo s&o0: LOD = 0,9 pmol L™ e LOQ =2,8 pmol L.

5.8.2 Com Ativacéo

Aplicando as mesmas condicdes realizadas na curva de calibracdo no SPCE, tivemos neste
resultado a preé-ativacdo do eletrodo aplicando a metodologia descrita em 4.3.1. A principal
mudanca em comparagdo a curva anterior é observada na divisdo da faixa linear apds a ativacao,
neste caso obteve-se o aparecimento de duas faixas lineares dentro das mesmas concentracGes

aplicadas, este resultado é apresentado na Figura 15. A primeira equacdo linear, engloba as
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concentracgdes de 4, 6 e 8 pmol Lt (R2 = 0,99907), apresentou uma equacdo linear de ipc =
0,31046 [NIF] — 0,71873, o desvio padrdo para o coeficiente linear foi de 0,0416. A segunda
faixa linear aplicou os seguintes pontos referentes a sua construcdo da curva de calibracéo, 12, 20
e 28 umol Lt (R2 = 0,99980), sua regressdo linear é expressa pela seguinte equagio ipc =
0,08992 [NIF] — 1,48379, com desvio padrdo do coeficiente linear de 0,01907. Apds o ultimo
ponto da segunda faixa linear ocorre a diminui¢do da intensidade de corrente com o0 aumento da
concentracdo, isso se da pela saturagdo dos sitios ativos presentes na superficie do eletrodo,
impedindo a transferéncia de elétrodos e consequentemente a falta de sinal®48°.

Aplicando as mesmas Equaces 3 e 4, utilizadas anteriormente, foi possivel chegar aos
seguintes resultados: para a primeira faixa linear da curva de calibragéo obteve-se LOD = 0,4 pumol
Lt e LOQ = 1,3 umol L™}, j& para a segunda faixa linear temos que os seus limites sdo acima do
que apresentam os trés pontos anteriores, assim seu LOD = 0,7 umol L™t e LOQ = 2,1 umol L.
Mostrando assim a eficiéncia da pré-ativacdo para a determinacdo de NIF em aSPCE, onde foi
possivel obter uma diminuicdo préxima a 50 % nos limites de detec¢cdo e quantificacdo apos a
metodologia aplicada.

Figura 15. (a) Voltamogramas em onda quadrada para diferentes concentracdes de nifedipino com a (b) construgéo
da curva de calibracéo, utilizando valores de concentragéo entre 4 a 42 pmol L. CondigGes experimentais: aSPCE
pré-ativado com carbonato de sédio.
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6. CONCLUSAO

A pesquisa desenvolvida abordou o estudo do efeito da pré-ativacdo de eletrodos
impressos para a determinacdo de nifedipino, comparando efetivamente através do estudo de
espectroscopia de impedéancia eletroquimica e da construcdo da curva de calibracdo o SPCE com
0 aSPCE. O comportamento observado nos voltametria ciclica para o NIF nos estudos do eletrolito
suporte foi que apresentou em -0,26 VV um pico de oxidacédo e -0,32 V o de reducdo, as melhores
condicdes encontradas foram a solucdo tampéo Britton-Robinson com concentragédo de 0,15 mol
L™t apH 7,0. Dentro do comportamento observado é possivel concluir que o processo que ocorre
entre 0s picos é quasi-reversivel. O estudo de velocidade resultou que o NIF apresenta um processo
controlado majoritariamente pela difusdo. A técnica eletroanalitica de SWV foi a escolhida e
posteriormente otimizada, ja que exibiu o melhor comprometimento entre intensidade de corrente
e qualidade do sinal analitico. A curva de calibracdo para o SPCE apresentou em concentragdes de
4,0 pmol L™t a 42,0 pmol L™ (R2 = 0,99481). Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificagio
(LOQ) foram 0,9 pmol L™ e 2,8 umol L2, respectivamente. Para 0 aSPCE a curva de calibragdo
apresentou duas faixas lineares em concentragdes de 4,0 umol L™ a 8,0 umol L™ (R2 = 0,99907)
para a primeira e de 12,0 umol L™t a 28,0 umol L™ (R2 = 0,99980) para a segunda. Os LODs foram
de 0,4 pmol L™t e 0,7 pmol L™t e LODs 1,3 pmol L™t e 2,1 umol L2, para a primeira e segunda
faixa, respectivamente. O método eletroanalitico proposto para detec¢do de NIF juntamente com a
etapa de pré-ativacdo é promissor para monitoramento in loco quanto a presenca de contaminantes
emergentes no ambiente. Os resultados mostraram grande potencial para o desenvolvimento de
novas metodologias visando melhorar a resposta eletroquimica de eletrodos impressos em tela

comercial.
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