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RESUMO

Nimesulida (NIM) é um dos farmacos mais consumidos do pais, pertencente a classe dos anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES), e amplamente aplicada no tratamento de dores agudas e
cronicas, inflamacdes e febres. Neste estudo, temos a utilizacdo de eletrodos impressos com o
objetivo de desenvolver uma metodologia eficaz para a deteccdo in loco (“no local”) de NIM.
As aplicacdes in loco utilizando eletrodos impressos, comercializados tanto a base de carbono
quanto a base de platina ou ouro, se mostram promissoras pois apresentam um baixo custo,
geram um menor volume de residuos durante a analise, promovem a utilizacdo direta de
sistemas sensores e permitem a preservacao da natureza da amostra. Tais aplicacdes sdo Uteis
nas areas ambiental e hospitalar onde ha demanda por analises rapidas. Neste trabalho, o
eletrodo impresso de carbono se mostrou o mais adequado para a deteccao de NIM. Pelo estudo
com voltametria ciclica (CV), foram evidenciados quatro processos eletroquimicos: dois de
oxidacdo (em ca. +0,01 V e +0,35 V,vs. Ag) e dois de reducédo (em ca. -0,12 V e +0,25vs. Ag).
O comportamento com base na intensidade de pico e a distancia entre os potenciais de pico
indica uma reacdo quasi-reversivel. O melhor sinal de corrente foi otimizado em eletrélito
suporte PB 0,100 mol L™ (pH 7,0) e a técnica aplicada foi a voltametria de onda quadrada
(SWV, do inglés square wave voltammetry) em razdo da sua maior sensibilidade frente ao
analito. Os parametros e valores otimizados foram: frequéncia = 6 Hz, incremento de potencial
=5 mV e amplitude de pulso = 100 mV. Com o uso destes parametros, foi construida uma curva
de calibragdo na faixa de 6,32 a 117,5 umol L™ (R2 = 0,9986). Os limites de detecgdo (LOD,
do inglés limit of detection) e quantificacdo (LOQ, do inglés limit of quantification) foram de
6,32 umol L™ e 19,15 umol L™, respectivamente. Posteriormente, o estudo da seletividade
apresentou uma interferéncia inferior a 20%. A repetibilidade das medigdes de NIM (40 pmol
L™1) foi investigada sob condi¢Ges otimizadas; os valores do desvio padrdo relativo (DPR)
foram de 3,54% para medicOes intra-dia e 2,49% para medicOes inter-dia ao longo de um
periodo de cinco dias. A andlise de amostras foi realizada utilizando amostras de agua
provenientes da Lagoa da Conceicdo, sendo obtidos valores de recuperacdo entre 99% e 105%.
Os resultados mostraram grande potencial para a determinacdo de NIM utilizando eletrodos

impressos para uma aplicacéo in loco.

Palavras chaves: Aplicacdo in loco; Eletrodos impressos; Contaminantes organicos

emergentes; Nimesulida.



ABSTRACT

Nimesulide (NIM) is one of the most widely consumed drugs in the country, belonging to the
class of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and commonly used to treat acute and
chronic pain, inflammation, and fever. This study focuses on the use of printed electrodes to
develop an effective methodology for the in-situ detection of NIM. Printed electrodes—
available in carbon, platinum, or gold-based variants—are promising due to their low cost,
minimal waste generation, direct application in sensor systems, and preservation of sample
integrity. These applications are particularly valuable in environmental and hospital settings
where rapid analyses are required. In this work, carbon-based printed electrodes proved most
suitable for NIM detection. Using cyclic voltammetry (CV), four electrochemical processes
were identified: two oxidation processes (+0.01 V and +0.35 V vs. Ag) and two reduction
processes (-0.12 V and +0.25 V vs. Ag). The peak intensity and potential separation suggest a
quasi-reversible reaction. Optimal current signals were achieved in a PB buffer (0.100 mol L™,
pH 7.0) using square wave voltammetry (SWV) due to its higher sensitivity to the analyte.
Optimized parameters included a frequency of 6 Hz, potential increment of 5 mV, and pulse
amplitude of 100 mV. A calibration curve was constructed in the range of 6.32 to 117.5 pmol
L (R?=0.9983), with detection (LOD) and quantification (LOQ) limits of 6.32 pmol L™ and
19.15 pmol L7, respectively. Selectivity tests showed interference below 20%. The
repeatability of NIM measurements (40 pumol L") under optimized conditions demonstrated
relative standard deviations (RSD) of 3.54% for intra-day and 2.49% for inter-day
measurements over five days. Sample analyses were conducted using water from Lagoa da
Conceicdo, yielding recovery rates between 99% and 105%. These results demonstrate

significant potential for NIM detection using printed electrodes, enabling in-situ applications.

Keywords: In-situ application; Printed electrodes; Emerging organic contaminants;

Nimesulide.
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1 INTRODUCAO

Os 6rgdos fiscalizadores ambientais tém apresentado cada vez mais preocupagdo em
relagdo ao monitoramento da concentracdo de compostos organicos e metais em ecossistemas
costeiros. Compreender a disseminagdo de poluentes nesses ambientes, que podem acumular-
se na fauna marinha, sedimentos e lencdis freaticos, é primordial para um controle ambiental
satisfatério, assim como a verificagdo da contaminagdo por substancias quimicas
potencialmente tdxicas, como farmacos e metais em ambientes aquaticos. Em Floriandpolis,
cercada por diversos ambientes aquaticos em contato direto com o Oceano Atlantico, esse
monitoramento é especialmente importante para uma fiscalizacdo ambiental eficaz. Tais
espécies, classificadas como poluentes emergentes pela Unido Europeia, podem ser oriundas
de processos industriais assim como da descarga direta de esgoto nao-tratado.

Entre as principais consequéncias para as pessoas expostas a &gua contaminada estéo
doencas cronicas, como infertilidade, resisténcia a antibidticos e alteracfes na presséo arterial.
A crescente preocupagdo com a presenca de contaminantes emergentes em agua potavel e no
meio ambiente tem impulsionado a pesquisa cientifica em busca de métodos eficazes para
quantificar essas substancias. Entre as tecnicas comumente empregadas destacam-se as
eletroquimicas, como a voltametria, condutimetria e amperometria. Essas técnicas envolvem
reacOes de transferéncia de elétrons e a conversdo de energia quimica em energia elétrica,
tornando-se amplamente utilizadas em estudos analiticos na comunidade cientifica.

Nesse contexto, os eletrodos impressos tém surgido como uma solucdo promissora
para a deteccao e quantificacdo de compostos organicos emergentes (EOCs, do inglés emerging
organic compounds), como a nimesulida (NIM), um medicamento amplamente utilizado no
tratamento de dores agudas e crénicas, inflamac6es, febres e no tratamento de cancer. Esses
eletrodos apresentam diversas vantagens, especialmente dentro da tendéncia de miniaturizacéo,
incluindo sua alta sensibilidade, seletividade, simplicidade de uso e baixo custo, o que os torna
ideais para analises diretas em campo. A aplicacdo in loco utilizando estes dispositivos tem se
mostrado cada vez mais vantajosa por preservar as caracteristicas originais das amostras.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo aplicar técnicas eletroanaliticas
utilizando eletrodos impressos, com foco na detec¢do da NIM. O estudo visa a caracterizacdo
dos eletrodos e a avaliacdo da resposta eletroquimica da NIM. Além disso, busca-se otimizar

as condicBes experimentais para, ao final, validar o método analitico desenvolvido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CONTAMINANTES ORGANICOS EMERGENTES (EOCS)

Os contaminantes organicos emergentes (EOCs, do inglés emerging organic
compounds) abrangem compostos quimicos presentes em uma ampla gama de produtos
comerciais, como por exemplo, medicamentos, produtos veterinarios, embalagens de
alimentos, itens de higiene, agrotoxicos e até mesmo certos micro-organismos sao apontados
como EOCs. Esses contaminantes podem ser encontrados nas mais diversas matrizes
ambientais e bioldgicas, e ainda assim, ndo sdo habitualmente monitorados ou ainda ndo
possuem legislacdo regulatoria correspondente®-2,

A comunidade cientifica e os 6rgéos legisladores nacionais e internacionais possuem
uma grande apreensdo relacionada aos EOCs devido as suas propriedades, tais como, sua alta
estabilidade, baixa biodegradabilidade e elevada solubilidade em éagua®. Ainda ndo ha uma
grande compreensdo dos efeitos negativos desses poluentes sobre a fauna e flora, nem sobre as
doencas que podem ocorrer a longo prazo em pessoas que utilizam esses recursos hidricos.
Contudo, certos estudos ja mencionam impactos adversos a saude humana, como lesbes
celulares, disfuncdo no sistema endocrino e reprodutivo de seres humanos e dos animais,
podendo causar infertilidade e abortos espontaneos, alteracdes comportamentais, resisténcia a
antibioticos, variacdes na pressdo arterial, distarbios metabdlicos e incidéncia de neoplasias
malignas, além da inducdo de bactérias mais resistentes*®.

