UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

CONSTRUGAO E APLICAGAO ANALITICA DE ELETRODOS
DE PASTA DE CARBONO MODIFICADA COM
FTALOCIANINA DE COBALTO PARA DETERMINAGAO DE
ANALITOS DE INTERESSE

CLEONE DAS DORES CAMPOS CONCEICAO

Tese apresentada como parte dos requisitos
para obtencado do titulo de DOUTOR EM
CIENCIAS, area de concentragdo: QUIMICA
ANALITICA.

Orientador: Prof. Dr. Orlando Fatibello-Filho

Bolsista CAPES

Sao Carlos - SP
2004



Ficha catalografica elaborada pelo DePT da
Biblioteca Comunitaria/UFSCar

C744ca

Conceigao, Cleone das Dores Campos.

Construgao e aplicagédo analitica de eletrodos de pasta
de carbono modificada com ftalocianina de cobalto para
determinacao de analitos de interesse / Cleone das Dores
Campos Conceigado. -- Sao Carlos : UFSCar, 2004.

196 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal de S&o Carlos,
2004.

1. Quimica analitica. 2. Eletrodos de pasta de carbono

modificados. 3. Produtos farmacéuticos. 4. Ftalocianina de
cobalto. 5. Vitaminas. I. Titulo.

CDD: 543 (20%)




DEDICATORIAS

Aos meus pais, Anacleto e Leonas, pelo o amor, carinhos,

compreensdo e por ter sempre confiado e acreditado em mim.

Aos meus irmdos Hélio, Cleonete e Eraldo pela eterna amizade, carinho e amor

Aos meus adordveis sobrinhos, Rennan, Renata,
Ryan, Julia, Jodo Pedro e Cauane pelos seus sorrisos e

os momentos de alegria que sempre me proporcionaram

A Ricardo Anchieta pelo carinho e por estd sempre ao meu lado

Ao meu padrinho, Antonio José Nicolau,

pelo incentivo dado no decorrer de minha vida escolar

Obrigada a todos...






Agradego,

A Deus, por estd sempre do meu lado iluminando-me e por ter me

concedido mais este momento importante em minha vida,

Ao Prof. Dr. Orlando Fatibello Filho pela orientagdo,
profissionalismo, ateng¢do e incentivo que contribuiram para a realizacdo deste

trabalho e a minha formagdo académica;

Ao Prof. Dr. Auro Atsushi Tanaka, meu especial agradecimento,
pelos ensinamentos obtidos na iniciacdo cientifica e mestrado, que me auxiliaram
no desenvolvimento deste trabalho e acima de tudo pela amizade e incentivo

constantes durante todos estes anos;

A todos os professores do programa de Pés-Graduacdo em Quimica
Analitica da UFSCar, em especial, ao Prof. Dr. Eduardo F. Neves e a Profa.

Dra. Ana Rita A. Nogueira pelas sugesties e acompanhamento deste trabalho;

A minha familia “Trapo”, Natilene, Ozelito, Erica, Adriana, Alan e
os mais novos membros Kiria, Mdrcio e Alan (Osama) pela valiosa amizade,
pelos os momentos de alegria, os quais foram muitos, e principalmente por

estarem presentes nos momentos mais dificeis;

Aos meus amigos do LABBES, Jilio César, Claudineia, Viviane,

Larissa, Humberto, Clezio, Kariana, Odair, Heberth, Renata, Evandro, Willian,



Geyser, Lucinéia e Iolanda que fizeram dos dias de trabalho momentos de
alegrias;
As meninas (Ariane, Cristiane e Luciane) da coordenacio da Pos-

Graduagdo pela atengdo e presteza durante todos estes anos;

A CAPES pela bolsa concedida.



Amp.

Do
[DA]
[N2H4]
[VB4]
[VBe]

EPC
EPCM
EPC/CoPc

Ag/AgCl
EQM
EQMs
a

PC
CoPc
N2H4
N2

No

aNo

LISTA DE ABREVIATURAS

a area geométrica do eletrodo (=0,03 cm?)
amplitude de pulso

coeficiente de correlagao

coeficiente de difusdo do analito (cm? s™)
concentracdo de dopamina

concentracao de hidrazina

concentracao de vitamina B4

concentracao de vitamina Bg

concentracéo do analito no seio da solugdo (mol cm™)
constante de velocidade heterogénea padrao
constante dos gases (=8,314 J/(mol K)
corrente de pico anddica

corrente pico anddica média

desvio padrio relativo

dopamina

eletrodo de pasta de carbono

eletrodo de pasta de carbono modificado

eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de

cobalto

eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata
eletrodo quimicamente modificado

Eletrodos quimicamente modificados

fator de simetria

ftalocianina

ftalocianina de cobalto

Hidrazina

Nitrogénio

numero de elétrons envolvidos na etapa determinante da
velocidade da reacgao

numero total de elétrons envolvidos na reacao

parametro que reflete a irreversibilidade da reacao

X



Potencial de pico anddico

Potencial de pico anddico médio
Potencial formal (V)

Temperatura (K)

Terapia fotodinamica

teste F (tabelado de Snedecor)
Variancia total das medidas de um eletrodo
Variancia total entre eletrodo
velocidade de varredura de potencial
vitamina B ou tiamina

vitamina Bg ou piridoxina

voltametria ciclica

voltametria de pulso diferencial



Tabela 5.1 —

Tabela 5.2 —

Tabela 5.3 —

Tabela 5.4 —

Tabela 5.5 —

Tabela 5.6 —

Tabela 5.7 —

Tabela 5.8 —

Tabela 5.9 —

Tabela 5.10 —

Tabela 5.11 —

Tabela 5.12 —

Tabela 5.13 —

LISTA DE TABELAS

Estudo da repetibilidade sobre a resposta ciclovoltamétrica da
superficie do EPC/CoPc para uma solugdo N,H, 1x10 mol L
em NaOH 0,1 mol L™, saturado com N,. Dados extraidos da
Fig. .8 i 70

Estudo da repetibilidade entre eletrodos de EPC/CoPc para uma
solucdo N,H, 1x10° mol L™ em NaOH 0,1 mol L™, saturado com

Estudo da adicdo e recuperagao de hidrazina em aguas de
caldeira, usando o método voltamétrico............ccccceeeeeeeiiiinnnnnn.n. 75

Determinagdo de hidrazina em aguas de caldeira usando o
meétodo espectrofotométrico e voltamétrico...............coooovvnnenne.. 75

Estudo de repetibilidade do EPC/CoPc, em pH 13, contendo
1x10® mol L de N,H, em NaOH 0,1 mol L, saturado com N,
amp. =100mV ev=5mV s’ @25°%C . cccirireeneeneeneenns 84

Estudo da adicdo e recuperagdo de hidrazina em aguas de
caldeira, usando 0 método voltametriCo........cocovveveeeveeeiiiieeenn, 88

Determinacdo de hidrazina em aguas de caldeiras usando o
método espectrofotométrico e voltamétrico..................oo. 88

Estudo da repetibilidade sobre a resposta ciclovoltamétrica da
superficie do EPC/CoPc para uma solugdo DA 1x10° mol L™ em
em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4), saturado com N,
v=100MV 8T @25%C ... 98

Estudo da repetibilidade entre eletrodos para uma solucdo DA

110 mol L' em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4),
saturado com N, v=100mV s7@25°C...cocveeoiveeeeeeeeeeen. 98

Resposta relativa (%) do EPC/CoPC para diferentes
S0 015 = (o = 1 102

Estudo da adi¢cao e recuperagao de dopamina em ampolas de
Revivan, usando o método voltameétrico.............ccccvvveeeeeenennnn. 104

Determinacdo de dopamina em ampolas de Revivan usando o
meétodo espectrofotométrico e voltamétrico..................c..c.. 104

Estudo da repetibilidade sobre a resposta DPV do EPC/CoPc
para a solucdo de DA 1x10° mol L™ em uma solugéo tampso

Xi



Tabela 5.14 —

Tabela 5.15 —

Tabela 5.16 —

Tabela 5.17 —

Tabela 5.18 —

Tabela 5.19 —

Tabela 5.20 —

Tabela 5.21 —

Tabela 5.22 —

Tabela 5.23 —

Tabela 5.24 —

Tabela 5.25 —

Tabela 5.26 —

fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0), saturada com N,, amp. =100 mV e v
=5 MV ST @25 %C..ieiiieeieieeeeecee e 113

Estudo da adi¢cdo e recuperagao de dopamina em ampolas de
Revivan, usando o método voltameétrico.............cccccveeeeeeeennen. 117

Determinacdo de dopamina em ampolas de Revivan usando o
meétodo espectrofotométrico e voltamétrico..................c...c... 117

Efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta
voltamétrica dos EPC/CoPc para a solugdo tiamina 1,0x10™ mol
L™ em solugdo tampao (pH 12) sob uma amplitude de pulso de
100 mV e velocidade de varredura de potencial de
20 MV S 123

Efeito da concentragdo hidrogenionica (pH) sobre a resposta
voltamétrica do EPC/CoPc para a solugdo de tiamina 1,0x107
mol L', sob uma amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de
varredura de potencial de 20 MV ™ .......coooiiiiiiceieeeeeen, 123

Estudo de repetibilidade do EPC/CoPc, na presenca de tiamina
1,0x10™ mol L™ em solugdo tampao pH 12,0, saturada com N,
amp. =100 MV, v=5mV §7@25°%....ccuieieeeeeeeeeeeeeeeenns 129

Estudo da adicao e recuperacao de vitamina B4 (tiamina) em trés
concentracdes de padrao, usando o método voltamétrico....... 132

Determinagéo de tiamina em formulagdes farmacéuticas usando
0 método espectrofluorimétrico e voltamétrico......................... 132

Efeito da composi¢cdo da pasta de carbono sobre a resposta
voltamétrica do EPC/CoPc para a solugao piridoxina 1,0x10 mol
L™ em solugdo tampao pH 12, saturado com N, v=50 mV s a
72 T O 136

Estudo da repetibilidade do EPC/CoPc, em solugcéo tampéao pH
12, contendo piridoxina 1x10° Mol L7 ....cvivieeeeeeeeeeeeee, 142

Estudo da repetibidade entre eletrodos do EPC/CoPc, em pH 12,
contendo piridoxina 1x102 mol L7 ........cooviviiceeieeeeeeeeen, 142

Estudo da adicdo e recuperagdo de vitamina Bg (cloridrato de
piridoxina) em trés concentracées padrao diferentes, usando o
MEtodo VOItamEtriCo..........uiiiiiii 147

Determinacdo de cloridrato de piridoxina em formulagdes
farmacéuticas usando o0 método espectrofotométrico e
VOIAMELIICO. ... 147
Efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta
voltametrica dos EPC/CoPc para a solugdo piridoxina 5,0x10™
mol L™ em solugéo tampao (pH 12) sob uma amplitude de pulso

Xii



Tabela 5.27 —

Tabela 5.28 —

Tabela 5.29 —

Tabela 5.30 (A) —

Tabela 5.30 (B) —

de 100 mV e velocidade de varredura de potencial de
20 MV S et 151

Estudo de repetibilidade do EPC/CoPc, na presenca de
piridoxina 5x10* mol L' em solugdo tamp&o pH 12,0, saturada

Estudo da adicdo e recuperagdo de vitamina Bg (cloridrato de
piridoxina) em trés concentracées padrao diferentes, usando o
MEtodo VOItamEtriCo...........eii i 160

Determinacdo de cloridrato de piridoxina em formulagdes
farmacéuticas usando o0 método espectrofotométrico e
VOIAMELIICO. ... 160

Determinagéo de tiamina em formulagdes farmacéuticas usando
0 método espectrofluorimétrico e voltamétrico (DPV)............... 164

Determinacdo de piridoxina em formulagdes farmacéuticas
usando o método espectrofotométrico e voltamétrico (DPV)....164

xiil



X1V



Figura 2.1 —

Figura 2.2 —
Figura 2.3 —
Figura 3.1 —
Figura 3.2 —
Figura 3.3 —
Figura 3.4 —

Figura 5.1 —

Figura 5.2 —

Figura 5.3 —

Figura 5.4 —

Figura 5.5 —

Figura 5.6 —

Figura 5.7 —

LISTA DE FIGURAS

Estratégica basica para o desenvolvimento de eletrodos

quimicamente modificados. Figura adaptada da Ref. 14................... 9
Estrutura da ftalocianina de base livre...........ccccoeeeiiiiiiiiiie, 17
Estrutura da ftalocianina de cobalto..............ccccccoiiiiii. 18
Estrutura da hidrazina..............ceeeeeiiiiiie e 21
Estrutura da dopamina.............coouoiiiiiiiiiiiie e, 25
Estrutura da tiamina (vitamina B1).........cccoo v 28
Estrutura da piridoxina (vitamina Bg)...........uuvuiiiiieiiiiieiiieiiieeeeeeeiias 30