Os produtos farmacéuticos exercem um papel de elevada relevancia como EOCs,
devido ao amplo consumo por uma grande parcela da populagcdo e a venda frequente sem
prescricdo médica. Entre esses produtos, encontram-se diversas classes de medicamentos, como
por exemplo antibioticos, anti-inflamatorios, analgésicos, reguladores lipidicos,
betabloqueadores, esteroides e hormonios, antiepiléticos, diuréticos e agentes terapéuticos

contra o cancer’.
2.2 NIMESULIDA

Dentre os farmacos que comp@e os EOCs, tem-se a nimesulida (NIM), determinada
pela TUPAC como N-(4-nitro-2-fenoxifenil)metanossulfonamida (Figura 1), pertencente a
classe dos anti-inflamat6rios ndo esteroidais (AINEs)®8. Suas principais propriedades sdo efeitos
anti-inflamatorias, analgésicas e antipiréticas, sendo amplamente utilizada no tratamento de

dores agudas e cronicas, inflamagGes, febres e no tratamento de cancer %10,
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Figura 1. Estrutura quimica da Nimesulida
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Fonte. A autora.

Sua estrutura quimica é caracterizada por um anel tiazolilideno ligado a uma
sulfonamida, conferindo-lhe propriedades farmacologicas especificas. A presenca da
sulfonamida na estrutura da NIM € responsavel por sua atividade anti-inflamatdria, analgésica
e antipirética, atuando principalmente como inibidora da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2)
que esta vinculada a producéo de glandulas prostéticas, que causam inflamagio e dor'® 2, Sua
estrutura quimica também pode influenciar a NIM ser classificada como um contaminante
emergente, sua solubilidade em agua, por exemplo, pode interferir na sua dispersao e transporte
em sistemas aquaticos, enquanto sua estabilidade quimica pode determinar sua persisténcia no
meio ambiente. A capacidade de interacdo da NIM com outros compostos presentes no meio,
como matéria organica e metais, pode influenciar sua biodisponibilidade e toxicidade para
organismos aquaticos e terrestres®®,

Embora seja bem tolerada e apresente um risco relativamente baixo de efeitos
colaterais gastrointestinais em comparacdo com outros medicamentos semelhantes, pois possui
uma menor acidez (pKa=6,9) quando comparada a outros farmacos utilizados para mesma
finalidade, como por exemplo o acido acetilsalicilico (pKa = 3,4)'4, sdo necessérios grandes
cuidados em relacdo a sua ingestdo continua devido aos casos, cada vez mais recorrentes,
relacionados a sua hepatotoxicidade!®. Devido a esses riscos relacionados a insuficiéncia
hepética, alguns paises como Espanha, Finlandia, Irlanda, Bélgica, Dinamarca, Holanda,
Suécia, Canada, Japdo, Estados Unidos, Nova Zelandia e Australia suspenderam a utilizagdo

desse farmaco!®’. No Brasil, mesmo sendo um medicamento de tarja vermelha, ou seja, a
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venda do mesmo ocorre somente sob prescricdo médica'®, ainda esta entre os dez medicamentos
mais vendidos do pais®®.

A crescente utilizagdo e liberacdo de NIM desenfreada e indiscriminada por seres
humanos e animais tem levantado preocupacdes acerca de sua classificagio como um
contaminante emergente em corpos d'agua superficiais e subterraneos, resultando em impactos
ambientais consideraveis e nas consequéncias prejudiciais que pode causar ao organismo
humano?. Faz-se necessario cada vez mais estudos relacionados a NIM e sobre os impactos
que podem desencadear no meio ambiente e na salde dos seres vivos. Com isso, é essencial o
desenvolvimento de métodos analitico que sejam réapidos, simples e de baixo custo para o
controle de qualidade da NIM em formulagGes farmacéuticas, assim como proporcionar uma
quantificacéo sensivel e seletiva de NIM em amostras ambientais, a fim de avaliar seu potencial

impacto e adotar medidas adequadas de controle e mitigacao.
2.3 TECNICAS DE QUANTIFICA(;AO PARA NIMESULIDA

Devido a este grande interesse sobre os EOCs, ha uma grande gama de trabalhos
cientificos desenvolvendo diversas técnicas para a deteccdo e quantificacio da NIM?L, por
exemplo, espectrometria de massas (MS, do inglés mass spectrometry)??, cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS, do inglés liquid chromatography tandem mass
spectrometry)?®2, cromatografia gasosa (GC, do inglés gas chromatography)?’, cromatografia
liquida de ultra-alta pressdo (UHPLC, do inglés ultra-high pressure liquid chromatography)?®,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés high-performace liquid
chromatographay)?°3®, eletroforese capilar (CE, do inglés capillary electrophoresis)®,
cromatografia em camada delgada de alta performance (HPTLC, do inglés high performance
thin layer)®’, cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (do inglés, reversed phase
HPLC)3-3, espectrometria de absor¢do molecular®®*® e cromatografia eletrocinética micelar
(MEKC, do inglés micellar electrokenetic chromatography)*4.

No trabalho realizado por Singh Kushwah et al.?®, foi desenvolvido um método
seletivo, sensivel e preciso através da técnica de LC-MS, validado e aplicado para a
determinacdo de NIM e de seu metabolito hidroxilado em leite de vaca. Foram realizados
estudos de validacao para se determinar a exatidao, a precisdo, a seletividade, a estabilidade, o
efeito de matriz e a integridade da diluigcdo. Ao final da metodologia, foram obtidos os valores
de limite de deteccdo (LOD, do inglés limit of detection) e limite de quantificacdo (LOQ, do

inglés limit of quantification) para NIM de 0,05 ng mL™* e 0,16 ng mL™, respectivamente.
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Concluiu-se que o método pode ser aplicado para a determinagdo quantitativa de NIM e de seu
metabdlito em matrizes bioldgicas, como o leite.

Conforme o trabalho de Ruela et al.*°, a técnica de HPLC de fase reversa foi aplicada
para a determinacdo de NIM em estudos de liberagéo in vitro, a fim de desenvolver, validar e
aplicar esta metodologia répida. Uma série de estudos foram conduzidos para determinar a
composicao da fase mdvel, assim como seu pH e vazao. Estudos para a validacdo do método
analitico e para a dissolucdo do comprimido também foram realizados. A metodologia aplicada
se mostrou promissora, pois obteve-se um limite de deteccéo de 0,03 pug mL™* e um valor igual
a 0,1 ug mL* para o limite de quantificagdo mostrando-se sensivel, assim como preciso, exato
e linear em uma ampla faixa de concentracdo. Ademais, apresentou-se resultados satisfatorios
para a avaliacdo do perfil de dissolucdo de comprimidos de NIM.

As técnicas apresentadas anteriormente sdo extremamente importantes no
desenvolvimento de métodos analiticos. Contudo, € possivel que o pré-tratamento de amostras
necessite de um empenho consideravel, ja que esses processos costumam ser extensos e
complexos, incluindo etapas de digestdo ou limpeza, além de necessitar de operacOes
detalhadas, treinamentos especificos e reagentes apropriados. Essas condi¢cdes ndo apenas
aumentam o processo de analise, como também podem acarretar a perda do analito®.
Adicionalmente, o transporte das amostras € mandatério, uma vez que 0s equipamentos
habitualmente permanecem nos laboratorios de origem*. Por conseguinte, tornou-se
primordial, no meio cientifico, a adesdo de uma cultura de miniaturizacdo dos equipamentos
analiticos. Esta abordagem oferece uma série de vantagens, como portabilidade e baixo custo,
desenvolvimento de gadgets amigaveis, possibilitando aplicacdes in loco (“no local”) e

eliminando, em certos aspectos, as limitagdes dos procedimentos analiticos convencionais®’.
2.4 ELETROANALITICA

Dentre os diversos métodos utilizados para a determinacdo de EOCs, aqueles baseados
em técnicas eletroanaliticas tém ganhado cada vez mais destaque tanto no meio cientifico
quanto industrial, com o crescimento nas aplicacBes de potenciometria, condutimetria,
amperometria e voltametria no monitoramento ambiental®®®, Somado a isso, sdo
economicamente vidveis em relacdo aos custos operacionais e de manutencdo. Ainda, esses
métodos proporcionam a vantagem de incremento de sensibilidade através de modificagdes ou
ativacBes das superficies dos eletrodos, gerando dados mais confiaveis>®>L.

Para a técnica de voltametria, € utilizado um sistema eletroquimico constituido por trés

eletrodos, sendo eles o de trabalho (WE - do inglés working electrode), o de referéncia (RE -
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do inglés reference electrode) e o auxiliar (AE - do inglés auxiliary electrode)*®. A Figura 2
apresenta uma célula eletroquimica com os trés eletrodos, além de uma entrada de géas
nitrogénio, frequentemente aplicado como géas de purga durante 0 monitoramento de sinais de

reducéo®.