Voltamogramas ciclicos da reagcédo de oxidacdo de hidrazina
empregando-se o EPC (curvas a e c) e o EPC/CoPc (curvas b e d),
na auséncia (curvas a e b) e presenca de NoH4 1,0x10™ em solugao
NaOH 0,1 mol L™ (curvas c e d), saturada com N2, v =100 mV s™' e
a 25 °C. EPC/CoPc foi composto de 55 %m/m de pé de grafite, 25
%m/m de parafina e 20 %m/m de CoPc.............cooeeiiiiiieee 58

Efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta
ciclovoltamétrica do EPC/CoPc para a solucdo de hidrazina 1x10°
mol L™ em solugdo NaOH 0,1 mol L™, saturada com N, v = 100 mV
ST @25 %C .o 60

Efeito do pH sobre a corrente de pico anddico (Ipa) da oxidag&o de
hidrazina 1x10 mol L™ em solugdo NaOH 0,1 mol L', saturada com
N2, empregando-se o EPC/CoPc, v = 100 mV s'a25°% ... 61

Efeito do pH sobre o potencial de pico anddico (Ep.) da oxidagdo de
hidrazina 1x10™ mol L™ em solugdo NaOH 0,1 mol L', saturada com
N, empregando-se o EPC/CoPc, v=100mVs'a25°C............... 62

Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de
varredura de potencial para a oxidagdo de hidrazina 1,0x10™ mol L™
em solucdo de NaOH 0,1 mol L™, saturada com N, empregando-se
O EPC/ICOPC, @ 25 OC .. et 64

Grafico da dependéncia de potencial de pico com o logaritmo da
velocidade de varredura de potencial para a reagcao de oxidacao de
hidrazina 1,0x10'3 mol L'1, saturado com N;, empregando-se 0
EPC/CoPc. Dados extraidos da Fig.5.5.........oeiiiiiiiiiiiiie 65

Grafico da dependéncia da corrente de pico com a raiz quadrada da

XV



Figura 5.8 —

Figura 5.9 —

Figura 5.10 —

Figura 5.11 —

Figura 5.12 —

Figura 5.13 —

Figura 5.14 —

Figura 5.15 —

velocidade de varredura de potencial para a reagdo de oxidagcao de
hidrazina 1,0x10° mol L”, saturado com N, empregando-se o
EPC/CoPc. Dados extraidos da Fig.5.5............coovrmmiiiiiiciiiieeeee. 66

Voltamogramas ciclicos para a oxidacéo de hidrazina 1,0x10™ mol L’
' em solugédo de NaOH 0,1 mol L™, saturada com N, empregando-
se 0 EPC/CoPc, v=100mV s'a25°C......cccccooeiuererreeeeecnn. 69

Voltamogramas ciclicos empregando-se o EPC/CoPC em diferentes
concentracdes de hidrazina em NaOH 0,1 mol L™, saturado com Np,
v=100MV 87,8 25°C ., 72

Curva analitica empregando-se o EPC/CoPC em diferentes

concentragdes de hidrazina em NaOH 0,1 mol L™, v =100 mV s a
25 °C. Dados extraidos da Figura 5.9..........cccoceevveeeceeecie e 73

Voltamogramas de pulso diferencial da hidrazina empregando-se o
EPC (curvas a e c) e o EPC/CoPc (curvas b e d), na auséncia
(curvas a e b) e presenca de NoH,; 1,0x10° em solugdo NaOH 0,1
mol L™ (curvas b e c), saturada com N, amplitude de pulso de 100
MV, v=5mMV 8" €a25% .....cccoimiiireiireiiieeereeeeeeesese e 77

Efeito da composicao da pasta de carbono sobre a resposta DPV do
EPC/CoPc para a solugdo de hidrazina 1x10 mol L' em NaOH 0,1
mol L, saturada com N, amplitude de pulso de 100 mV e v =5 mV

Efeito do pH sobre a resposta DPV do EPC/CoPc para a solugao de
hidrazina 1x10° mol L™" em NaOH 0,1 mol L, saturada com Nj,
amplitude de pulso de 100mVev=5mVs'a25°% .....cccccoonun.... 80

Voltamogramas de pulso diferencial registrados em diferentes
velocidades de varredura de potencial para a oxidagao de hidrazina
1,0x10 mol L™ em solugdo de NaOH 0,1 mol L™, saturada com Ny,
empregando-se o EPC/CoPc, amplitude de pulso de 100 mV a 25

Voltamogramas de pulso diferencial registrada em diferentes
amplitudes de pulso para a oxidacdo de hidrazina 1,0x10™ mol L™
em solucdo de NaOH 0,1 mol L™, saturada com N, empregando-se
0 EPC/COPC, v=5mMVS" @25°C.....cciuiiieeieeceereceeeneeeeeee e 83

Figura 5.16 —

Voltamogramas de pulso diferencial empregando-se o EPC/CoPC
em diferentes concentragdes de hidrazina em NaOH 0,1 mol L™,
saturado com Ny, amp. =100 mVev=5mV s'1, a25° ... 85

Figura 5.17 —

Curva analitica empregando-se EPC/CoPc em diferentes
concentragdes de N,H, em NaOH 0,1 mol L™, saturado com N, amp.

=100mVev=5mV s'1, a 25 °C. Dados extraidos da Figura 5.16..86

Xvi



Figura 5.18 —

Figura 5.19 —

Figura 5.20 —

Figura 5.21 —

Figura 5.22 —

Figura 5.23 —

Figura 5.24 —

Figura 5.25 —

Figura 5.26 —

Figura 5.27 —

Figura 5.28 —

Voltamogramas ciclicos da reagdao de oxidagdo de dopamina
empregando-se o EPC (curvas a e c) e o EPC/CoPc (curvas b e d),
na auséncia (curvas a e b) e presencga (curvas c e d) de DA 1,0x107
mol L™ em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L (pH 4,0), saturada
com Nitrogénio. v =100 MV $7 @25 °C....cooeoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesees 90

Esquema da reacido de oxidagcdo da dopamina. Dados extraidos da
referéncia 125.........eee s 91

Efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta
ciclovoltamétrica do EPC/CoPc para a solucdo de dopamina 1x107
mol L' em uma solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4), v = 100
mV s, saturada com N2 @ 25 %C.....vomeeeeee e, 92

Efeito da concentragdo hidrogenibnica sobre a resposta
ciclovoltamétrica do EPC/CoPc (20 %m/m) para a solugdo de
dopamina 1x10° mol L™ em uma solugéo tampao fosfato 0,1 mol L™
(pH 4), saturada com N2, v =100mV s @ 25°C......c.cccevvrreeeeeannn 94

Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de
varredura de potencial para a oxidagao de DA sobre EPC/CoPc em
solugdo de tampao fosfato 0,1 moL (pH 4), saturada com Ny,
72 T OSSR 95

Grafico da dependéncia da corrente de pico (I,a) com a raiz
quadrada da velocidade de varredura de potencial (v?) para a
reacao de oxidacdo de DA sobre o EPC/CoPc. Dados extraidos da

Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC/CoPC em diferentes
concentracdes de dopamina em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™
(pH 4), saturado com N2, v=100mV s, @225°C....ccccevvvvreeur.n.. 100

Curva analitica empregando-se o EPC/CoPC em diferentes
concentracdes de dopamina em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™
(pH 4,0, v = 100 mV s’ a 25 °C. Dados extraidos da
FIQUIA 5.24 ... 101

Voltamogramas ciclicos sobre o EPC/CoPc para diferentes
substancias, v=100mV 87 @25 °C.....ccccooeoioeeieeeieeeeeeeeeeeeenn 102

Voltamogramas de pulso diferencial da reagdo de oxidagdo de DA
sobre EPC e EPC/CoPc em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
4,0) contendo DA 1,0x10 mol L, saturada com Ny, amplitude de
pulso de 100 MV e v=5mV 87 @25°%C....ccoovecioeeeeeeeeeeeeeeenn 106

Efeito do teor de CoPc na pasta de carbono sobre a resposta
voltamétrica de pulso diferencial do EPC/CoPc para a solugcdo de
DA 1x10™ mol L' em uma solugéo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
4,0), saturada com Ny, amplitude de pulso de 100 mV e v =5 mV s
b= Y4 Tl O3 108



Figura 5.29 —

Figura 5.30 —

Figura 5.31 —

Figura 5.32 —

Figura 5.33 —

Figura 5.34 —

Figura 5.35 —

Figura 5.36 —

Figura 5.37 —

Figura 5.38 —

Efeito do pH sobre a resposta DPV do EPC/CoPc para a solucéo de
dopamina 1x10™ mol L™ em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
4,0), saturada com Ny, amplitude de pulso de 100 mV e v =5 mV s
b= Y4 T ORI 109
Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes
velocidades de varredura de potencial para uma solu¢ao de DA 1,0
x 10 mol L' em uma solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0),
saturada com N, empregando-se EPC/CoPc, amplitude de pulso de
100 MV @ 25 %C..ieeiecceeeeee e 111

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes
amplitudes de pulso 50; 75; 100 e 125 mV, para uma solucédo de DA
1,0 x 10 mol L' em uma solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
4,0), saturada com N,, empregando-se EPC/CoPc, v =5 mV s a
P T OO ORRURO 112

Voltamogramas de pulso diferencial obtidas com EPC/CoPC em
diferentes concentragdes de DA em solugdo tampao fosfato 0,1 mol
L™ (pH 4,0), saturado com Ny, amp. =100 mV e v =5mV s’ a
72 T O 114

Curva analitica para DA obtida com o EPC/CoPc, em pH 4,0, a 25
°C. Dados extraidos da Figura 5.32.....ccommiiii 115

Voltamogramas ciclicos obtidos com o EPC (curvas a e c) e
EPC/CoPc (curvas b e d) na auséncia (curvas a e b) e na presenga
de tiamina 1x10° mol L™ (curvas ¢ e d) em de solugdo NaOH +
NaHPO, (pH 12,0), vde 100 mV s 25 °C..vvececeiieeeeeeen. 119

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o EPC (a e c) e
EPC/CoPc (b e d), em solugdo tampao pH 12, na auséncia (a e b) e
presenga de tiamina 1x102 mol L™ (c e d). Amplitude de pulso 100
mV e velocidade de varredura de potencial 20 mV s™.........coo....... 121

Efeito da concentragdo hidrogenidnica (pH) sobre a resposta
voltamétrica do EPC/CoPc para a solucédo de tiamina 1,0x10™ mol L’
' sob uma amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de varredura
de potencial de 20 MV S . ..., 124

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes
velocidades de varredura de potencial (5, 10 € 20 mVs™) para a
oxidagdo de tiamina 1,0x10° mol L' empregando-se o
EPC/CoPc(20%) em solugdo tampado pH 12,0, saturada com Ny,
amplitude de pulso de 100 MV @ 25°C......ccoeeeeceeeeieeecieeecee e 126

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes
amplitudes de pulso (25; 50; 75; 100 e 125 mV), para a oxidagao de
tiamina 1,0x10 mol L' empregando-se o EPC/CoPc em solugéo
tampao pH 12,0, saturada com Np, v=20mV s'a25°C............. 127

xviii



Figura 5.39 —

Figura 5.40

Figura 5.41 —

Figura 5.42 —

Figura 5.43 —

Figura 5.44 —

Figura 5.45 —

Figura 5.46 —

Figura 5.47 —

Figura 5.48 —

Figura 5.49 —

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com EPC/CoPc para
diferentes concentracdes de tiamina 0,0; 5,0x10°%; 1,0x10; 1,5x10™;
1,9x10™%; 2,4x10™%; 2,9x10™%; 3,4x10™ e 3,8x10™ mol L' em solugao
tampao pH 12, Amp=100mVev=20mV s’ a25°................. 130

Voltamogramas ciclicos empregando-se o EPC (curvas a e c) e
EPC/CoPc (curvas b e d) na auséncia (curvas a e b) e na presenca
de piridoxina 1x10™ mol L™ (curvas c e d) em solugéo tampao pH 12,
saturado com Nz, v=100mV s7@25°C......ccccoovvveriiiiiieennn 134

Efeito da concentracdo hidrogenidnica (pH) sobre a resposta
ciclovoltamétrica do EPC/CoPc para a solugéo de piridoxina 1x10°
mol L™ em pH 12, saturada com N, v=50mV s' a25°C........... 136

Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de
varreduras de potencial para a reacdo de oxidacdo de piridoxina
1,0x10° empregando-se o EPC/CoPc em uma solugdo tampao pH
12, saturado COM No.....oeeiiiiii e 138

Grafico da dependéncia de potencial de pico com o logaritimo da
velocidade de varredura de potencial para a oxidagao de piridoxina
1x10° mol L™, em solugdo tampdo pH 12, sobre o EPC/CoPc.
Dados extraidos da Fig. 5.42........ccoovviiiiiiiiiiiiie e 139

Grafico da dependéncia da corrente de pico com raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial para a oxidagao de piridoxina
1x10° mol L™, em solugdo tampdo pH 12, sobre o EPC/CoPc.
Dados extraidos da Fig. 5.42.........coooiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 140

Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC/CoPc para diferentes
concentragdes de piridoxina em solugaéo tampao pH 12, v = 100 mV
ST 25 OC i 144

Curva analitica para piridoxina obtida com o EPC/CoPc em
diferentes concentragdes de piridoxina. Dados extraidos da Fig.