Figura 2. Célula eletroquimica constituida por trés eletrodos: eletrodo de trabalho (WE);
eletrodo auxiliar (CE); eletrodo de referéncia (RE); e entrada para gés purga.

Entrada para gas purga

'Y CE
wel || RE

Fonte. A autora

Na literatura ha um grande conjunto de estudos realizados para a determinacao de NIM
utilizando os mais diversos tipos de eletrodos de trabalho, com e sem modificagdes>3:.
Contudo, ndo ha trabalhos na literatura que reportam a utilizacédo de eletrodos impressos para a
deteccdo deste farmaco. As ferramentas eletroquimicas tém se comprovado promissoras para a
deteccdo de NIM em amostras clinicas e ambientais®?, uma vez que, conforme foi apresentado
na Figura 1, a NIM ¢é constituida por um grupo nitro - que pode sofrer o processo de reducao -
e por um grupo amina - que pode sofrer o processo de oxidacao. O estudo da reducdo do grupo
nitro mostra-se mais vantajoso, visto que ocorre a minimizacao de possiveis interferéncias de
matriz em aguas naturais, essencial para aplicagdes em analises ambientais e clinicas®®®3,

Conforme desenvolvido por Goularte et al 2022.%° a técnica voltamétrica foi aplicada
para a deteccdo analitica do processo de reducdo eletroanalitica de NIM utilizando o sensor
eletroquimico GCE/Pd-Si4Pic*NOsz~ (Eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanoparticulas de paladio estabilizadas em um material hibrido de silica-silexano). Estudos
sobre a modificacdo, o comportamento eletroquimico da NIM, escolha do eletrolito suporte e
sua concentracdo, condicdo ideal de pH, efeito da velocidade de varredura, escolha da técnica
e aplicacdo em amostras de urina sintética, soro simulado e amostras de agua de rio foram

realizados. A técnica eletroquimica demonstrou excelente desempenho em termos de
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sensibilidade, precisdo e seletividade. O limite de detecgdo (LOD) foi de 0,039 umol L™t e 0
limite de quantificagdo (LOQ) foi de 0,132 pmol L1, A validagio foi realizada por meio de
comparagdo com a espectrometria de absor¢do molecular, demonstrando a confiabilidade e a
aplicabilidade do método proposto para a eletroanalise de amostras de origem clinica e

ambientais.
2.5 ELETRODOS IMPRESSOS

Por intermédio do avanco tecnolégico mostrou-se necessario a ampliacdo e o
aperfeicoamento das formas de analises in loco, a fim de diminuir a necessidade de grandes e
complexos equipamentos. O desenvolvimento dos primeiros eletrodos impressos (SPEs, do
inglés screen printed electrodes) ocorreu em 1990, o que desencadeou na diminui¢ao dos custos
de producéo e da execucdo de analises eletroanaliticas, sem comprometer a confiabilidade, a
seletividade, a sensibilidade e a reprodutibilidade dos resultados obtidos®. A Figura 3 ilustra
um exemplo de eletrodos impressos de platina, carbono e ouro, respectivamente, composto por
um conjunto de trés eletrodos, sendo eles, o eletrodo de trabalho, um contra eletrodo de carbono
e um pseudo eletrodo de referéncia, a estrutura de ceramica possui dimensoes de 3,4 x 1,0 cm.
Consequentemente, uma célula eletroquimica, que usualmente requer no minimo um volume
de 10 mL de solucdo, ¢ reduzida para uma gota de apenas 70 pL, capaz de encobrir todo o

sistema de eletrodos.

Figura 3. Eletrodos impressos comerciais a base de (a) platina; (b) carbono; e (c) ouro.
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Fonte. A autora

Essas caracteristicas, levando em consideragdo o seu baixo custo, tamanho reduzido,

possibilidade de portabilidade dos eletrodos, menor geracdo de residuos durante a analise e a
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viabilidade de utilizacdo direta sem requerer modificagdes, comprova seu potencial de
aplicacdo no segmento de point-of-care (POC). Essa abordagem simplifica a acessibilidade de
analises qualitativas em locais com infraestrutura laboratorial limitada. Os testes realizados s&o
especialmente Uteis nas areas ambiental e hospitalar, que constantemente requerem analises
rapidas e praticas®®.

Os eletrodos impressos apresentam uma alta versatilidade tanto em suas composicoes
quanto nas modificacOes superficiais que podem ser aplicadas. Na literatura, a aplicacdo de
modificadores nas superficies dos eletrodos impressos € amplamente estudada, uma vez que
ocorre 0 aumento da sensibilidade dos dispositivos®®t. No que diz respeito ao eletrodo de
trabalho, ha disponibilidade tanto de eletrodos a base de carbono, que sdo os mais habituais em
funcédo de sua excelente condutividade e custo acessivel, quanto de eletrodos a base de platina

e de ouro’.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método eletroanalitico empregando-se eletrodos impressos para a
determinacdo de NIM em amostra de &gua proveniente da Lagoa da Concei¢cdo em

Floriandpolis - Santa Catarina.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a caracterizacdo eletroquimica em eletrodos impressos a base de carbono,
platina e ouro;

e Classificar o melhor eletrodo impresso, com base no comportamento eletroquimico para
a determinacdo da NIM;

e Analisar os parametros experimentais, assim como os valores de pH, natureza e
concentracédo do eletrolito de suporte;

e Selecionar a técnica mais adequada, entre voltametria de onda quadrada e voltametria
de pulso diferencial. Complementarmente, realizar a otimizacdo dos parametros da
técnica definida.

e Qualificar as caracteristicas do método sugerido, levando em consideragéo a construcdo
de uma curva de calibracéo e, subsequentemente, a determinacao dos valores dos limites
de deteccdo e quantificacéo;

e Testar a aplicabilidade do sensor eletroquimico em amostra ambiental.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLUCOES

4.1.1 Reagentes
Os reagentes a serem usados para a elaboragéo do projeto estdo elencadas no Quadro

Quadro 1. Origens e caracteristicas dos reagentes utilizados

REAGENTES FORMULA MARCA PUREZA
Acido acético C,H40; Vetec >99,7%
Acido borico H;BO; Acros Organics >99,5%

Acido fosforico H3;PO, Grupo Quimica >85%*

Cloreto de potassio KCl Isofar >99%
Etanol C,HsOH Meta Quimica >99,3%

Ferricianeto de potassio K3Fe(CN)s Vetec >99%
Ferrocianeto de potassio K4Fe(CN)g Vetec >98,5%
Fosfato de socio NaH;PO;.H,0 Neon >98,7%

Hidroxido de sodio NaOH Vetec >99%
Nimesulida C3H,N,0s5S Sigma >99,4%

Fos fatod?gizc;;l:; (l))lbaswo Naz}I;IZPOO4' 2 Neon 5999
Acido citrico anidro C¢HgO7 Synth >99,5%

4.1.2 Solugdes

A elaboracdo das soluctes dos reagentes apresentados no Quadro 1 constituiu-se em
solubiliza-los em agua ultrapura (obtida via sistema Milli-Q, Millipore - Bedford, MA, USA)
com resistividade de 18,2 MQ cma 25 °C.

As solucdes de 0,005 mol L' da sonda redox foram preparadas a partir dos sais de
KsFe(CN)s e de KsFe(CN)s em meio aquoso contendo KCI 0,1 mol L™!. A preparacdo das
solucdes do tampéo Britton-Robinson (B-R), empregadas na compreensdo do comportamento
da NIM diante das alteracdes de pH, deram-se através da combinacdo de &cido acético, acido
bérico e acido fosforico (0,1 mol L™!) compreendendo uma faixa de pH entre 4,0 e 9,0. Ajustou-
se os valores de pH utilizando uma solucdo de NaOH 7 mol L™!. Utilizou-se também solucdes
do tampéo fosfato (PB, do inglés phosphate buffer), composta por acido fosférico, e do tampéo

Mcllvaine, composto por &cido citrico e fosfato de sodio, em pH 7,0. As solucdes foram
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armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C com prazo méaximo de utilizacdo em 90 dias.
Preparou-se as solugGes a base de NIM a partir de uma solucdo estoque com
concentracéo de 9,8 x10° mol L™! solubilizada em etanol. Diariamente, essa solugéo foi diluida

conforme necessidade.

4.2 INSTRUMENTACAO
4.2.1 Célula eletroquimica

As andlises voltamétricas foram executadas pelo emprego de eletrodos impressos de
carbono, platina e ouro (Metrohm DropSens — Espanha). Tais eletrodos sdo constituidos por
uma Unica peca dividida com a seguinte configuracdo: um eletrodo de trabalho a base de
carbono, platina ou ouro (com um diametro igual a 4 mm), um contra eletrodo de carbono e um
eletrodo de referéncia de prata. Esta configuracéo foi utilizada em todas as medicdes, operando

em com aliquotas discretas, em gota, e volume maximo de 70 L.
4.2.2 Instrumentacéo

Medidas  voltamétricas foram conduzidas com o0 auxilio de um
potenciostato/galvanostato PalmSens (Palm Instruments BV, Holanda) conectado a um
computador com o software PSTrace (versdo 5.10) de onde foram extraidos os dados. Para o
estudo de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés electrochemical
impedance spectroscopy) foi empregado o potenciostato/galvanostato DropSens modelo uStat-
i 400s (Metrohm DropSens — Espanha) conectado a um computador com o software DropView
(versdo 3.78), diante do qual gerou-se os voltamogramas e os graficos de Nyquist.

Inseriu-se os eletrodos impressos a um conector que transmite os dados obtidos para
um sistema computacional, no qual foram processados e tratados em um programa grafico.

Efetuou-se as medi¢des de pH utilizando um conjunto medidor de eletrodo combinado
Ohaus (Modelo ST3100-F), devidamente calibrado antes de cada uso.
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4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Caracterizacdo eletroquimica em eletrodos impressos a base de carbono, platina e
ouro frente a sonda redox Ks[Fe(CN)e]/K4s[Fe(CN)s]

Inicialmente, avaliou-se 0 comportamento eletroquimico de trés diferentes sistemas
sensores através de uma abordagem comparativa, utilizando o mesmo aparato instrumental
descrito no subtépico 4.2.2. Para este estudo, empregou-se uma sonda redox de
KsFe(CN)s/KsFe(CN)s (0,005mol L™ cada) em KCI 0,1 mol L. Foi depositada uma gota
contendo 70 L desta sonda redox diretamente na superficie do eletrodo impresso (SPE, do
inglés screen printed electrode), variando a velocidade de varredura entre 10 e 100 mV s™%, em
uma faixa de potencial de -0,3 V a 0,7 V. Dessa forma, tornou-se possivel observar 0s
comportamentos eletroquimicos que séo provenientes dos processos de oxidacao e reducao.

Além da caracterizacdo por voltametria ciclica, ocorreu a avaliagdo complementar dos
sistemas sensores a partir do estudo de espectroscopia de impedancia eletroquimica nas mesmas

condi¢cdes mencionadas anteriormente.

4.3.2 Comportamento eletroquimico da Nimesulida frente aos eletrodos impressos de

carbono, platina e ouro

Avaliou-se o comportamento eletroquimico da NIM pela técnica de voltamétrica
ciclica. Testou-se os SPEs, sem etapas de tratamento prévio ou ativacao de superficie, utilizando
0 mesmo aparato instrumental descrito no subtopico 4.2.2. Em todos os testes, a preparacao das
solu¢des padrio de NIM foi realizada diretamente em frasco Eppendorf®, em etapas de dilui¢io
e valores de concentracdo adequados a aplicacdo direta na forma de gota na superficie dos
elétrodos de trabalho, minimizando a geracao de residuos quimicos.

Para a NIM, utilizou-se como eletrdlito suporte a solugdo tampao Britton Robinson
(B-R) com concentragdo de 0,1 mol L™! (pH 7,0) em concentracio final de 5x10° mol L™!, com
base em relatos prévios da literatura®’. Foi depositada uma aliquota de 70 pL desta solugdo

1

diretamente na superficie do SPE utilizando uma velocidade de varredura de 50 mV s, em

uma faixa de potencial entre -0,7 Ve 0,7 V.
4.3.3 Desenvolvimento e aplicabilidade do método eletroanalitico

Estudos referentes aos eletrodos impressos de carbono, platina e ouro foram

executados visando alcangar um equilibrio entre a intensidade de corrente e o perfil
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voltamétrico para o analito. Desta maneira, 0 objetivo inicial foi avaliar o eletrodo impresso
que apresente a melhor condicdo de compromisso entre qualidade do sinal analitico e
intensidade de corrente de pico.

Examinou-se os perfis voltamétricos da NIM em diferentes valores de pH, com o
intuito de otimizar esse parametro, modificando sua natureza tamponante e a concentragéo.
Simultaneamente, conduziu-se analises para a determinagdo do mecanismo eletroquimico que
prevalece na superficie do eletrodo (difusional, adsortivo ou misto), com base na investigacdo
da variacéo da velocidade de varredura.

A variacdo do pH também foi estudada para se compreender a relacdo entre prétons e
elétrons envolvidos no processo de oxirreducdo da NIM. Realizou-se a determinacdo do modo
operacional da voltametria de pulso entre onda quadrada e pulso diferencial, e em consecutivo,
foi feita a otimizacdo dos parametros.

Sob as condicdes experimentais estabelecidas, averiguou-se a faixa operacional
apropriada para a quantificagdo de NIM, procurando certificar uma relacéo linear entre corrente
e concentracdo. A comprovagdo do método deu-se por meio da construcdo de uma curva de
calibracdo para medicGes comparativas diretas, minimizando os efeitos de matriz. Os
parametros como limites de deteccdo e quantificacdo foram definidos a partir dos dados
experimentais. Subsequentemente realizou-se a aplicacdo em amostras. As amostras de dgua de
origem natural foram coletadas em diferentes areas da Lagoa da Conceicdo em Florianopolis —
SC, para representacdo da matriz. Vale ressaltar que ndo foram realizados procedimentos de
pré-tratamento, filtracdo ou extracdo nas amostras coletadas e armazenou-se as mesmas na
geladeira, em uma temperatura igual a 4 °C.

Complementarmente, avaliou-se a seletividade do eletrodo, testando a interferéncia de

diferentes substancias na matriz utilizada, com énfase na presenca de espécies eletroativas.

4.3.4 Limpeza do eletrodo

Apos cada analise, os eletrodos utilizados foram submetidos a um processo de limpeza,
iniciando com lavagem em &gua deionizada, seguida de etanol e, posteriormente, uma nova
lavagem em agua deionizada. Em seguida, os eletrodos foram imersos por 2 segundos em uma
solucdo 1:1 de agua deionizada e etanol, na presenca de um banho ultrassénico. Por fim, os
eletrodos foram deixados em uma estufa de esterilizacdo e secagem até a completa secagem

dos mesmos.



27

4.4 SEGURANCA NO LABORATORIO

E imprescindivel para um bom desenvolvimento de uma pesquisa possuir o
conhecimento necessario acerca das normas de seguranca basica em laboratérios e 0 manuseio
apropriado dos residuos gerados durante a realizacao das préaticas experimentais. Durante todos
0s experimentos foram utilizados equipamentos de protecéo individual (EPI) apropriados ao
laboratério, como, jaleco, luvas e Oculos de protecdo, de acordo com a necessidade. A
manipulacdo de solucgdes volateis foi realizada em capela com exaustdo para a prevengdo de
acidentes decorrente dos vapores da solugéo.

Solucdes residuais de tampdes foram neutralizadas até atingir um valor de pH igual a
7 e, posteriormente, foram descartadas diretamente na pia. Contudo, as solu¢6es contendo NIM
foram armazenados em recipientes apropriados de descarte, para futuramente serem recolhidas

por empresas especializadas contratadas pela UFSC.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 ESTUDO DE CARACTERIZACAO EM ELETRODOS IMPRESSOS

Inicialmente, o comportamento eletroquimico de trés diferentes sistemas sensores foi
analisado atravées de uma abordagem comparativa, utilizando dados coletados via
potenciostato/galvanostato uSTAT-i 400s. Nesta fase da pesquisa, um estudo detalhado das
propriedades eletroquimicas de trés tipos de eletrodos foi realizado. Para este estudo foi
empregada uma sonda redox composta por Ferro Il e Ferro 111 [KsFe(CN)e/KsFe(CN)s], com
concentracdo de 0,005mol L™* cada, em KCI 0,1 mol L. Uma solugéo contendo 70 pL desta
sonda redox foi depositada diretamente na superficie do SPE variando a velocidade de
varredura entre 10 e 100 mV s™*. Dessa forma, foi possivel observar os comportamentos dos
processos de oxidacdo e reducdo eletroquimica. A escolha deste par redox baseia-se em seu
comportamento eletroquimico amplamente conhecido e definido, uma vez que o processo redox
envolvido requer baixa energia para ocorrer’,

Além da caracterizacdo por voltametria ciclica, acrescentou-se no estudo a avaliagdo
dos resultados pela técnica EIS que é uma técnica eficiente e ndo invasiva que proporciona a
obtencdo da caracterizacdo de forma detalhada e precisa acerca das propriedades da interface
na superficie do eletrodo e das solucdes analisadas, ocasionando a analise da resisténcia a
transferéncia de carga entre as plataformas eletroquimicas’. Neste estudo, realizaram-se
medices de EIS nos SPEs, utilizando novamente a sonda redox [Fe(CN)s]*4-.