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o EPC (curvas a e
c) e EPC/CoPc (curvas b e d), em solugdo tampao pH 12, na
auséncia (curvas a e b) e presenca de piridoxina 5x10™ mol L™
(curvasc e d). Amplitude de pulso 100 mV e velocidade de varredura
de potencial 20 MV S™ ... oo 149

Efeito da concentragdo hidrogenidnica (pH) sobre a resposta
voltamétrica do EPC/CoPc para a solucgéo de piridoxina 1,0x10 mol
L", sob uma amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de
varredura de potencial de 20 MV 8™ ....ovoeoeeeeeeee e, 151

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes
velocidades de varredura de potencial (5; 10 e 20 mV s™), para a
oxidagdo de piridoxina sobre EPC/CoPc em solugdo tampao (pH

Xix



Figura 5.50 —

Figura 5.51 —

Figura 5.52 —

Figura 5.53 —

12,0), saturada com N,, amplitude de pulso de 100 mV a 25 °C...153

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes
amplitudes de pulso (25; 50; 75; 100 e 125 mV), para a oxidagao de
piridoxina sobre EPC/CoPc em solugédo tampao (pH 12,0), saturada
com N, v=20MV 87 @25 °C....ouieiieeeeeceeeceeeeeeeeeee e, 154

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com EPC/CoPc para
diferentes concentragdes de piridoxina 0,0; 5,0x10°; 1,0x10%;
1,5x10™%; 2,0x10™%; 2,4x10™%; 2,9x10™ e 3,4x10™* mol L' em solugao
tampao pH 12, Amp 100 mVev=20mVs' a25°C....cccccccvvurnn.... 157

Curva analitica empregando-se o EPC/CoPc por DPV no intervavalo
de concentracdo de piridoxina de 5,0x10° a 3,4x10™ mol L. Dados
extraidos da Fig. 5.5 ... .. 158

Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com EPC/CoPc para
diferentes concentracdes de tiamina e piridoxina simultdnea 0,0;
1,0x10* 1,9x10™; 2,9x10™; 3,8x10™%; 4,7x10™; 5,6x10™*; 6,5x10™ e
7,4x10 mol L™" em solugdo tamp3o pH 12, Amp = 100 mV e v = 20

XX



RESUMO

CONSTRUGAO E APLICAGAO ANALITICA DE ELETRODOS DE PASTA DE
CARBONO MODIFICADAS COM FTALOCIANINA DE COBALTO PARA
DETERMINACAO DE ANALITOS DE INTERESSE

Este trabalho de tese descreve o desenvolvimento e aplicacdo de
eletrodos de pasta de carbono quimicamente modificados com ftalocianina de
cobalto (EPC/CoPc) para a determinagdo voltamétricas (voltametria ciclica e
voltametria de pulso diferencial) de hidrazina em aguas de caldeira, dopamina,
vitamina B4 (tiamina) e vitamina Bg (piridoxina), em formulagcbes farmacéuticas
disponiveis comercialmente no mercado, sem qualquer tratamento prévio das
amostras. O EPC/CoPc apresentou uma resposta voltamétrica (por voltametria
ciclica e voltametria de pulso diferencial) linear no intervalo de concentragdo de
hidrazina de 1,3x10™ a 9,8x10™ mol L' com limite de deteccéo de 3,0x10° mol L' e
5,0x10° a 7,4x10* mol L' com limite de detecgdo de 2,3x10° mol L™,
respectivamente. A quantificagdo de hidrazina em aguas de caldeiras utilizando o
EPC/CoPc apresentou resultados concordantes com o método espectrofotométrico
com um intervalo de erro relativo aceitavel. O EPC/CoPc apresentou uma resposta
voltamétrica (por voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial) linear no
intervalo de concentracdo de dopamina de 1,3x10° a 2,8x10™* mol L™", com limite de
deteccio de 1,0x10° mol L™e 5,0x10° a 9,8x10° mol L™, com limite de deteccéo de
1,4x10° mol L7, respectivamente. Esse eletrodo modificado apresentou
desempenho satisfatério como sensor voltamétrico na determinacdo de dopamina
em formulagdes farmacéuticas. O EPC/CoPc apresentou uma resposta voltamétrica
(voltametria de pulso diferencial) linear no intervalo de concentragdo de tiamina
(vitamina B4) de 5,0x10™ a 3,8x10™ mol L™, com limite de deteccdo de 2,5x10™ mol
L™ A quantificacdo de tiamina em formulacdes farmacéuticas utilizando o EPC/CoPc
apresentou resultados concordantes com o método espectrofluorimétrico da
Farmacopéia Brasileira com um intervalo de erro relativo aceitavel. O EPC/CoPc
apresentou uma resposta voltamétrica (por voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial) linear no intervalo de concentracdo de piridoxiana (vitamina Bg) de
5,0x10° a 9,8x10™* mol L™, com limite de detecgéo de 4,7x10° mol L' e 5,0x10° a
3,4x10™* mol L™, com limite de deteccéo de 1,3x10° mol L, respectivamente. Esse

eletrodo modificado apresentou desempenho satisfatério como sensor voltamétrico
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na determinagao de piridoxina em formulagdes farmacéuticas. O EPC/CoPc também
foi empregado na determinagdo simultanea de vitamina B1 e Bg por voltametria de
pulso diferencial, em formula¢des farmacéuticas, uma vez que os potenciais pico de
oxidagdo da vitamina B4 (-0,13 V) e vitamina Bs (0,55V), sdo bem distintos. As
curvas analiticas foram lineares no intervalo de concentracéo de tiamina de 1,9x10'4
a 7,4x10* mol L™, com limite de detecgdo de 8,4x10™° mol L™ e de 1,0x10*a 7,4x10™
mol L™, com limite de detecgdo de 1,5x10° mol L™ para piridoxina. Esse eletrodo
modificado apresentou desempenho satisfatério como sensor voltamétrico na

determinacao de ambos em formulacdes farmacéuticas.
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ABSTRACT

CONSTRUGAO E APLICAGAO ANALITICA DE ELETRODOS DE PASTA DE
CARBONO MODIFICADAS COM FTALOCIANINA DE COBALTO PARA
DETERMINACAO DE ANALITOS DE INTERESSE

In this thesis work the development and applications of cobalt
phthalocyanine carbon paste electrode (CoPc/CPE) for voltammetric determination
(cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry) of hydrazine in boiler feed
water, dopamine, vitamin B4 (thiamine) and vitamin Bg (pyridoxine) in pharmaceutical
preparations available commercially in the market, without any previous treatment of
the samples. The CoPc/CPE presented voltammetric response (for cyclic
voltammetry and differential pulse voltammetry) linear in the hydrazine concentration
range from 1,3x10™ to 9,8x10™ mol L™, with detection limit of 3,0x10° mol L™ and
5,0x10° to 7,4x10™ mol L™, with detection limit of 2,3x10° mol L, respectively. The
hydrazine quantification in waters of boilers using CoPc/CPE presented results of
agreement with the spectrophotometric method with an interval of acceptable relative
error. The CoPc/CPE presented a voltammetric response (for cyclic voltammetry and
differential pulse voltammetry) linear in the dopamine concentration range from
1,3x10° to 2,8x10™ mol L™, with detection limit of 1,0x10®° mol L"e 5,0x10° to
9,8x10° mol L™, with limit of detection of 1,4x10° mol L™, respectively. That modified
electrode presented good performance as voltammetric sensor in the dopamina
determination in pharmaceutical preparations. The CoPc/CPE presented an
voltammetric response (differential pulse voltammetry) linear in the vitamin Bj4
(thiamine) concentration range from 5,0x10™ to 3,8x10™* mol L™, with detection limit
of 2,5x10° mol L™. The thiamine quantification in pharmaceutical formulations using
CoPc/CPE presented results of agreement with the spectrofluorimetric method of
Brazilian Pharmacopeia’s with an interval of acceptable relative error. CoPc/CPE
presented an voltammetric response (for cyclic voltammetry and differential pulse
voltammetry) linear in the vitamin Bg (pyridoxine) concentration range from 5,0x107°
to 9,8x10™ mol L™, with detection limit of 4,7x10°® mol L™ and 5,0x107 to 3,4x10™ mol
L™, with detection limit of 1,3x10° mol L™, respectively. That modified electrode
presented good performance as voltammetric sensor in the pyridoxine determination
in pharmaceutical preparations. The CoPc/CPE was also used in the simultaneous

determination of vitamins B; (thiamine) and Bgs (pyridoxine) by differential pulse
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voltammetry, in pharmaceutical preparations, once the oxidation peaks potentials of
the vitamin B4 (-0,13 V) and vitamin Bg (0,55V), healthy very different. The analytic
curves were linear in the interval of thiamine concentration of 1,9x10™ to 7,4x10™* mol
L™, with limit of detection of 8,4x10° mol L™ and of 1,0x10™ to 7,4x10™ mol L™, with
limit of detection of 1,5x10° mol L™ for pyridoxine. That modified electrode presented
satisfactory acting as voltammetric in the determination of both in pharmaceutical

preparations.
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CAPITULO I

INTRODUCAO






1.1 — Introducao

A modificagcdo quimica da superficie de eletrodo visando sua
otimizagado em eletrocatalise, aplicagbes analiticas ou dispositivos sensores, resultou
no desenvolvimento de eletrodos denominados de eletrodos quimicamente
modificados (EQMs), com objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-
quimica da interface eletrodo/solucdo’?. Neste sentido, varios métodos de
preparagao de superficies solidas quimicamente modificadas tém sido descritos na
literatura®*. Além disso, as aplicagdes e o desenvolvimento destes eletrodos em
eletroquimica e eletroanalitica tém sido extensivamente revisados®”.

A presente tese de doutorado teve como objetivo desenvolver sensores
voltamétricos para a determinagcdo de analitos de interesse. Eletrodos de pasta de
carbono modificados com ftalocianina de cobalto foram utilizados para a
determinacao de hidrazina em aguas de caldeira, dopamina, vitamina B4 (tiamina) e
vitamina Bg (piridoxina) em formulagcdes farmacéuticas.

No capitulo II descrevem-se alguns aspectos histoéricos e teoricos
sobre eletrodos modificados de pasta de carbono, além da ftalocianina de cobalto.

No capitulo III descrevem-se alguns aspectos tedricos sobre hidrazina,
dopamina, vitamina Bq (tiamina) e vitamina Bgs (piridoxina), bem como algumas
metodologias descritas na literatura para a determinagao desses analitos.

No capitulo 1V descreve-se a parte experimental, como equipamentos,
reagentes e solugdes utilizados e a metodologia empregada em cada etapa do
trabalho.

No capitulo V sdo apresentados os resultados e discussdo obtidos
empregando-se os eletrodos de pasta de carbono modificados com ftalocianina de

cobalto nas determinagdes dos analitos mencionados.



No capitulo VI sdo apresentadas as conclusdes do trabalho, no
capitulo VII algumas perspectivas para trabalhos futuros e, finalmente no capitulo

VIII as referéncias bibliograficas consultadas durante todo o trabalho.



CAPITULO II

FUNDAMENTOS TEORICOS






2.1 - Eletrodos quimicamente modificados (EQMs)

Até a metade da década de 70, os eletrodos utilizados na quimica
analitica, bem como em outras areas, eram os eletrodos convencionais como ouro,
platina, mercurio e carbono, porém esses eletrodos apresentavam alguns problemas
que reduziam a sua aplicagéo tanto em Quimica Analitica quanto em outras areas.
As principais desvantagens desses eletrodos eram o fenbmeno da adsorgao ou
precipitacdo do analito na superficie do eletrodo; a baixa velocidade de algumas
reacbes eletroquimicas exibidas por algumas espécies que exigiam uma
sobretensao para que a reagao ocorresse e alto custo desses materiais nobres para
aplicacao pratica em escala industrial. Verificou-se, posteriormente, que essas
desvantagens poderiam ser controladas, manipulando-se a natureza fisico-quimica
da interface eletrodo/solugdo como uma forma de alterar a reatividade e seletividade
do sensor base1'2, favorecendo assim, o desenvolvimento de eletrodos
quimicamente modificados, para varios fins e aplicagdes, desde a catalise de
reagdes organicas e inorganicas® até a transferéncia de elétrons em moléculas de
interesse®.

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi inicialmente
utilizado na eletroquimica por MURRAY et al’® em 1975. A partir de entdo, os EQMs
tem recebido especial atencdo, devido as suas caracteristicas, como: seletividade,
simplicidade de construgao e a possibilidade de monitorar o analito de interesse sem
o prévio tratamento da amostra. Desta forma, os eletrodos quimicamente
modificados (EQMs) encontram aplicagdes nas mais variadas areas de atuagao,
como por exemplo, na satde publica'’, onde sensores in vivo podem ser usados na
determinacdo de drogas em situagcdo de emergéncia. Além disso, esses sensores

possuem baixo tempo de resposta, alta sensibilidade e seletividade que sao



requisitos importantes em hospitais'>. Os EQMs, assim como os biossensores
também encontram vasta aplicacdo nas industrias de alimentos'® e bioprocessos,
onde o monitoramento em tempo real € muito valioso, ou ainda em aplicagcdes
ambientais® onde, tanto a indUstria quanto os érgdos de vigilancia ambiental,
necessitam de sensores para analise quantitativa de inUmeras substancias toxicas
e/ou poluentes que sao despejados pelas industrias. Além da eletroanalise, que tem
se destacado como uma das areas mais ativas neste campo, os EQMs tem sido
utilizados para outros fins que nao analiticos, incluindo estudos basicos de
eletrocatalise, cinética de transferéncia de elétrons, sintese eletroorganica e
fotoeletroquimica.