Esta abordagem fornece informac6es importantes sobre o comportamento dos graficos
de impedéncia e a obtencdo dos circuitos de Randles-Sevcik correspondentes para os trés
eletrodos em foco. O diagrama obtido, definido como grafico de Nyquist, consiste em duas
regibes distintas: um semicirculo e uma linha reta. A partir da analise do ajuste do modelo em
relacdo ao espectro de impedancia, € possivel a obtencdo do valor da resisténcia a transferéncia
de carga (Rct) de cada eletrodo, representada pelo diametro do semicirculo. A parte linear, por
outro lado, esta correlacionada ao processo de difusdo do produto em solucdo. Desta forma,
guanto menor o semicirculo, menor sera a resisténcia a transferéncia de carga entre a superficie

do eletrodo e a solucéo™.
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Figura 4. (a) Voltamogramas ciclicos para sonda redox KsFe(CN)s/KsFe(CN)s em SPE a
base de carbono, (b) Plot de corrente de pico anddico e catodico e variacdo da velocidade de
varredura a partir de voltamogramas ciclicos em sonda redox e SPE a base de carbono, (c)
Dados de EIS para sonda redox e SPE a base de carbono e (d) Circuito de Randles-Sevcik
correspondente aos dados de EIS para SPE a base de carbono.
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Desta forma, sdo apresentados os resultados obtidos para elétrodos impressos a base
de carbono, platina e ouro (Figuras 4a, S5a e 6a). Os voltamogramas obtidos apresentam o
comportamento eletroquimico do par redox do Ferro/Ferricianeto de potéssio sobre os eletrodos
impressos para verificagdo das condi¢des do eletrodo e identificar a presenca de uma superficie

176, Para uma reacdo

reprodutiva, satisfazendo as condi¢des de um processo redox reversive
eletroquimica reversivel, os picos de corrente catddico e anddico sdo aproximadamente iguais

em valores absolutos, contudo com sinais opostos. Para que ocorra a transferéncia eletronica,
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deve haver a existéncia de estados de energia eletronicos aceitadores no eletrodo com energias
compativeis sistema redox. Em um sistema reversivel, a velocidade de transferéncia de carga ¢
elevada (constante de velocidade superior a 107! cm™) e a etapa de transferéncia de massa
controla o processo; ainda, essa reagdo ocorre com velocidade suficientemente alta para
estabelecer um equilibrio dindmico na interface do eletrodo”’.

Portanto, os trés eletrodos satisfazem as condi¢des estabelecidas, ou seja, todos os
eletrodos estdo adequados para a utilizacdo, pois ¢ possivel observar o comportamento

reversivel da sonda redox.

Figura 5. (a) Voltamogramas ciclicos para sonda redox K3;Fe(CN)s/K4Fe(CN)s em SPE a base
de platina, (b) Plot de corrente de pico anddico e catddico e variacao da velocidade de varredura
a partir de voltamogramas ciclicos em sonda redox e SPE a base de platina, (c) Dados de EIS
para sonda redox em SPE platina. (d) Circuito de Randles-Sevcik correspondente aos dados de
EIS para SPE platina.
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W

¥ = 4,23 mMho*s™(1/2)

R=21910

As Figuras 4c, 5c¢ e 6¢ apresentam os diagramas de Nyquist (-Z" vs. Z’) para os

elétrodos impressos de carbono, platina e ouro, respectivamente. De acordo com os dados de

espectroscopia de impedancia eletroquimica, evidenciados pela Figura 7, o SPE a base de ouro

apresenta uma menor resisténcia a transferéncia de carga em relagao ao SPE a base de carbono

que apresenta uma resisténcia dupla intermediaria e em relagdo ao SPE a base de platina que

apresenta uma alta resisténcia.

Figura 6. (a) Voltamogramas ciclicos para sonda redox KsFe(CN)s/KsFe(CN)s em SPE ouro,
(b) Plot de corrente de pico anddico e catodico e variacdo da velocidade de varredura a partir
de voltamogramas ciclicos em sonda redox e SPE-ouro, (c) Dados de EIS para sonda redox
em SPE ouro e (d) Circuito de Randles-Sevcik correspondente aos dados de EIS para SPE

ouro.
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Utilizando o circuito equivalente de Randles (Figuras 4d, 5d e 6d), ¢ possivel modelar
o sistema eletroquimico, sendo a resisténcia a transferéncia de carga (R¢) um dos parametros
essenciais nesse processo. A partir da analise do ajuste do modelo em relagdo ao espectro de
impedancia, foi possivel determinar o valor de R para cada tipo de elétrodo. No caso do
elétrodo impresso de carbono, os valores de Re; calculados foide 79,5 e 80,2 kQ; para o eletrodo
impresso de platina, o valor foi de 219 kQ enquanto para o elétrodo impresso de ouro, o valor

encontrado foi de 19,3 kQ.
De forma comparativa, pode-se concluir que todos os elétrodos impressos apresentam
comportamento eletroquimico satisfatorio para a sonda redox avaliada, em fungdo de processos

de oxidagao e reducao.

Figura 7. Dados comparativos para EIS em sonda redox e diferentes elétrodos impressos.

500

—@— spe carbono
—@— spe ouro
400 4 —@— spe platina

3004

(O

N 200

100 4

T T
0 100 200 300 400 500

Até o presente momento, os dados mostram que os trés tipos de eletrodos impressos

se mostram promissores para o screening de compostos eletroativos, com janela eletroquimica
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adequada para observagdo de processos de oxidagdo e reducgdo, com alta intensidade de

corrente.
5.2 COMPORTAMENTO ELETROQUI'MICO DO ANALITO

Os comportamentos eletroquimicos dos eletrodos impressos de carbono, platina e
ouro, sem etapas de tratamento prévio ou ativacdao de superficie, foram avaliados pela técnica
de voltamétrica ciclica, onde considerou-se uma solu¢do de NIM com concentragio de 5x107°
mol L!, com base em relatos prévios da literatura®. A solu¢io do analito foi preparada
utilizando como eletrolito suporte a solugao tampao Britton Robinson (B-R) com concentracao
de 0,1 mol L™! com pH 7,0. Analisando a Figura 8 tem-se que os testes conduzidos para NIM
nos elétrodos de ouro (b) e platina (¢) ndo apresentaram processos eletroquimicos com
magnitude significativa de corrente. Entretanto, de acordo com os voltamogramas ciclicos (a),
evidencia-se dois processos de oxidagao para NIM em ca. +0,01 V e +0,35 V (vs. Ag) e dois

processos de reducao em ca. -0,12 V e +0,25 (vs. Ag) com o emprego de SPE a base de carbono.

Figura 8. Voltamogramas ciclicos para NIM 5x10° mol L. Branco: eletrdlito suporte
tampao B-R 0,1 mol L™ (pH 7,0) para os elétrodos impressos de trabalho, (a) carbono, (b)
ouro, (c) platina e (d) comparativo; v =50 mV s™.
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Os dados obtidos pela técnica de voltametria ciclica indicam um processo quasi-
reversivel, com alta de intensidade de corrente e uma janela eletroquimica adequada, ao utilizar
um eletrodo impresso de carbono (SPCE) para observar os processos de oxidacao e redugdo. O
SPCE mostrou uma alta intensidade de corrente para o farmaco NIM. Com base nesses
resultados iniciais, o SPCE foi escolhido para as analises subsequentes.

Vale ressaltar que os SPCEs sdo particularmente populares devido a sua baixa
toxicidade, baixo custo, possibilidade de reuso, boa condutividade elétrica e ampla faixa de
potencial. Eles sdo frequentemente utilizados em aplicagdes de sensoriamento quimico e

biologico, bem como em dispositivos de armazenamento e conversdo de energia’®.

5.3 OTIMIZACAO DOS VALORES DE PH

Realizou-se um estudo para otimizacdo de pH com o objetivo de avaliar o impacto do
analito sobre o eletrodo utilizado. Utilizou-se a solugdo tampao Britton-Robinson para realizar
medidas voltamétricas em diferentes valores de pHs, com o objetivo de determinar as condi¢fes
que proporcionem um melhor perfil e intensidade de corrente para a NIM. A faixa de pH testada
foi de 4,0 a 9,0, com concentragéo fixa de 0,1 mol L™ e uma velocidade de varredura de 50 mV
s 1. Na Figura 9, é apresentado o perfil obtido para a NIM utilizando o SPCE em diferentes
pHs. Os resultados mostram um deslocamento no potencial a medida que o pH aumenta ao
longo das andlises, indicando o envolvimento de prétons nos processos de oxidacao e redugdo
da NIM™. Apds avaliacio dos quatro processos encontrados e levando em consideracio
condigdes brandas de analise e aplicacdo em amostras de aguas de origem natural, o pH 7,0 foi

escolhido como a condicdo ideal.
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Figura 9. (a) Estudo de pH em voltametria ciclica para a NIM a 97,95x10° mol L™ - pH 4,0

a 12,0, (b) 1° Conjunto de picos- Variacao da intensidade de pico anddico e catddico e

variacdo dos potenciais de pico anddico e catddico em funcdo do pH do eletrélito (n=3). e (c)
2° Conjunto de picos- Variacdo da intensidade de pico anddico e catddico e variacdo dos

potenciais de pico anddico e catddico em funcdo do pH do eletrélito (n=3). Condi¢des:
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Apos a determinacdo do pH ideal para a deteccdo de NIM, o préximo passo de extrema

importancia foi a escolha do eletrdlito suporte. O eletrélito suporte possui uma fungdo

fundamental em estudos eletroquimicos, certificando a neutralidade de carga e impactando

diretamente nos resultados das anélises. A escolha adequada e as condi¢des de utilizacdo desse

eletrdlito sdo fatores essenciais para assegurar a precisao e a confiabilidade dos dados obtidos®.
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Dentre os diversos tampGes disponiveis na literatura, foram selecionados aqueles que
incluiam o pH 7 em sua faixa tamponante. As solugdes testadas incluiram o tampéo Britton-
Robinson (BR), o tampdo Mcllvaine e o tampdo PB, todos com concentragéo de 0,1 mol L2,