A maioria das aplicacbes analiticas de EQMs envolve técnicas

voltamétricas ou amperométricas.

2.2 — Desenvolvimento de EQM

Do ponto de vista analitico, a sensibilidade e seletividade de uma
determinacao deve aumentar com a utilizagdo de um EQM para que seu uso seja
justificado. Isto pode ser obtido por meio de um ou mais dos seguintes
fendmenos'?'*1%: pré-concentragdo, eletrocatalise e exclusdo de interferentes. A

Figura 2.1 mostra um esquema da estratégia envolvida no desenvolvimento de

EQM.
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Figura 2.1 —  Estratégica basica para o desenvolvimento
quimicamente modificados. Figura adaptada da Ref. 14.
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2.2.1 — Pré-concentracdo do analito ou acumulagao

eletrodos

Consiste em pré-concentrar o analito na superficie modificada do

eletrodo. O mecanismo de pré-concentragdo envolve

interacdo quimica

(complexacao, troca ibnica, ligacdo covalente) entre a espécie a ser pré-concentrada

e o modificador imobilizado na superficie do eletrodo. Este agente modificador

apresenta uma particular afinidade pela espécie alvo (analito), o que confere

seletividade a medida voltamétrica.



2.2.2 — Eletrocatalise

O principal objetivo da eletrocatalise é reduzir a energia de ativacao da
reagcao envolvendo transferéncia de elétrons. A oxidacdo ou redugcdo de um
substrato que apresenta uma cinética de transferéncia de elétrons lenta, na
superficie do eletrodo, podem ocorrer em potenciais bem acima do seu valor
termodinamico. Todavia, essa mesma reagao pode ser catalisada pela modificacao
superficial do eletrodo, resultando ndo somente numa troca de elétrons mais rapida
entre o eletrodo e o analito, ou seja, aumentando a velocidade da reagdo, como um
aumento na itensidade de corrente, bem como uma diminuigdo no sobrepotencial de
ativacdo da reacdo que podem ser eletroquimico-quimico ou na ordem inversa. O
sobrepotencial de ativagdo € o potencial adicional a E° necessario para vencer a
energia de ativacdo de uma dada eletrdlise em um dado eletrodo. A reducéo do
sobrepotencial propicia um aumento na seletividade das medidas devido a
possibilidade de aplicar potenciais de operagdes mais baixos, reduzindo ou até
mesmo eliminando que potenciais de eletrdlise de espécies interferentes presentes
sejam atingidos.

As espécies quimicas geralmente utilizadas, com o objetivo de diminuir
0 sobrepotencial, destacam-se os mediadores redox, 0s quais podem ser especies
organicas (quinonas, tetratiofulvaleno, tetracianoquinodimetano), compostos
organometalicos (ferrocenos, ftalocianinas, 6xidos de ruténio, metaloporfirinas, etc)
ou enzimas. Estas espécies atuam em solugédo ou no caso de EQM, imobilizadas na

superficie do eletrodo, podendo ser utilizada mais de um mediador.
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2.2.3 — Exclusao de interferentes

A resposta eletroquimica da espécie de interesse pode ser inibida ou
mascarada pela presencga de interferentes devido aos seguintes fendbmenos:
a passivagao do eletrodo, ou seja, adsor¢ao do interferente a superficie do eletrodo,
que impede 0 acesso da espécie de interesse;
competicdo do interferente com a espécie de interesse pelos sitios ligantes
existentes na superficie do eletrodo;
eletrélise do interferente, pré-concentragcédo na superficie do eletrodo ou em solugéo,
em valor de potencial proximo ao potencial de eletrélise da espécie de interesse

A principal maneira de promover a exclusado de interferentes, por meios
fisicos, € recobrindo a superficie do eletrodo com uma membrana polimérica que
possa com base na carga (repulsdo eletrostatica) ou tamanho (meios fisicos)
bloquear o acesso do interferente, ser permeavel somente ao eletrdlito suporte e a
espécie de interesse. Filmes, tais como acetato de celulose ou Nafion, sdo muito
utilizados para este fim. Nafion € um polieletrélito aniébnico que é capaz de repelir
espécies anibnicas, enquanto permite a passagem de cations. Por sua vez, os filme

de acetato de celulose atuam com base no tamanho das espécies envolvidas.

2.3 — Preparacgao de eletrodos quimicamente modificados

A escolha do substrato do eletrodo e o tipo de imobilizagdo podem
influenciar significativamente na resposta analitica e no tempo de vida do eletrodo,
sendo a selecdo adequada dos mesmos de grande interesse para o bom

desempenho do sensor’?141°,
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2.3.1 — Substrato base do eletrodo

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofrera a
modificagdo, € um aspecto muito importante na preparagcdo de um EQM. Este
substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas e quimicas conhecidas
para que possa se adequar ao método de imobilizacdo e ao agente modificador. Os
materiais sélidos convencionais comumente utilizados como substrato na construgao
de EQM séao ouro, platina, carbono vitreo e ligas metalicas ou misturas binarias

como pasta de carbono, grafite-epoxi, grafite-polietileno, grafite-PVC, entre outros.

2.3.2 — Métodos de imobilizagdo do modificador

Apresentar-se-d0 a seguir os meétodos mais utilizados para a

introducéo de um agente modificador sobre o eletrodo base.

2.3.2.1 — Adsorgao

A adsorgéao consiste em dissolver o agente modificador em um solvente
apropriado e na exposi¢do, em geral por imersdo, do eletrodo nesta solucdo'”"'®. E
uma técnica simples e eficiente, no entanto a mesma apresenta a desvantagem de
ocorrer, ha maioria das vezes, dessorcdo do modificador para o meio, durante sua
utilizacao, resultando na perda de reprodutibilidade e reduc¢ao da vida util do eletrodo
modificado. Na maioria dos trabalhos encontrados na literatura, a adsorcao foi

realizada em eletrodos de grafite e carbono vitreo'®, por apresentarem uma

particular capacidade de adsorver reagentes que possuem elétrons n delocalizados
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(diversas ligagcbes duplas na molécula), como por exemplo compostos organicos

aromaticos.

2.3.2.2 — Ligagao covalente

O agente modificador € ligado covalentemente ao substrato do

eletrodo??’

. Reacbes de silanizagao, envolvendo organosilanos e oxidos presentes
na superficie do eletrodo, sdo bastante exploradas. A maioria dos eletrodos
metalicos, quando oxidados em meio acido, sdo recobertos com uma fina camada,
bastante reativa em relagdo aos silanos. Desta forma, um eletrodo metalico, apds
ser oxidado, pode ser silanizado e posteriormente reagir com outra molécula,
contendo o grupo funcional que se queira imobilizar.

A modificacdo de eletrodos a base de carbono baseia-se na
manipulacdo da reatividade de seus grupos funcionais oxigenados, frente a
reagentes como aminas, cloreto de tionila, organosilanos e outros??,

O método de modificagao via ligacao covalente é bastante estavel em

relagdo aos demais métodos, contudo gera cobertura com no maximo uma

monocamada imobilizada, além de ser mais dificil de se executar.

2.3.2.3 — Filmes poliméricos

Consiste em recobrir a superficie do eletrodo com filmes poliméricos,
que devem ser condutores e permeaveis ao eletrélito suporte e a espécie de
interesse. Essa técnica permite a imobilizagdo de muitas monocamadas da espécie
ativa na superficie modificada, o que resulta na ampliacdo da resposta

eletroquimica. Desta forma, filmes poliméricos tém sido consideravelmente usados
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no desenvolvimento de sensores para proteger a superficie do eletrodo de
impurezas®, bloquear interferentes®, imobilizar biocomponentes®® e incorporar

mediadores®.

2.3.2.4 — Materiais compaositos

Sao formados pela combinagdo de duas ou mais fases de diferente
natureza. Cada fase mantém suas caracteristicas individuais, mas a mistura pode
apresentar novas caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgicas. Os polimeros
envolvidos nestes materiais fornecem uma certa estabilidade ao eletrodo. Materiais
a base de carbono formam fases condutoras ideais na elaboracdo de materiais
compésitos, 0 que os torna muito empregados em sensores amperométricos?’.
Estes materiais sdo bastante inertes quimicamente, apresentam grande intervalo de

potencial de trabalho; baixa resisténcia e baixa corrente residual®®.

2.3.2.5 — Pasta de carbono

Pasta de carbono é uma mistura de grafite em pdé e um liquido
organico, denominado aglutinante. O p6 de grafite deve ter tamanho de particulas
uniforme, alta pureza quimica e baixa capacidade de adsor¢cdo de oxigénio e de
impurezas eletroativas. O aglutinante serve para fixar a pasta ao eletrodo, é
geralmente, um liquido organico quimicamente inerte, de baixa volatilidade, livre de
impurezas, eletroinativo, imiscivel com a solugdo do analito e deve preencher os
intersticios entre as particulas de grafite, além de dar consisténcia a mistura. Os
principais tipos de aglutinantes utilizados na preparagcdo da pasta de carbono sao

hidrocarbonetos  alifaticos?® (hexano, octano, decano, dodecano), mistura de
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hidrocarbonetos®® (6leo mineral, parafina), compostos aromaticos®’ (benzeno,
naftaleno, difenil éter), graxas>? (6leo de silicone), ésteres de acidos organicos>>
(fosfato de dioctila, fosfato de tricresila), acidos carboxilicos®* (acido estearico).

Uma das principais vantagens da pasta de carbono para a construgao
de sensores € que esses eletrodos possibilitam a modificacdo interna do material
eletrddico, diferentemente do que ocorre com os eletrodos sélidos convencionais,
em que a modificacdo ocorre apenas na superficie. Além disso, os eletrodos
preparados a base de pasta de carbono oferecem versatilidade, baixa corrente de

fundo, baixo ruido, baixo custo e facilidade de renovagao da superficie.

2.4 — Eletrodos de pasta de carbono (EPC)

O primeiro eletrodo de pasta de carbono foi desenvolvido por ADAMS®®
em 1958, na tentativa de preparar um eletrodo gotejante de pasta de carbono (1 g
carbono/7 mL tribromometano) renovavel para ser usado em uma ampla faixa de
potenciais positivos onde o eletrodo de mercurio metalico ndo € aplicavel devido a
sua oxidacao. Contudo, nao foi possivel desenvolver esse eletrodo, devido a alta
resisténcia elétrica causada pelo componente liquido organico (aglutinante) utilizado
na preparagao.

Entre 1960 e o inicio de 1970, os EPC eram extensivamente aplicados
para estudos eletroquimicos, principalmente no estudo das propriedades redox de
inumeros compostos organicos. Alguns estudos teodricos e experimentais realizados
nesse periodo contribuiram para melhor entender a estrutura complexa da pasta de
carbono com respeito a seus constituintes, isto &, o pé de grafite e o aglutinante®+".

Durante esse periodo, em 1964, KUWANA & FRENCH * investigaram

os comportamentos eletroquimicos de alguns compostos organicos e em algumas
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preparagdes da pasta de carbono, eles utilizaram o proprio composto organico
como aglutinante, demonstraram que a pasta de carbono poderia, também, conter
outros constituintes. Ademais, verificaram que essa modificagcdo proporcionava ao
eletrodo caracteristicas eletroquimicas do material usado na composi¢cao da pasta.
Esse trabalho desenvolvido pode ser considerado o pioneiro na contribuicdo no
desenvolvimento dos eletrodos de pasta de carbono quimicamente modificados
(EPCMs). Além disso, estes pesquisadores observaram que as correntes de pico
dos voltamogramas obtidos com os EPCMs variava proporcionalmente com a
concentracdo do modificador adicionado na pasta. Consequentemente, diversos
trabalhos foram propostos de modificacdo da pasta de carbono para estudos

eletroquimicos®®°.

2.5 — Ftalocianina

As ftalocianinas (Pc) foram descobertas acidentalmente em 1907 por
BRUN & TCHEMIAC*', na South Metropolitan Gas Company em Londres, sendo um
subproduto da sintese da o-cianobenzamida partindo da ftalamida e anidrido acético.
A palavra ftalocianina do grego (ftalo = 6leo de rocha e cianina = azul) foi utilizada
pela primeira vez por LINSTEAD & ROBERTSON* em 1933 para descrever uma
nova classe de compostos organicos. Na década de 30, LINSTEAD &
ROBERTSON*?** determinaram as estruturas das ftalocianinas de base livre e
ftalocianinas de Ni(II), Cu(II) e Pt(II), utilizando-se apenas analises de difragdo de
raios-X.

Quanto a sua estrutura, a ftalocianina apresenta um sistema em anel
de quatro unidades isoindol ligados por atomos de nitrogénio, como pode ser visto

na Figura 2.2.
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Figura 2.2 — Estrutura da ftalocianina de base livre

As ftalocianinas sdo compostos que apresentam diversas aplicacdes.
Algumas ftalocianinas exibem fotossensibilidade no infravermelho préximo e podem
ser usadas em conjungdes com o diodo de laser em impressoras de alta
velocidade**®. Alem disso, as ftalocianinas também estdo sendo intensivamente
investigadas quanto as suas potencialidades como agentes em terapia fotodinamica
(PDT), como uma nova modalidade no tratamento de cancer’'**. Neste caso, as
ftalocianinas sao adsorvidas pelos tecidos e posteriormente sdo fotossensibilizadas
(excitadas) usando laser, gerando radicais livres citotdxicos e oxigénio singlete ('0.)
matando seletivamente as células cancerigenas. As ftalocianinas também séao
largamente utilizadas como corantes em plasticos e tecidos*’. E devido aos seus
sistemas altamente conjugados, o que confere propriedades eletrénicas, tem
aplicagdes tecnologicas de grande interesse como semicondutores, fotocondutores e

catalisadores*”*8.



Na area de eletrocatalise, as metaloftalocianinas possuem uma larga
aplicacdo na modificagcdo de superficies de eletrodos, principalmente grafite e
carbono, por apresentarem singular atividade eletrocatalitica frente a diferentes

reagbes importantes, em particular a reducdo de oxigénio*®*

e peroxido de
hidrogénio®’ e na determinagdo eletrocatalitica de muitos compostos importantes
como herbicidas®, cisteina®, carboidratos®*, aminas alifaticas® e fendis®®.

A ftalocianina de cobalto (CoPc) (Figura 2.3) é conhecida ha muito
tempo como catalisador homogéneo e heterogéneo para uma grande variedade de
reacbes quimicas. Ela funciona como catalisador redox no qual o estado de
oxidacdo do complexo metalico varia durante o ciclo catalitico*®°"°%. A atividade
catalitica deste complexo é dependente do ion metalico central envolvido e ainda, do
estado de oxidacdo total do complexo*®°"°®. O uso deste macrociclo na construgdo
de eletrodos de pasta de carbono quimicamente modificados tem adquirido um

grande interesse para aplicacdes analiticas®®®".

N— ——N
N
N am 7
—Co-N
| N |
N
N

Figura 2.3 — Estrutura da ftalocianina de cobalto
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CAPITULO 111

PROCEDIMENTOS ELETROANALITICOS
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3.1 — Hidrazina

A hidrazina (N2H,4), Figura 3.1, € um forte agente redutor muito utilizada
na remogao de oxigénio de aguas de caldeiras ou sistemas de aquecimento com o
fim de prevenir a corrosdo das mesmas®?, ocasionada por oxigénio dissolvido,
formando nitrogénio e agua (reacao 1). A hidrazina também reage com o6xido férrico
e oxido cuprico® (reacdes 2 e 3, respectivamente) formando a magnetita e dxido
cuproso, estados passivos de 6xidos de ferro e de cobre. Portanto, a hidrazina torna
as superficies de ferro e cobre menos suscetiveis a corrosido, reduzindo-as a um

estado passivo.

Figura 3.1 — Estrutura da hidrazina

N,H, + O, —» 2H,0 + N, T (1)
N,H, + 6Fe,0, — 4Fe,0,\ + N,T + 2H,0 (2)
N,H, + 4CuO — 2Cu,0y + N,T + 2H,0 (3)
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Ela também é empregada na fabricacdo de propelentes de foguetes®, como
combustivel alternativo na tecnologia de células a combustivel, na produgcdo de
produtos farmacéuticos como trang(iilizantes e controladores de tuberculose®®, bem
como reguladores no crescimento de plantas e na fabricacdo de inseticida®.
Hidrazina € uma substancia volatil e tdxica, faciimente absorvida pela pele. O
contato com a hidrazina causa irritagdo na pele, olhos e nas vias respiratorias®®.
Além disso, suspeita-se que seja cancerigena®. Sendo assim, ha um grande
interesse em sua quantificacdo e muitos métodos analiticos tém sido propostos para
a determinagdo de hidrazina, tais como: espectrofotométricos®’°, fluorimétrico’,

quimiluminescentes’" "

entre outros. Contudo, alguns destes métodos requerem um
longo tempo de analise, ja que sdo necessarias varias etapas analiticas. Entretanto,
os métodos eletroquimicos permitem, quase sempre, a determinacdo do analito de
interesse sem qualquer tratamento prévio da amostra, uma vez que as substancias a
serem determinadas se oxidam ou se reduzem em potenciais bem distintos
daqueles das espécies concomitantes normalmente presentes nas amostras.
Infelizmente, a oxidagdo de hidrazina sobre eletrodos convencionais (eg. carbono
vitreo, pasta de carbono, platina etc) necessitam de um alto sobrepotencial, o que
nao € nada satisfatério. Assim sendo, eletrodos modificados podem ser uma boa
alternativa para esse propésito devido a minimizagdo do sobrepotencial. Desta
forma, varios eletrodos quimicamente modificados tém sido preparados e aplicados
na determinacao de hidrazina. A seguir, descrever-se-ado alguns desses eletrodos
modificados utilizados na determinacgao de hidrazina.

SHANKARAN & NARAYANAN'* construiram um sensor amperométrico
de grafite modificado com hexacianoferrato de cobalto para a determinagdo de

hidrazina em &agua residual de industria. Esse eletrodo apresentou excelente

propriedade eletrocatalitica na oxidagcdao de hidrazina. A resposta foi linear no
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intervalo de 2,0x10° a 2,8x10™ mol L' com limite de detecgdo de 9,8x10° mol L.
Outro trabalho descrito pelo mesmo grupo’™ foi & construcdo de um sensor
amperométrico imobilizando hexacianoferrato de niquel sobre eletrodo de grafite. O
eletrodo modificado exibiu um par redox associado com o seguinte processo
Fe(CN)s*/Fe(CN)s>. O eletrodo modificado apresentou propriedade eletrocatalitica
para a oxidagao de hidrazina reduzindo significativamente o sobrepotencial. Esse
eletrodo modificado respondeu linearmente em um intervalo de concentragao de
hidrazina de 4,0x10* a 4,0x10™ mol L™ (r= 0,9963) com um limite de detecgdo de
9,6x10”° mol L™

Um biossensor de pasta de carbono modificado com tecido de batata

doce como fonte de peroxidase foi desenvolvido por VIEIRA et al®

e empregado na
determinagcdo de hidrazina em aguas de caldeira. Essa enzima na presencga de
peréxido de hidrogénio catalisa a oxidagdo de hidroquinona a p-benzoquinona. A
hidrazina inibe diretamente a enzima peroxidase, reduz quimicamente p-
benzoquinona a hidroquinona e/ou reduz o perdxido de hidrogénio decrescendo
assim a corrente de pico catddica proporcionalmente a concentragao desse analito.
A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de hidrazina de 7,0x10° a
1,2x10™ mol L™ (r=0,9980) e limite de deteccdo de 5,1x10” mol L.

YANG & LI”" desenvolveram um um eletrodo magnético de filme de
mercurio modificado com microesferas magnéticas contendo grupos cetonas sobre a
superficie. O potencial de pico para oxidacao de hidrazina foi observado em -1,06 V
vs. Ag/AgCI. A resposta voltamétrica para hidrazina foi de 0,3 a 500 ug L™ (6,0x10°
a 1,0x10° mol L") (r= 0,995) com limite de deteccdo de 0,1 pug L™ (2,0x10° mol L™).
Esse método foi aplicado para determinagdo de hidrazina em agua residuaria de

industria, agua potavel e aguas de rio.
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PINGARRON et al’* construiram um microeletrodo amperométrico de
fibra de carbono modificado com rédio e 0 empregaram em um sistema de analise
por injecao em fluxo para a determinacdo de hidrazina em aguas de caldeira. A
hidrazina foi monitorada em potencial constante de 0,3 V vs Ag/AgCl em solugao
tampao fostato 0,1 mol L™ (pH 7,4). O eletrodo modificado respondeu linearmente
em um intervalo de concentracdo de hidrazina de 5,0x10° a 1,0x10° mol L™ (r=
0,9995), com um limite de detecgdo de 6,2x107 mol L™.

A preparagdo de um sensor amperométrico de pasta de carbono
modificado com porfirina de cobre em uma cavidade de zedlita foi desenvolvido por
GUERRA et al”® . Aplicou-se um potencial constante de 0,27 V vs. ECS neste
eletrodo para a eletrooxidagdo de hidrazina, obtendo-se uma resposta linear de
5,0x10° a 6,0x10™° mol L™ (r=0,9995) com um limite de detecgdo de 1,0x10® mol L™,

Um sensor eletroquimico para hidrazina baseado na modificagcado de
um eletrodo de pasta de carbono com ftalocianina tretrassulfonada de niquel
imobilizada em silica gel foi desenvolvido por PEREZ et al’®. Esse eletrodo
modificado respondeu linearmente em um intervalo de concentracédo de hidrazina de
1,0x10™* a 6,0x10™* mol L' com um limite de deteccdo de 1,0x10° mol L™ para um

potencial aplicado de 0,45 V vs ESC.

3.2 — Dopamina

Dopamina (DA), Figura 3.2, é uma catecolamina de grande interesse
clinico e farmacéutico, atuando como mediador quimico no sistema nervoso central,
cardiovasculares e hormonais®®. A deficiéncia de dopamina no sistema nervoso
central causa sérias doengas como mal de Parkinson e Esquizofrenia. Portanto, sua

determinacgao in vitro e em vivo tem atraido muita atencgao.
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Figura 3.2 — Estrutura da dopamina

Diversas metodologias podem ser encontradas na literatura para a determinagao
desse analito, dentre estas os procedimentos em fluxo com deteccéo
especfotométrica®’, amperométrica® e por quimiluminescéncia® sdo bastante
citados. As técnicas eletroquimicas tem apresentada varias vantagens na
biociéncia®®. A aplicacdo de ultramicroeletrodos na neurociéncia, com o objetivo de
monitorar a concentracdo de neurotransmissores no sistema nervoso central (por
exemplo, dopamina, L-dopa, carbidopa) tem recebido uma especial atencdo. A
seguir, descrever-se-ao alguns desses métodos.

O grupo de quimica analitica da Universidade Federal de Sdo Carlos
vem usando extrato bruto de tecidos de diversos vegetais e fungos como fontes
enzimaticas para a construcao de biossensores. Um destes trabalhos desenvolvidos
foi um eletrodo de pasta de carbono modificado com extrato bruto enzimatico do
fungo Pleurotus ostreatus como fonte de lacase para a determinacgao voltamétrica de
adrenalina e dopamina em formulacdes farmacéuticas®. O biossensor apresentou
uma resposta linear no intervalo de concentracdo de adrenalina de 6,0x10° a
7,0x10* mol L™ e de 7,0x10° a 4,0x10* mol L' para dopamina, com limites de
deteccdo de 7,9x10° mol L™ e 9,8x10° mol L™, respectivamente. Outro trabalho
desenvolvido por este mesmo grupo86 foi a construgcdo de um biossensor de pasta
de carbono bi-enzimatico modificado com extrato bruto enzimatico do fungo

Pleurotus ostreatus e Zucchini como fonte de lacase e peroxidase, respectivamente,
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para a determinagao voltamétrica de dopamina, adrenalina, isoprenalina e L-dopa.
O biossensor desenvolvido respondeu linearmente de 7,0x10'6 a 3,9x10'4; de 6,0x10°
®a 1,0x10%; de 7,0x10° a 7,0x10™ e de 6,0x10° a 8,1x10™° mol L™ para dopamina,
adrenalina, L-dopa e isoprenalina, respectivamente. Os limites de deteccdo foram
2,7x10%;, 2,5x10%; 2,4x10° e 2,6x10® mol L™, respectivamente. Além destes
trabalhos, um outro biossensor também foi desenvolvido para a determinagao
voltamétrica de adrenalina e dopamina em formulagdes farmacéuticas®’. A resposta
do biossensor foi baseada na reducgao eletroquimica das catecolaminas oxidadas
pela enzima polifenol oxidase. O biossensor apresentou uma resposta linear no
intervalo de concentracdo de dopamina de 2,0 x 10* a 1,2 x 10 mol L™, com limite
de detecgdo de 8,2 x 10™° mol L' e um tempo de vida de 3 meses.

Um eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de ruténio coberto
com fina camada Nafion foi proposto por ZEN & CHEN® para a determinagdo
seletiva de dopamina na presenga de acido ascoérbico por voltametria de onda
quadrada. Esse eletrodo apresentou um deslocamento do potencial inicial de reagao
para valores mais negativos, cerca de 50 mV, em relagcdo ao eletrodo de carbono
vitreo sem modificacdo, evidenciando o efeito catalitico desse eletrodo para
oxidacdo de dopamina. Este eletrodo apresentou uma boa seletividade para
dopamina na presencga de acido ascorbico e ainda apresentou uma linearidade de 5
x 10® a 7,0 x 10™° mol L™ para dopamina em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
7,4) em um potencial constante de -0,3 V vs. Ag/AgCl e com um limite de detecgao
de 1,0 x 107 mol L™.