Ao comparar os voltamogramas das diferentes solugbes tampéo (Figura 10),
observou-se que todas elas exibiam os dois picos de oxidagdo e os dois picos de reducédo
relacionados a NIM. O tamp&o BR 0,1 mol L™* (pH 7,0) apresentou a melhor intensidade nos
sinais de corrente; no entanto, a escolha final recaiu sobre o tampdo PB 0,1 mol L™* (pH 7,0),
devido a boa intensidade dos sinais de corrente tanto para os picos de oxidacdo quanto para 0s
de reducdo. Além disso, o tamp&do PB mostrou uma capacitancia consideravelmente menor em
comparagéo ao tampdo BR, consolidando-o como a escolha mais assertiva para a continuagéo
estudo.

Figura 10. (a) Comparativo dos voltamogramas ciclicos para NIM a 97,95x10° mol L™ em
SPE de carbono em pH 7 em diferentes eletrélitos suporte: BR 0,1 mol LY/ PB 0,1 mol L™/
Mcllvaine 0,1 mol L™* (b) Intensidade da corrente anddica e catddica para o 1° conjunto de
pico; velocidade de varredura de 50 mV s-1 e faixa de potencial entre -1,0 a 0,6 V (n=3).
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Com a escolha do eletrdlito suporte foram realizadas em seguida testes empregando
diferentes concentracdes, com valores entre 0,025 a 0,3 mol L da solucdo tampdo PB. A
Figura 11 apresenta tanto os voltamogramas referentes as concentracfes escolhidas quanto a
intensidade de pico anddica e catodica do NIM, respectivamente. Através destes resultados
podemos afirmar que a concentracio com melhor perfil é a de 0,100 mol L™, uma vez que a
mesma apresentou o sinal mais intenso de corrente para os primeiros picos de oxidacdo e
reducdo e uma intensidade de corrente adequada para os segundos picos de oxidacdo e de

reducdo, sendo essa utilizada nos estudos realizados posteriormente.
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Figura 11. (a) Comparativo dos voltamogramas ciclicos para NIM a 97,95x10° mol L™ mol
Ltem SPCE em concentragdes entre 0,025 - 0,300 mol L 2, (b) Intensidade da corrente 1°
conjunto de pico e (c) Intensidade da corrente 2° conjunto de pico obtidas a partir dos
voltamogramas anteriores Condicdes: Eletrélito suporte tampéo PB (pH 7,0)
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5.5 ESTUDO DE VELOCIDADE DE VARREDURA

Um dos aspectos voltados para a otimizagdo das técnicas de analise eletroanalitica é a
determinacdo do mecanismo de transferéncia de massa predominante na interface eletrodo-
solucdo. Na analise voltamétrica, ocorrem dois processos fundamentais durante a leitura: a
transferéncia de massa por difusdo e por adsorcao. Inicialmente, o analito se desloca do seio da
solucdo para a superficie do eletrodo, ocasionado pela aplicacdo de uma diferenca de potencial
elétrico, o que gera uma diferenca de concentracdo entre a interface eletrodo-solucdo e o
restante do meio. Esse gradiente de concentra¢do induz o movimento das espécies quimicas.
Em seguida a difusdo, pode ocorrer a adsorcao, onde o analito se fixa a superficie do eletrodo

até que ocorra a transferéncia de carga, proporcionando a medigdo da corrente gerada. Ambos
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os processos, difusional e adsortivo, influenciam a cinética do sistema, e a resposta
eletroquimica pode variar de acordo com o tipo de eletrodo e amostra. Dessa forma, tanto a
difusdo quanto a adsorcdo podem ser a etapa lenta do processo, impactando significativamente
os estudos®l®2, Assim, entender qual desses mecanismos de transferéncia de massa desempenha
maior influéncia € essencial para aperfeicoar a analise de amostras por voltametria.

Na primeira etapa do estudo, foi analisada a linearidade das correntes anddicas e
catodicas em relacdo a velocidade de varredura. Este grafico € focado principalmente no
processo de adsorcdo, onde uma linearidade préxima a 1 indica que a cinética é
predominantemente controlada pelo mecanismo de adsor¢do®. Apds a coleta dos dados
experimentais (Figura 12a), fez-se uma regressao linear dos pontos que representam a variagao
da corrente em fungéo da taxa de varredura para o primeiro conjunto de picos (Figura 12b).
Ao avaliar o valor do coeficiente de determinacdo, R?, que indica a linearidade dos dados,
descobrimos que a reacdo provavelmente teve uma contribuicdo significativa do processo de
adsorcdo. Isto é evidenciado pela obtencdo de alta linearidade de 0,99888 para oxidacdo e

0,99966 para reducdo. No entanto, essa conclusdo € preliminar e requer analises adicionais.

Figura 12. (a) Estudo de velocidade de varredura em voltamogramas ciclicos para NIM 97,95
107° mol L™t em solugdo tampéo PB 0,1 mol L™* (pH 7) no SPCE; velocidade entre 10—100
mV s1, (b) 1° Conjunto de picos. lpa € Ipc Versus v, (c) 1° Conjunto de picos. lpa € lpc versus
v2 e (d) 1° Conjunto de picos. Log v versus Log I, (€) 1° Conjunto de picos. Ep vs. Log v
obtidos a partir do estudo de velocidade de varredura. Condi¢des: Eletrélito suporte tampao
PB 0,1 mol L™t (pH 7)
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A segunda etapa € idéntica a anterior, a Unica modificacdo € na forma como os valores
da velocidade de varredura séo apresentados em funcéo da raiz quadrada. Neste procedimento,
quando a linearidade do grafico se aproxima de uma reta, podemos prever que 0 processo de
transferéncia de massa é primordialmente difusional. Contudo, os resultados encontrados nesta
etapa apresentaram uma menor linearidade, pois apresentam um R2 de 0,9823 para a oxida¢do
e 0,9846 para a reducdo, sugerindo mais uma vez o processo adsortivo. E possivel confirmar
este resultado observando a Figura 12c.

A etapa final, distinta das anteriores, concentra-se na avaliacdo do plot do logaritmo
da corrente e do logaritmo da velocidade de varredura. Essa abordagem permite uma
identificacdo mais precisa de qual mecanismo predomina no processo, seja ele controlado por
adsorcdo ou difusdo®*. As equagBes a seguir correspondem a cada um dos processos, onde i

representa a corrente anddica ou catddica e v a velocidade de varredura. No caso de um processo
controlado por adsorgéo, observa-se que [i < v]:
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log(i) = constante + log(v)

Alog(i)

S o
Alog(v) -

Coeficiente angular =

Para um processo controlado por difusio temos que [i a v¥?]:

1
log(i) = constante + Elog(v)

Alog(i)
Alog(v)

Coeficiente angular =

Neste grafico (Figura 12d) que relaciona o logaritmo da corrente versus o logaritmo
da velocidade de varredura, sdo fornecidas informacOes sobre a natureza e a extensdo do
processo de transferéncia de carga. A inclinacédo da reta, quando proxima de 0,5 ou 1,0, indica
se 0 processo é controlado predominantemente por difusio ou adsorcéo, respectivamente®2¢,
A inclinacdo obtida para a NIM utilizando o SPCE, foi de 1,1073 para a oxidagéo e 1,5504 para
a reducdo. Com base nesta informacgdo e nos resultados anteriores, se pode afirmar que o
processo para NIM é controlado por adsor¢do para o primeiro conjunto de picos.

Para o segundo conjunto de picos, foram realizados 0s mesmos tratamentos de
dados. Primeiramente, foi analisada a linearidade das correntes anddicas e catodicas em relacao
a taxa de varredura. Apds a coleta dos dados experimentais, realizamos uma regressao linear
dos pontos (Figura 13a). Ao avaliar o valor do coeficiente de determinagdo, R2, descobrimos
que a reacdo provavelmente teve uma alta contribuicdo do processo de adsorcdo. Isto é
evidenciado pela obtencéo de alta linearidade de 0,9958 para oxidacéo e 0,9885 para reducéo.
Novamente, essas conclusdes sdo preliminares e sdo necessarias mais analises para confirma-
las.