RUBIANES & RIVAS®® desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo
modificado com um polimero tipo melanina. Este polimero foi obtido pela
polimerizacdo de L-dopa 3,0 x 10 mol L™ em uma solugdo tampéo fosfato 0,050

mol L™ (pH 7,4) aplicando-se um potencial de 1,00 V por 1h. Este filme polimérico
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excluiu as espécies anidnicas como o acido ascorbico e exibiu uma atracio seletiva
pelas espécies catibnicas como a dopamina a qual pode ser oxidada sobre o
eletrodo carbono vitreo modificado. O eletrodo desenvolvido apresentou uma
linearidade em um intervalo de concentragao de dopamina de 1,5 x 10 a 1,1 x 10°
mol L™ na presenca de 1,0 x 10 mol L™ de acido ascérbico.

A construcao de um eletrodo de carbono vitreo recoberto com filme de
acido sulfosalicilico eletrodepositado em uma solugao tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
5,5) foi desenvolvido por ZHAO et al®. Esse eletrodo, apds estudo de
caracterizacao, foi aplicado na determinacdo de dopamina em formulacdes
farmacéutica por voltametria de pulso diferencial. A resposta voltamétrica do
eletrodo desenvolvido foi de 5,5x107 a 2,2x10™° mol L™ (r=0,9985), com um limite de
detecgao de 5,0x10™° mol L.

O estudo do comportamento eletroquimico de dopamina com um
eletrodo de carbono vitreo modificado com ftalocianina de niquel foi feito por KANG
et al’'. Esse eletrodo foi aplicado na determinagdo de dopamina em formulacdes
farmacéuticas e a corrente de oxidacao foi linear com aumento da concentracao de
dopamina no intervalo de 2,0 x 107 a 2,0 x 10 mol L™ (r=0,9986) com um limite de

detecgdo de 9,0 x 10 mol L.

3.3 — Vitamina B, (Tiamina)

A vitamina B4 (VB4), Figura 3.3, também conhecida como tiamina, foi o
primeiro membro do complexo B a ser identificado. A tiamina participa de varias
reacdes quimicas no interior das células, particularmente das reagdes que envolvem
agucares. A tiamina é transformada pelo figado em carboxilase, uma co-enzima

essencial aos processos metabdlicos de obtencédo de energia. Sendo indispensavel
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a todos os animais, encontra-se nos graos de cereais, nas folhas verdes, carne
suina e miudos. Sua deficiéncia no organismo, afeta de modo especial, as fungdes
do sistema nervoso do coragao e do sistema digestivo, provocando uma doenga,
chamada de beribéri, que se manifesta pela inflamagdo dos nervos, dilatagdo do
coragdo e mau funcionamento dos érgados digestivos®.

A vitamina B4 é encontrada, comercialmente, na forma de cloridrato de
tiamina®. E um p¢ cristalino branco, higroscépio, com leve odor de levedura e gosto
amargo. No estado anidro é estavel ao calor, mas quando exposto ao ar absorve 4%
de agua e oxida-se. Por essa razdo deve ser armazenada em recipiente herméticos
e opacos. Devido a estes problemas devem ser tomadas precaucdes adicionais

evitando-se a deterioragao, durante os processos de determinacdes®.

NH, Cl_
_l’_
H;— |_ | H;
H,OH.HCI
S

Figura 3.3 — Estrutura da tiamina ou vitamina B

HG N

Existem varios métodos descritos na literatura para determinagao da
vitamina B, por exemplo, fluorimétrico®, espectofotometrico®, analise por injecdo

9394 " hotenciométrico®, entre outros. Porém s3o poucos os métodos

em fluxo
eletroquimicos relatados na literatura para a determinagao de tiamina. A seguir,
descrever-se-ao alguns desses métodos.

WAN & YANG® estudaram o comportamento eletroquimico da tiamina

sobre um eletrodo de ouro modificado com L-cisteina (Cys/SAM/Au) por voltametria
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de onda-quadrada. Os voltamogramas de onda quadrada empregando o eletrodo
de ouro sem modificagdo ndo apresentaram nenhuma atividade catalitica para a
reacao de oxidagao de tiamina em uma solugdo tampao Britton-Robinson (pH 11,4),
entretanto apdés a modificagdo do eletrodo de ouro com L-cisteina um pico andédico
bem definido foi observado em 0,29 V vs ECS. Esses resultados obtidos indicaram
que o Cys/SAM/Au apresentou atividade eletrocatalitica para a reagdo de oxidagéao
de tiamina em meio alcalino. A resposta voltamétrica para tiamina foi obtida no
intervalo de concentracdo de 1,1x10® a 2,2x10® mol L™ com limite de detecgdo de
5,5x10° mol L. Esse método foi aplicado na determinagdo de tiamina em
formulagdes farmacéuticas.

ONI et al® também estudaram o comportamento eletroquimico da
tiamina, em meio alcalino, empregando-se o eletrodo de pasta de carbono
modificado com ftalocianina de manganés (EPC/MnPc) por voltametria ciclica. Esse
eletrodo apresentou uma excelente atividade eletrocatalitica frente a reacao de
oxidagao de tiamina em solugao tampao fosfato (pH 10). Esse eletrodo (EPC/MnPc)
apresentou-se bastante estavel para a determinacdo de tiamina quando comparado
com o EPC. O eletrodo desenvolvido apresentou uma relagao linear entre a corrente
de pico de anddico (Ips) € a concentragéo de tiamina com um limite de deteccéo na
ordem de 10®° mol L. Este eletrodo foi utilizado na determinagdo voltamétrica de
tiamina em formulacdes farmacéuticas.

CARABIAS-MARTINEZ et al'® construiram um microsensor de platina
modificado com dodecilssulfato de polipirrol por eletrodeposi¢ao aplicando-se um
potencial de 1,4 V vs. ECS por 5 minutos em uma solugdo contendo o monémero
0,23 mol L™, SDS 0,05 mol L™ em 80% (v/v) de acetonitrila. Este microsensor foi
adaptado em um sistema de analise por injecdo em fluxo e aplicado na

determinacdo de tiamina em formulagdes farmacéuticas. Este microsensor
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respondeu linearmente em um intervalo de concentragdo de tiamina de 1,01x10® a

2,7x10° mol L™ com limite de deteccao de 5,3x10™° mol L™

3.4 — Vitamina B¢ (Piridoxina)

A vitamina Bs (VBe), Figura 3.4, € um po cristalino branco, inodoro e
relativamente estavel ao ar e a luz. Suas solugdes aquosas sdo mais estaveis em
valores de pH menores que 5, tornando-se menos estaveis em solugdes com pHs
maiores que 7°2. Ademais, as vitaminas do grupo Bg sdo compostos que contém um

anel piridinico em suas moléculas e sédo hidrossoluveis.

H,0H

H CH,OH
H; N

Figura 3.4 — Estrutura da piridoxina ou vitamina Bg

Essa vitamina consiste de uma mistura de piridoxina, piridoxal e
piridoxamina, que sao normalmente interconvertidas no organismo. Desses
compostos, a piridoxina é a mais estavel sendo normalmente usada nas
preparagdes farmacéuticas na forma de sais como cloridato (Adermina), ascorbato, e
aspartato®. No organismo a piridoxina converte-se em fosfato de piridoxal, que atua
como coenzima de cerca de 60 enzimas, a maioria relacionadas com o metabolismo
de proteina e aminoacido. Essa vitamina desempenha importante papel na sintese

de neurotransmissores como a noradrenalina, dopamina, serotonina e histamina.
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Participa também de reacdes de degradacdo de aminoacidos, em que um dos
produtos finais é a acetil-coenzima A, necessaria a producao de energia e a sintese
de proteinas, lipidios e acetilcolina. A deficiéncia de vitamina Bg causa anemia,
provoca insdnia, irritabilidade, dor abdominal, dificuldade de andar, convulsdes e
reducdo de crescimento®. A vitamina Bg esta amplamente distribuida na natureza®,
sendo as fontes de sua obtencao o figado, farelo de cereais, leveduras, melago de
cana e germe de trigo.

Ha varios métodos descritos na literatura para a determinacdo de
piridoxina, por exemplo, analise por injecao em fluxo'™'. A separacdo e determinacao
de vitaminas Bg em formulacdes farmacéuticas e alimentos por cromatografia'® e
eletroforese’® com deteccéo eletroquimica também tém sido propostos, usando-se
eletrodos de carbono como detector eletroquimico. A seguir, descrever-se-ao alguns
meétodos eletroquimicos para a determinacao de vitamina Be.

SODERHJELM & LINDQUIST'™ foram um dos primeiros
pesquisadores a desenvolverem um eletrodo de pasta de carbono para a
determinagao voltamétrica de piridoxina e alguns compostos similares (piridoxal,
piridoxal-5-fosfato, piridoxamina e 4-acido piridoxico) em solugao tampao de amonia.
Dentre os interferentes estudados (tiamina, riboflavina, nicotinamida, acido ascérbico
e ferro (II)), somente o acido ascérbico e ferro (II) apresentaram interferéncia. A fim
de eliminar os interferentes, todas as amostras foram purificadas passando por uma
coluna de troca catidnica. O método voltamétrico proposto foi comparado com
método fotométrico e apresentou um desvio padréo relativo menor que o método
fotométrico.

TEIXEIRA et al."® desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono
modificado com o complexo de hexacianoferrato(lll) de cobre(ll) (CuHCF) para a

determinacdo eletroanalitica de piridoxina (vitamina Bg) em formulagdes
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farmacéuticas usando voltametria ciclica. Diversos parametros, tais como:
composicdo do eletrodo, melhor solugao eletrolitica, efeito do pH, velocidade de
varredura de potenciais e interferentes em potencial sobre a resposta do eletrodo
modificado, foram estudados. As melhores condi¢gdes foram encontradas para uma
composicao de eletrodo de 20 % de CuHCF (m/m), 55 % de grafite (m/m) e 25 %
6leo mineral (m/m) em tampao acetato (pH 5,5) contendo NaCl 0,05 mol L. O
intervalo de concentracdo para determinacdo de piridoxina foi 1,2x10° a 6,9x10™
mol L'. O procedimento foi aplicado na determinagdo de vitamina Bg em
formulagdes farmacéuticas e os resultados obtidos com o eletrodo de pasta de
carbono modificado com CuHCF foram comparados com os resultados obtidos
empregando-se espectrofotometria no visivel. Este mesmo grupo106 desenvolveu um
outro eletrodo de pasta de carbono modificado com complexo salem de vanadio na
determinacao de piridoxina em formulagdes farmacéuticas. A resposta do eletrodo
modificado foi linear no intervalo de concentragao de piridoxina de 4,5x10™ a 3,3x10°
3 mol L' com um limite de deteccéo de 3,7x107° mol L™,

HERNANDEZ et al.'”” determinaram simultaneamente as vitaminas Bs
e B12 em formulagdes farmacéuticas por voltametria de onda quadrada empregando
um eletrodo de carbono vitreo. O comportamento eletroquimico das vitaminas
mencionadas foram inicialmente investigadas por voltametria ciclica em uma solugao
tampao de hidrogenoftalato de potassio 0,1 mol L™ + cloreto de sédio 0,1 mol L™ (pH
3). Os potenciais de pico de oxidagéo para vitamina Bs e B4, foram observadas em
1,30 V e -0,69 V vs. Ag/AgCl, respectivamente. A resposta deste eletrodo foi linear
de 1,0x 102 a3,5x 102 mol L' e 1,0x10* a 1,2x10° mol L' para a determinagao de
vitamina Bg e B4z, respectivamente.

USLU et al.'® desenvolveram um método para a determinacéo

simultdnea de melatonina e cloridrato de piridoxina em formulacbdes farmacéuticas
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por voltametria de pulso diferencial empregando um elétrodo de carbono vitreo. Os
comportamentos eletroquimicos da melatonina e cloridrato de piridoxina foram
inicialmente investigados por voltametria ciclica e linear a fim de investigar as
melhores condigdes de trabalho para esse eletrodo. A determinagao simulténea de
melatonina e piridoxina foi realizada em uma solucgéo de H.SO4 0,5 mol L™ com 20
% (v/v) metanol. As respostas voltamétricas para melatonina e piridoxina foram de
2x107° a 8x10™° e 2x10° a 4x10™ mol L' com os limites de deteccdo de 5,86x10° e
2,45x10° mol L, respectivamente. O método proposto foi aplicado em amostras

comerciais que contém esta combinacgao de droga sem qualquer interferéncia.
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4.1 — Equipamentos

4 1.1 — Medidas voltameétricas

As medidas voltamétricas utilizadas na determinacdo de hidrazina e
dopamina foram feitas empregando-se um Potenciostato/Galvanostato (EG&G
PAR, Modelo 273A) interfaciado com uma placa GPIB PCIIA/ IIA. As medidas
voltamétricas utilizadas na determinagao de vitamina B (tiamina) e vitamina Bs
(piridoxina) foram feitas em um Potenciostato/Galvonostato da Autolab

PGSTAT12 gerenciado por programada GPES-4.9.

4.1.2 — Célula eletroquimica

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula de
compartimento unico de 15 mL, confeccionada em vidro Pyrex, contendo o eletrodo
de trabalho (EPC/CoPc), o eletrodo auxiliar (eletrodo de platina) e o eletrodo de

referéncia (Ag/AgCl com KCI 3,0 mol L™).

4.1.3 — Espectrofotdmetro

Nos métodos comparativos para a determinagdo de hidrazina,
dopamina, e vitamina Bg (piridoxina), utilizou-se um espectrofotdmetro modelo
8452A da Hewlett Packard, provido de uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de

1,00 cm, acoplado a um processador da Hewlett Packard modelo Vectra 286/12.
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4.1.4 — Espectrofluorimetro
No método comparativo para a determinacéo de vitamina B4 (tiamina),
utilizou-se um espectrofluorimetro da Hitachi modelo F-4500.

4.1.5 — pHmetro

As medidas de pH das solugdes foram realizadas empregando-se um
pHmetro digital Orion EA 940, com precisdo de 0,1 mV (ou 0,001 unidades de pH)

contendo um eletrodo de vidro Ingold modelo 10/402/3092.

4.1.6 — Balanca analitica

As pesagens foram feitas em uma balancga analitica da Quimis modelo

QISA 210, com precisao de 0,0001 g (0,1 mg).

4.1.7 — Eletrodos

4.1.7.1 — Eletrodo de referéncia de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl)

O eletrodo de referéncia utilizado em todas as medidas voltamétricas

neste trabalho foi o eletrodo Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) Analion modelo R684.

4.1.7.2 — Eletrodo auxiliar (contra-eletrodo)
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O eletrodo auxiliar empregado nas medidas voltamétricas foi uma
placa de platina de 0,5 cm de largura e 1 cm de comprimento fixada em tubo de

vidro contendo um fio de cobre.

4.1.7.3 — Eletrodo de trabalho

O eletrodo de trabalho utilizado nas medidas voltamétricas foi o
eletrodo a base de pasta de carbono modificado com a ftalocianina de cobalto

(EPC/CoPc).

4.2. — Reagentes e solugdes

Neste trabalho, utilizaram-se reagentes de pureza analitica. A agua
utilizada no preparo das solugdes era destilada e purificada em um sistema Millipore
Milli-Q (Modelo UV Plus Ultra-baixo teor de compostos organicos dissolvidos),
Millipore (Redford, MA, USA).

O gas nitrogénio utilizado durante as medidas eletroquimicas foi do tipo
gas especial adquirido da White Martins S.A.

Os reagentes utilizados na preparagao das solugdes tampdes foram:
acido cloridrico (HCI), Dinadmica; ftalato acido de Potassio (CgHsKO4), Reagen;
fosfato de potassio monobasico (KH,PO,), J. T. Baker; fosfato de sédio dibasico
(NapHPOQ,4), Mallinckrodt; Hidroxido de sodio (NaOH), Merck. Os pHs de todas as
solugdes tampao foram devidamente padronizados e ajustados com auxilio de um

pHmetro.
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4.2.1 — Solugdes Tampéo

4.2.1.1 — solugao tampao (pH 2,0)

Adicionaram-se 100 mL de uma solugdo HCI 0,1 mol L' em 100 mL de

uma solugdo CgHsKO4 0,1 mol L™

4.2.1.2 — solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0)

A solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 4,0) foi preparada

dissolvendo-se 5,440 g de KH,PO4 em 200 mL de agua destilada

4.2.1.3 — solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,0)

A solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 6,0) foi preparada
dissolvendo-se 3,680 g de KH,PO4 e 0,0856 g de Na;HPOs em 200 mL de agua

destilada

4.2.1.4 — solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0)

A solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,00) foi preparada
dissolvendo-se 0,942 g de KH,PO,4 e 1,570 g de Na;HPO4 em 200 mL de agua

destilada

4.2.1.5 — solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0)
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A solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 8,00) foi preparada
dissolvendo-se 0,122 g de KH,PO, e 1,860 g de Na;HPO4 em 200 mL de agua

destilada

4.2.1.6 — solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 10,0)

A solugdo tampzo fosfato 0,1 mol L' (pH 10,00) foi preparada
dissolvendo-se 1,784 g de Na;HPO, e 0,062 g de NazsPOs em 200 mL de agua

destilada

4.2.1.7 — solugao tampéo (pH 12,0)

Adicionaram-se 53,8 mL de NaOH 0,1 mol L' em 100 mL de uma

solugdo Na,HPO4 0,05 mol L™ e diluiu-se para 200 mL.

4.2.1.8 — solugdo de NaOH 0,1 mol L™ (pH 13,0)

Dissolveram-se 0,800 g de NaOH em 200 mL de agua destilada.

4.3 — Procedimento experimental

4.3.1 — Construcdo do eletrodo de pasta de carbono modificado
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Os eletrodos de pasta de carbono modificados foram preparados pela
mistura de pd de grafite (Aldrich; diametro de particula de 10-20 pum), parafina
(Labsynth) e o modificador ftalocianina de cobalto (Aldrich) em diferentes proporgdes

em massa (m/m):

75% po de grafite; 25% parafina e 0% modificador;
70% po de grafite; 25% parafina e 5% modificador;
65% po de grafite; 25% parafina e 10% modificador;
55% po de grafite; 25% parafina e 20% modificador;

45% po de grafite; 25% parafina e 30% modificador;

Primeiramente, homogeneizou-se o p6 de grafite com o modificador em
um almofariz por aproximadamente 30 min. Em seguida, a mistura resultante era
adicionada em beéquer de 10 mL contendo parafina fundida. Esse béquer era
mantido em banho Maria a temperatura entre 60-65 °C, sendo entdo a mistura dos
trés componentes, homogeneizada por mais 5 minutos e finalmente inserida em uma
seringa de injegdo para insulina (90 mm de altura e didmetro interno da ponta de ~
2,6 mm). Apos introducdo do material ativo era inserida uma haste de cobre

adaptado ao émbolo para o contato elétrico externo.

4.3.2 — Determinacao de hidrazina

4.3.2.1 — Reagentes e solugdes
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Os reagentes utilizados na determinacao de hidrazina foram: hidrazina
(N2H4), Sigma; hidroxido de sodio (NaOH), Merck; p-dimetilaminobenzaldeido,
Sigma; alcool metilico (CH3OH), Synth; acido cloridrico (HCI), Dinamica; cloreto de
potassio (KCI) Synth; fluoreto de calcio, Baker; sulfato de manganés tetrahidratado
(MnS0O4.4H,0), Analar; cloreto de alumino hexahidratado (AICl;.6H,0), Reagen;
acetato de chumbo (Pb(CH3COO),;), Riedel-De Haén; cloreto de zinco (ZnCly),

Nuclear.

4.3.2.1.1 — Solugao padrao de hidrazina

A solucdo de NyH; 5,0x102 mol L™ foi preparada diariamente pela

dissolugdo de 39,0 uL de NoH; em 10 mL de NaOH 0,1 mol L™.

4.3.2.1.2 — Solugdes de interferentes em potencial

Solugbes de alguns cations possivelmente presentes em aguas de
caldeiras (K*, Na*, Ca®*, Mg*, AP, Pb** e Zn?') foram preparadas nas
concentragdes de 1,0x10*; 5,0x10™* e 1,0x10° mol L™ na presenca de solucgdo
padrdo de hidrazina 5,0x10 mol L™ a fim de se determinar o grau de interferéncia

destas substancias na determinacgao de hidrazina.

4.3.2.2 — Método comparativo para hidrazina

Como método comparativo para a determinagao de hidrazina, utilizou-

se o0 método espectofotométrico da PETROBRAS n. 1474a/maio de 1982.
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4.3.2.2.1 — Solugao de acido cloridrico (1:9 v/v)

Foram diluidos 10 mL de HCI concentrado em um balao volumétrico de

100 mL com agua destilada.

4.3.2.2.2 — Solugao de acido cloridrico (1:99 v/v)

Foram diluidos 10 mL de HCI concentrado em um balao volumétrico de

1000 mL com agua destilada.

4.3.2.2.3 — Solugao de p-dimetilaminobenzaldeido

Dissolveram-se 4,0 g do reagente em 200 mL de CH3;OH e 20 mL de

HCI, sendo a solugdo acondicionada em frasco de cor ambar.

4.3.2.2.4 — Solugao estoque de hidrazina (1 mL = 0,1 mg N;H,)

Foram diluidos 31,0 uL de N2H4 em 200 mL de HCI (1:99 v/v).

4.3.2.2.5 — Amostragem

As amostras foram coletadas em frascos de polietileno, previamente,

limpos com solugdo de sulfonitrica (H2SO4/HNOs; 1:1 v/v) e lavados com agua
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destilada. Coletaram-se as amostras em meio acido, colocando 50 mL de HCI (1:9

v/v) num frasco com capacidade de 500 mL.

4.3.2.2.6 — Procedimento

Primeiramente, construiu-se a curva de analitica diluindo-se
convenientemente a solugdo estoque de hidrazina (2,0x10 mol L) com HCI (1:99
v/v), de modo que uma aliquota de 50 mL de cada diluicao estivesse no intervalo de
concentracdo de hidrazina entre 1,0x107 e 2,0x10° mol L' Em seguida
adicionaram-se 10,0 mL da solugdo de p-dimetilaminobenzaldeido com uma pipeta
volumétrica e deixou-se cada solucdo em reposo por 10 min e mediu-se a
absorbancia em 458 nm. O p-dimetilaminobenzaldeido produz com a hidrazina um
croméfero amarelo, cuja intensidade de cor é proporcional a concentracdo de
hidrazina nas amostras.

As amostras foram analisadas rapidamente, apds termostatizadas em
25 °C, uma vez que a hidrazina sofre auto-oxidag&o. Transferiu-se uma aliquota da
amostra entre 0,1 e 2,5 mL para um baldo volumétrico de 100 mL e adicionaram-se
50 mL de HCI 1:99 v/v. Em seguida juntaram-se 10,0 mL da solugcao de de p-
dimetilaminobenzaldeido com auxilio de uma pipeta volumétrica. Deixou-se a
mistura repousar pelo menos 10 min e fizeram-se as medidas especfotométrica em

458 nm.

4.3.2.3 — Determinagao voltamétrica de hidrazina nas amostras

A determinacgao de hidrazina nas amostras foi realizada em ftriplicatas,

pelo método de adicdo multipla de padrdes. Inicialmente ajustou-se o pH da amostra
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para pH 13 com uma solugdo NaOH 0,1 mol L™'. Em seguida foram adicionados 10
mL das amostras em uma célula eletroquimica e, realizou-se a varredura de
potencial de -0,6 a 0,0 V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L ™). Com o auxilio de uma
micropipeta, foram adicionados volumes sucessivos da solugédo padrao de hidrazina
e acompanharam-se as variagdes de correntes anddicas (uA) para cada volume

adicionado por voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.

4.3.3 — Determinacao de dopamina

4.3.3.1 — Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados na determinacdo de dopamina foram:
dopamina (CsH11NO,. HCI), Sigma; fosfato de potassio monobasico (KH,POy,), J. T.
Baker

4.3.3.2 — Solucao padrao de dopamina

A solugdo de dopamina 5,0 x 10 mol L™ foi preparada diariamente
pela dissolugdo de 0,237 g de dopamina em 25 mL de solugdo tampao fosfato 0,1

mol L™ (pH 4,0).

4.3.3.3 — Método comparativo para dopamina

4.3.3.3.1 — Solugdo da amostra
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Com auxilio de uma micropipeta, transferiu-se 190 uL de amostra
contida em uma ampola (solugao injetavel) para um baldo de 25 mL e o volume foi

completado com solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L (pH 4,0).

4.3.3.3.2 — Procedimento

Primeiramente, construiu-se a curva analitica a partir de uma solucéo
padrao de dopamina (5,0x10'3 mol L'1). Variou-se a concentracido de dopamina de
5,0x10° a 1,5 x 10* mol L, adicionando-se, com auxilio de uma micropipeta,
aliquotas de 100 a 300 puL da solugéo padréo, em um baldo volumétrico de 10 mL,
sendo o volume completado com solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0) e
medidas as absorbancias das distintas solugdes em 280 nm. Utilizou-se solugao
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0) para ajustar o zero do espectrofotdmetro.

Transferiram-se 4 mL da solugdo estoque contendo a amostra para
uma cubeta de quartzo de caminho o6ptico de 1,00 cm e, por fim mediu-se a
absorbancia da amostra contida na solugdao em 280 nm. A partir da leitura obtida,
determinou-se a concentracdo de dopamina nas ampolas por interpolagao

empregando-se a curva analitica.