Na segunda etapa, utilizando a linearidade das correntes anodicas e catodicas em
relacdo a raiz quadrada da taxa de varredura. Os resultados encontrados nesta etapa também
apresentaram uma menor linearidade, pois apresentou um R2 de 0,9682 para a oxidacao e
0,09511 para a reducdo, sugerindo mais uma vez que 0 processo que esta ocorrendo € adsortivo.

E possivel confirmar este resultado observando as Figuras 13b.
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Figura 13. (a). 2° Conjunto de picos. Ipa € Ipc Versus v, (b) 2° Conjunto de picos. Ipa € Ipc
versus v2 e (c) 2° Conjunto de picos. Log v versus log I. Condigdes: Eletrdlito suporte
tampao PB 0,1 mol L—1 (pH 7).
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Na terceira e Ultima etapa, o grafico (Figura 13c) logaritmo de corrente versus
logaritmo da velocidade apresentou uma inclinacdo obtida para a NIM, foi de 1,4888 para a
oxidacao e 1,6168 para a reducdo. Com isso, podemos afirmar que o analito possui a cinética
voltada para o processo adsortivo para o segundo conjunto de picos. Tal evidéncia é
corroborada por outros trabalhos que ja relatam este comportamento para a NIM37: 8,

Utilizando ainda o estudo da velocidade (entre 50 e 100 mV s) para o primeiro
conjunto de picos, foi plotado o gréfico correlacionando o E e log v (Figura 12e). Foi possivel
observar uma relagéo linear (R2 = 0,98289) entre os valores de E; e log v, resultando na equacgao
E, = 0,12786x — 0,11965. Com base na equacdo de Laviron®*° (Equagéo 2), é possivel
calcular o nimero de mols de elétrons envolvidos (n). Nessa equacdo, E°’ representa o potencial
formal de reducdo, R é a constante dos gases ideais (8,314 J mol* K1), T corresponde a

temperatura (298 K), a € o coeficiente de transferéncia eletronica, F é a constante de Faraday
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(96.485 C mol™?) e ko é a constante de velocidade heterogénea, conforme expressado na
seguinte relagao:

E,=E + (M) log (RTRD) + (2'303RT) log(v) Eqg. 2

anF anF anF

Dessa forma, a partir da correlacao entre os valores de Ep e log v, o coeficiente angular
H ~ 2,303RT -
obtido pode ser comparado com a expressao (an—F) Atribuindo-se um valor de 0,5 para «,

calcula-se que o nimero de mols de elétrons transferidos entre a NIM e o SPCE seja de
aproximadamente 1,2, valor que pode ser arredondado para 1. Tal resultado estd em
concordancia com a literatura®?.

A avaliacdo da reversibilidade de um processo eletroquimico é crucial, uma vez que
possibilita extrair informag6es essenciais acerca dos mecanismos envolvidos e proporciona a
otimizacdo dos sistemas com foco em aplicacdes analiticas. Ao analisar se 0 processo é
reversivel, irreversivel ou quasi-reversivel, € comum observar a proximidade entre os picos
anodico e catddico, o que contribui na caracterizacdo do comportamento eletroquimico.

Para classificar processos eletroquimicos quanto a reversibilidade, trés critérios
devem ser avaliados. O primeiro deles é a razdo entre as intensidades de corrente anddica e
catddica. Quanto mais essa razao se aproxima de 1,0, maior sera a reversibilidade do processo.
A outra condicdo a ser atendida é a diferenca entre os valores de potencial de pico, que esta
diretamente relacionada com a equacdo de Nernst. Neste caso, quando essa diferenca de
potencial (AEp) se aproxima de 0,0592 V, o processo pode ser classificado como reversivel.
92 A terceira condicdo a ser atendida é a proporcionalidade entre corrente de pico e a raiz
quadrada da velocidade de varredura. Quando os trés critérios sdo atendidos, 0s processos sao
classificados como reversiveis. Em funcdo do ndo atendimento a algum dos critérios, 0s
processos sdo definidos como quasi-reversiveis ou irreversiveis.

Desta forma, ao aplicar duas equac@es principais é possivel compreender melhor o
comportamento do analito em questdo. A Equacdo 3 descreve a relacdo entre os potenciais de
pico anddico e catodico. A Equacdo 4 define a razéo entre as intensidades de corrente. Nessas
equactes, Ep* e E{,"do potencial de oxidagdo e reducdo, respectivamente, e i, € a corrente

de pico anodica e i, a corrente de pico catodica.

AEp = (E9* — EL¢4) Eqg. 3
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= Eq. 4

Empregando-se as equagdes acima para o primeiro conjunto de picos, tem-se como
resultado que o AEp = 0,025 V distante de 0,0592 V, e a razdo entre os picos anddicos e
catodicos € 1,23 pA. Esta razdo das intensidades de corrente se encaixa num processo
reversivel, porém a diferenca de potencial esta discrepante do valor de 0,0592 V e a baixa
linearidade apresentada pelas correntes anddicas e catddicas em relagdo a raiz quadrada da
velocidade (Figura 12c), apontando que a NIM se comporta por um processo quasi-reversivel
para o seu primeiro conjunto de picos.

Ja para o segundo conjunto de picos tem-se como resultados AEp = 0,030 V, que
também estad muito distante de 0,0592 V. A razdo entre os picos anodicos e catodicos é igual
a 1,87 pA e arelacdo apresentada pelas correntes anddicas e catddicas e a raiz quadrada da
velocidade (Figura 13b) tambem mostra uma baixa linearidade. Dessa forma, nenhuma das
condicdes estabelecidas para se considerar um processo reversivel sdo respeitadas podendo
ser 0 processo para o0 segundo conjunto de picos quasi-reversivel ou irreversivel. Contudo, a
partir do voltamograma obtido (Figura 12a) pode-se constatar que ha a presenca tanto do
processo de oxidacdo quanto do processo de reducdo mostrando que a NIM se comporta por
um processo quasi-reversivel para o seu segundo conjunto de picos. Em uma reagdo
eletroquimica quasi-reversivel, a corrente ¢ controlada tanto pela etapa de transferéncia de
massa como pela etapa de transferéncia de carga. Neste caso, a equacdo de Nernst ¢
aproximadamente satisfeita, refletindo a dindmica intermediaria entre os processos puramente
reversiveis e irreversiveis®®. Este comportamento ja foi reportado anteriormente na literatura®.

Para dar continuidade aos estudos, foi selecionado o primeiro conjunto de picos da
NIM como foco das andlises subsequentes. Essa escolha baseou-se na relevancia analitica e
clareza dos sinais obtidos, tendo em consideracdo fatores como a resolu¢do dos picos,
reprodutibilidade e resposta diferencial em relacdo as concentracdes do analito. Sendo assim,
essa abordagem possibilita uma interpretacdo otimizada dos dados e minimiza interferéncias,

proporcionando uma maior sensibilidade e precisdo nas analises futuras.
5.6 ESCOLHA DA TECNICA ELETROANALITICA PARA A DETERMINACAO DE NIM

Para o desenvolvimento de um método sensivel para a determinagdo da NIM, aplicou-

se trés distintos modos de varredura de potencial com um enfoque analitico. Estas técnicas
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incluiram voltametria linear (LSV, do inglés Linear Sweep Voltammetry), pulso diferencial
(DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry) e onda quadrada (SWV, do inglés Square
Wave Voltammetry). A analise dos resultados obtidos, como apresentado nas Figuras 14a e
14b, revelou que a técnica de SWV demonstrou um desempenho superior na determinacgdo da
NIM, quando comparada as outras técnicas utilizadas.

Essa resposta é coerente devido a diminuigdo da contribuicdo da corrente capacitiva
gerada pelo carregamento da dupla camada elétrica, 0 que torna os sinais mais nitidos e bem
definidos®. Este resultado pode ser justificado pela natureza quasi-reversivel da reacdo do
farmaco, uma vez que a técnica mede a corrente resultante da diferenca entre as correntes de
oxidacao e reducdo. Isso resulta na geracdo de um sinal de pico mais intenso em comparagao

com os valores individuais de Ipc € Ipa Se considerados separadamente® .

Figura 14. (a) Voltamogramas referentes as técnicas de LSV, DPV e SWV. Condigdes
experimentais: eletrélito suporte tampdo PB 0,1 mol L™* (pH 7) utilizando NIM a 97,95x10°°
mol L™! em SPCE; velocidade de varredura de 50 mV s™%; (b) Intensidade de corrente para as
técnicas aplicadas (n =3).
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5.7 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA SWV

A otimizacdo dos parametros da técnica € de suma importdncia para 0
desenvolvimento de métodos de eletroanalise, pois permite que haja uma menor contribuicao
de corrente capacitiva, maximizacao de corrente faradaica e, consequentemente, uma reducéo
em limites de detec¢do e quantificacdo. No caso da SWV, os parametros otimizados incluem a
frequéncia de pulso (f), a amplitude de pulso (a) ¢ o incremento de potencial (AEs),
respectivamente. Essas otimizages sdo fundamentais para aprimorar o desempenho analitico

do método.
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A frequéncia de pulso é o primeiro pardmetro a ser otimizado. Nesse contexto, a
variacdo da frequéncia de pulso ocorreu no intervalo de 2 a 14 Hz, enquanto a amplitude foi
mantida constante em 50 mV e o incremento de potencial foi fixado em 5 mV. Para o
incremento de potencial foi variado de 1 a 10 mV. Por fim, para a amplitude, foram testados
valores entre 10 e 100 mV. A Figura 15 apresenta os voltamogramas juntamente com os valores
de intensidade de corrente correspondentes a cada conjunto de pardmetros, destacam-se 0s
pontos os quais foram determinados a melhor faixa destes parametros para o analito.

Figura 15. Os voltamogramas sao referentes as variagdes dos parametros experimentais para
a técnica de voltametria de onda quadrada, onde (a) é a frequéncia, (c) o incremento de
potencial e (e) amplitude de pulso incremento de potencial; nos gréaficos a direita temos as
intensidades de corrente para cada parametro (n=3).
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ApoOs concluir o processo de otimizacdo, foram escolhidos os valores que
proporcionam um compromisso entre perfil voltamétrico e maior intensidade de corrente para
os trés parametros SWV. Em relagdo ao incremento de potencial, optou-se por escolher o valor
de 5 mV, atrelado a um menor desvio padrédo entre medidas. A Tabela 1 detalha os intervalos

estudados e os valores selecionados, os quais foram adotados em todos o0s estudos subsequentes.

Tabela 1. Otimizacao dos parametros de SWV para determinacao de NIM.

Parametros Intervalos de estudo Valor selecionado
Frequéncia (f) 2aldHz 6 Hz
Incremento de potencial (AEs) 1al10 mV 5mV
Amplitude de pulso (a) 10 a 100 mV 100 mV

5.8 CURVA DE CALIBRACAO

Através da utilizacdo dos dados experimentais relacionados a otimizacdo da Técnica
de SWV, elaborou-se a curva de calibracdo externa considerando diversas concentracdes do
padrdo de NIM. A Figura 16a exibe os voltamogramas de onda quadrada referentes a
construcdo da curva completa, abrangendo uma faixa de concentracéo entre 6,53 umol L™ e
117,5 umol L2,

Na Figura 16c, apresenta-se o voltamograma correspondente a regido linear da curva

de calibragdo, que apresenta um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,9983. Nessa etapa,
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utilizou-se como eletrolito suporte uma solugdo PB 0,100 mol L™t em pH 7,0. A Figura 16d
ilustra a curva de calibracdo para a NIM pelo emprego de SPCE, que apresenta uma equacao
matematica linear que estabelece a relacdo entre a concentracdo do analito e a corrente. Essa
expressdo é descrita por I, = 1,64462[NIM| —27,83808 (R*> = 0,9986), em que Ip

representa a corrente de pico em pA, e [NIM] é a concentracdo de NIM em pumol L2,

Figura 16. (a) Voltamogramas em onda quadrada para diferentes concentragdes de
nimesulida com a (b) construcdo da curva completa de calibracéo, utilizando valores de
concentracio entre 6,53 - 117,54 umol L~ em SPCE (n=3) (c) Voltamogramas em onda
quadrada referente a faixa linear da curva para diferentes concentraces de nimesulida com a
(d) construcéo da curva de calibragéo, utilizando valores de concentracdo entre 19,59 a 117,5
umol Ltem SPCE (n=3).
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Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para a NIM foram determinados
com base no coeficiente angular e no desvio padrdo do coeficiente linear obtidos a partir da

curva de calibragdo. Esses limites foram calculados usando as seguintes equagdes®’.

3,3 DP

LOD =

Eqg. 5
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10 DP
a

LOQ = Eq. 6

onde, DP é o desvio padrdo do coeficiente linear (3,15) e a € valor referente a
inclinacdo da reta (1,64462). Os resultados encontrados para os limites de detec¢do e
quantificacdo sdo respectivamente: LOD = 6,32 umol L™! e LOQ = 19,15 umol L%. Ainda
serdo conduzidos testes para a otimizacdo das condicdes analiticas, uma vez que o LOQ
calculado é superior ao primeiro ponto da curva de calibracdo.

5.9 SELETIVIDADE E REPETIBILIDADE

Posteriormente aos estudos referentes a curva de calibracdo, avaliou-se a seletividade
do método. Foram selecionados potenciais interferentes presentes em amostras de agua, 0s
quais foram adicionados individualmente ao eletrélito suporte em concentracdes 10 vezes
maiores em relagdo a concentragdo de NIM (40 pmol L), ou seja, 400 pmol L%, incluindo
K*, Ca?", Zn?*, SO4*~, PO+*. A Figura 17 apresenta os dados e 0s seus respetivos desvios (n=3).
Em todos os casos testados, a interferéncia foi inferior a 20%, indicando adequada seletividade

do método.

Figura 17. Resposta de corrente relativa de cada interferente potencial. CondicGes: NIM 40
umol L7, interferentes 400 umol L™ e eletrélito suporte tampéo PB 0,1 mol L™t (n=3).
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A repetibilidade das medicGes para NIM 40 umol L™* foi avaliada sob condigdes
otimizadas, monitorando-se o desvio do sinal de corrente de pico. O desvio padrao relativo

(DPR) obtido para medicdes intradia foi de 3,54%, enquanto para medigdes inter-dia foi de
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2,49% ao longo de cinco dias consecutivos. Portanto, os valores de DPR obtidos indicam que

a metodologia proposta apresenta uma repetibilidade aceitavel.

5.10 DETERMINACAO DE NIM EM AMOSTRA DE AGUA DA LAGOA DA
CONCEICAO

Para a realizacdo de ensaios em amostras reais, foi empregada uma amostra de agua
proveniente da Lagoa da Conceicéo - regido norte. A mesma foi fortificada com o analito NIM,
em trés niveis distintos de concentragéo (a saber, 20 pmol L™, 70 umol L™* e 115 pmol LY).

Os resultados dessa analise estdo representados na Tabela 2.

Tabela 2. Determinacdo de NIM em agua de lagoa por SWV utilizando o SPCE (n=3).

Amostra  Adicionado/umol L™ Encontrado/ pumol L Recuperado%
Agua da 20 20,91 104,56 (+0,04)
lagoa da 70 69,50 99,28 (+0,02)

Conceicéo 115 114,75 99,78 (+0,06)

As concentracfes foram calculadas pelo método de calibracdo externa e os valores
percentuais de recuperacdo foram determinados pela razdo entre o valor encontrado e o valor
adicionado, multiplicado por 100. Os dados de recuperacdo na Tabela 2 refletem a exatiddo do
método, pois as recuperacdes médias da NIM variaram satisfatoriamente entre 99 e 105%. Estes
resultados indicam que o SPCE pode ser aplicado para determinacdo da NIM. E importante
ressaltar que o volume total de residuos gerados para a realizacdo de todo esse trabalho foi de
apenas 200,00 mL.
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6 CONCLUSAO

A pesquisa desenvolvida abordou o estudo para a determinagdo direta do farmaco NIM
utilizando SPEs. Através do emprego de voltametria ciclica, foi evidenciado o comportamento
eletroquimico do analito a partir com dois processos de oxidagdo e dois processos de redugéo
com o emprego de SPE & base de carbono. As melhores condigdes encontradas foram a solucéo
tampao PS com concentracdo de 0,100 mol L™ a pH 7,0. De acordo com o comportamento
observado, é possivel concluir que o processo eletroquimico é quasi-reversivel. Ainda, o estudo
de velocidade indicou que NIM apresenta um processo controlado majoritariamente por
adsorcdo. A técnica eletroanalitica de SWV foi a selecionada e posteriormente otimizada, ja
que esta exibiu o melhor compromisso entre intensidade de corrente e a qualidade do sinal
analitico. A curva de calibracdo para 0 método baseado em SPCE apresentou linearidade em
concentracdes de 6,53 pmol L™t a 117,5 pmol L™* (R2 = 0,9986). Os limites de detecgdo (LOD)
e de quantificacdo (LOQ) foram 6,32 pmol L™ e 19,15 umol L2, respectivamente. O estudo
da seletividade se mostrou promissor ao apresentar uma interferéncia inferior a 20%. A
repetibilidade das medi¢des de NIM (40 pmol L) foi avaliada sob condi¢Ges otimizadas e
considerada satisfatoria. Por fim, foi realizada a analise de amostras de dgua provenientes da
Lagoa da Conceicao, onde foram obtidos valores de recuperacéo entre 99% e 105%. O método
eletroanalitico apresentado para a deteccdo de NIM demonstra ser uma abordagem promissora
para 0 monitoramento in loco de contaminantes emergentes no ambiente. Os resultados obtidos
indicam um grande potencial para o desenvolvimento de novas metodologias que possam

aprimorar a resposta eletroquimica de SPEs.
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