4.3.3.4 — Determinagao voltamétrica de dopamina nas amostras

A determinacdo de dopamina nas amostras foi realizada em triplicata,
pelo método de adicdo multipla de padrdes. Inicialmente foi adicionada 10 mL da
solugéo estoque contendo a amostra (ver item 5.3.3.3) em uma célula eletroquimica

e, realizou-se a varredura de potencial. Com o auxilio de uma micropipeta foram
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adicionados volumes sucessivos da solugdo padrdao de dopamina e
acompanharam-se as variagbes de correntes anddicas (uA) para cada volume

adicionado por voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.

4.3.4 — Determinagéao de vitamina B4 (tiamina)

4.3.4.1 — Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados na determinagdo de tiamina foram: cloridrato
de tiamina (C12H17CINsOS.HCI), Sigma; &acido cloridrico (HCI), Dinamica; alcool
etilico (CoHs0H), Synth; Benzoato de sddio (C7HsNaO,), Vetec; citrato de sddio
(Na3CeHs07), Synth; cafeina (CgH1oN4O32), Sigma; frutose (CeH1205), Aldrich; glicose
(CeH120e), Aldrich; sacarose (C12H22011), Sigma; cianocobalamina

(C63H88CON14014P), Reagen 99%; riboflavina (C17H20N406), Slgma

4.3.4.2 — Solucao padrao de tiamina

A solugdo padrao de tiamina 5,0x102 mol L™ foi preparada diariamente
pela dissolugdo de 0,4216 g de cloridrato de tiamina em 25,0 mL de solugao tampao

(pH 12,0). Essa solugao foi acondicionada em frasco de cor ambar.

4.3.4.3 — Solucdes de interferentes em potencial

Foram preparadas solugdes de benzoato de sodio, citrato de sddio,

cafeina, frutose, glicose, sacarose, cianocobalamina, riboflavina nas concentragdes
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de 1,0x10™*; 5,0x10™ e 1,0x10° mol L™ na presenca de solugdo padrio de tiamina
5,0x10* mol L' em solugdo tampdo (pH 12) a fim de se determinar o grau de

interferéncia destas substancias na determinagao de tiamina.

4.3.4.4 — Método comparativo

O procedimento fluorimétrico proposto pela Farmacopéia Brasileira'®®
foi empregado para a determinacdo dos teores de vitamina By em duas amostras
comerciais. A vitamina B4 foi determinada em ampolas injetaveis adquiridas em
farmacias locais e comercializada como Citoneurin (Merck S.A. Industrias Quimicas,
Rio de Janeiro/RJ) e Complexo B (Roque Quimicos e Farmacéuticos S.A., Rio de

Janeiro/RJ).

4.3.4.4.1 — Solugao estoque de tiamina (0,2 ug/mL)

Transferiu-se exatamente 0,0125 g de cloridrato de tiamina,
previamente seco a 105 °C por 2 horas, para um baldo volumétrico de 500 mL.
Dissolveu-se o0 padrdo pesado em 500 mL de HCI diluido (1:50). Em seguida,
transferiram-se 400 pL desta solugdo de cloridrato de tiamina para um baléo
volumétrico de 50 mL e completou com HCI (1:50) para obter uma solugcéo padréo

contendo 0,2 ug/mL de cloridrato de tiamina.

4.3.4.4.2 — Solucado da amostra

Diluiu-se 300 uL da amostra em 50 mL de HCI (1:50)
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4.3.4.4.3 — Procedimento

Transferiram-se 5 mL da solucdo estoque de cloridrato de tiamina e
adicionou-se em trés baldes volumétricos de 50 mL. Em dois destes baldes
juntaram-se rapidamente (dentro de 1 a 2 s) 3,0 mL de reagente oxidante
(misturaram-se 4,0 mL de permaganato de potassio a 1% m/v com 96,0 mL de
NaOH (1:7 v/v)) e dentro de 30 s adicionou-se 20,0 mL de alcool isobutilico.
Agitaram-se os baldes volumétricos por 90 s. No terceiro baldo volumétrico realizou-
se o branco, substituindo-se o reagente oxidante por igual volume de solugdo de
NaOH (1:7 v/v) e procedendo com ele da mesma maneira. O mesmo procedimento
foi realizado com a solugdo da amostra. Adicionaram-se 2 mL de alcool isobutilico
em cada um dos seis baldes volumétricos, agitou-se por alguns segundos, deixou-se
separar as fases e retirou-se cerca de 10 mL da solugdo sobrenadante limpida de
alcool isobutilico para as cubetas espectrofluorimetro e mediu-se a fluorescéncia
com filtro de entrada de faixa estreita com maximo em 365 nm, e filtro de saida
também de faixa estreita com maximo em cerca de 435 nm. Calculou-se, entdo a

massa, ou concentragdo de tiamina, na amostra, pela férmula

125c - Z%P _ 4y’ €maue:

C = concentragéo em ug por mL, de cloridrato de tiamina padréo;

A = leitura fluorimétrica da solugdo da amostra;

P = leitura fluorimétrica da solugdo padrao de tiamina, tratada com o reagente
oxidante;

b = leitura fluorimétrica para o branco da solugdo da amostra;

d = leitura fluorimétrica para o branco da solug¢ao padrao de tiamina.
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4.3.4.5 — Determinacéao voltamétrica de tiamina nas amostras

A determinacgao voltamétrica de tiamina nas amostras foi realizada em
triplicata, pelo método de adicao multipla de padrbes. Transferiu-se aliquota de 3 mL
da amostra para uma célula eletroquimica contendo 10 mL de solugédo tampao (pH
12) e, realizou-se a varredura de potencial entre —0,4 e 0,25 V vs Ag/AgCl. Com o
auxilio de uma micropipeta foram adicionados volumes sucessivos da solugao
padrao de tiamina e acompanharam-se as variagbes de correntes anddicas (pA)
para cada volume adicionado por voltametria ciclica e voltametria de pulso

diferencial.

4.3.5 — Determinagéao de vitamina Bg (piridoxina)

4.3.5.1 — Reagentes e solugdes

Os reagentes utilizados na determinagéo de piridoxina foram: cloridrato
de piridoxina (CsH11NO3.HCI), Reagen; acido cloridrico (HCI), Dinamica; benzoato de
sédio (C7HsNaOy), Vetec; citrato de sddio (NazCeHs07), Synth; cafeina (CsH10N4O5),
Sigma; frutose (CsH1206), Aldrich; glicose (CeH1205), Aldrich; sacarose (C12H22011),
Sigma; cianocobalamina (Cg3HssCoN14014P), Reagen, riboflavina (C17H20N40s),

Sigma.

4.3.5.2 — Solucéo padrao de piridoxina
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A solugdo padrdo de piridoxina 5,0 x 102 mol L foi preparada
diariamente pela dissolugdo de 0,2571 g de cloridrato de piridoxina em 25,0 mL de
solugdo NaOH + Na;HPO,4 (pH 12,0). Essa solucao foi acondicionada em frasco de
cor ambar, sendo estavel por aproximadamente 36 h nestas condi¢cbes

experimentais.

4.3.5.3 — Solucdes de interferentes em potencial

Foram investigados os mesmos interferentes, nas mesmas condigdes,

utilizadas na determinacao de tiamina (ver item 4.3.4.3).

4.3.5.4 — Método comparativo

O procedimento espectrofotométrico proposto pela Farmacopéia
Brasileira'"® foi empregado para a determinacédo dos teores de vitamina Bg nas trés
amostras comerciais. A vitamina Bg foi determinada em amostras de formulagdes
farmacéuticas em drageas e ampolas injetaveis adquiridas em farmacias locais e
comercializadas como Dramin (Altana Pharma Ltda, Jaguariuna/SP); Citoneurin
(Merck S.A. Industrias Quimicas, Rio de Janeiro/RJ) e Complexo B (Roque Quimicos

e Farmacéuticos S.A., Rio de Janeiro/RJ).

4.3.5.4.1 — Solucdo de acido cloridrico 0,1 mol L
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A solugao de acido cloridrico 0,1 mol L™ foi preparada pela diluicdo de
8,3 mL de HCI (d=1,19 g/mL e T= 37%) em 1L de agua destilada. Essa solugao foi

posteriormente padronizada com boérax.

4.3.5.4.2 — Solucido de amostras

4.3.5.4.3 — Amostras solidas

Vinte comprimidos da amostra foram maceradas, pesou-se
cuidadosamente uma massa equivalente a 25 mg de cloridrato de piridoxiana,
transferiu-se para um béquer de 100 mL, adicionaram-se 50 mL de acido cloridrico
0,1 mol L™, aqueceu-se em banho Maria por aproximadamente 15 min, agitando-se
até a completa dissolugdo da amostra. Esperou-se esfriar e diluiu-se para 100 mL
com HCI 0,1 mol L. Em seguida, esta solucdo foi filtrada em papel de filtro
Whatman n° 1, sendo descartado os primeiros 20 mL. Transferiram-se 5 mL desta
solugédo para um balao volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com HCI

0,1 mol L™,

4.3.5.4.4 — Amostras liquidas

Um volume de 2 mL de amostra contido em uma ampola (solugéo
injetavel) foi pipetado e transferido para um baldo de 50 mL e o volume completado
com HCI 0,1 mol L™.

4.3.5.4.5 — Procedimento
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Primeiramente, construiu-se a curva analitica a partir de uma solugao
padréo de piridoxina 1,0x10 mol L™, utilizando-se como solvente HCI 0,1 mol L™, no
intervalo de concentracdo de 1,0x10° a 3,0x10° mol L™, adicionando-se, com auxilio
de uma micropipeta, aliquotas de 10 a 300 uL da solugdo padrdo, em um bal&o
volumétrico de 100 mL, sendo esse volume completado com solucédo de HCI 0,1 mol
L' e medidas as absorbancias dessas solugdes de referéncia em 290 nm. Utilizou-
se HCI 0,1 mol L' para ajustar o zero do espectrofotémetro.

A determinacao de piridoxina nas amostras foi realizada em triplicata.
Adicionaram-se 10 mL da solugdo estoque contendo a mostra, com auxilio de uma
pipeta volumétrica, para uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1,00 cm e, por
fim mediu-se a absorbancia da solugao resultante em 290 nm. Determinou-se a
concentragdo de piridoxina nos comprimidos e ampolas empregando-se a curva

analitica.

4.3.5.5 — Determinacé&o voltamétrica de piridoxina nas amostras

A determinagéo voltamétrica de piridoxina nas amostras foi realizada
em ftriplicata, pelo método de adicido multipla de padrbes. Transferiu-se aliquota de 3
a 5 mL da amostra para célula eletroquimica contendo 10 mL de solugdo NaOH +
Na;HPO,4 (pH 12,0), realizou-se a varredura de potencial entre —1,0 e 0,8 V vs
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") Com o auxilio de uma micropipeta foram adicionados
volumes sucessivos da solucio padrao de cloridrato de piridoxina e acompanharam-
se as variagbes de correntes anddicas (uA) para cada volume adicionado por

voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial.
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CAPITULO V

RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 — Estudo do comportamento voltamétrico do EPC/CoPc na

presenca de hidrazina

5.1.1 — Medidas ciclovoltamétricas

A atividade catalitica do eletrodo de pasta de carbono modificado com
ftalocianina de cobalto (EPC/CoPc) para reagao de oxidagao de hidrazina (N2H,) foi
investigada por voltametria ciclica (CV). A Figura 5.1 apresenta os voltamogramas
ciclicos para a oxidagao de hidrazina (N2H4) sobre o eletrodo de pasta de carbono
(EPC) (curva a e c) e sobre o eletrodo de pasta de carbono modificado com
ftalocianina de cobalto (EPC/CoPc) (curva b e d), na auséncia (curva a e b) e na
presenca de NzH,; 1,0x10™ mol L' em NaOH 0,1 mol L™ (curva c e d), saturada com
nitrogénio e com uma velocidade de varredura de potencial (v) de 100 mVs™. Pode
ser observado que os ciclovoltamogramas empregando-se o EPC (curva a) e
EPC/CoPc (curva b), na auséncia de hidrazina, ndo apresentaram nenhum pico
voltamétrico significativo. Além disso, o EPC (curva c) ndo apresentou nenhuma
atividade catalitica para a reacdo de oxidacdo de hidrazina, porém o EPC/CoPc
(curva d) apresentou um comportamento tipico de um processo irreversivel’''1"2,
bem como, um aumento acentuado na magnitude de corrente, sugerindo, portanto,
que EPC/CoPc apresenta propriedade catalitica para a oxidagao de hidrazina em
meio alcalino. Essas observacdes estdo em consonancia com os resultados

113,114

apresentados por outros autores , 0S quais apresentaram que a eletrocatalise

da reacdo de oxidacao de hidrazina em solugcdo aquosa alcalina por complexos
macrociclicos esta associada com a presenga de um centro metalico. Alguns

115,116

autores acreditam que a atividade eletrocatalitica da CoPc promove a
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eletrooxidagdao de hidrazina via mecanismo catalitico envolvendo o par redox

Co(II)Pc/Co(I)Pc, de acordo com as equacoes 4 a 9:

[Co(I)Pc]” <> Co(ll)Pc + e (4)

Co(Il)Pc + N,H, + OH™———— [Co(I)N,H;]” + H,O0 (5)
[Co(I)PcN,H,]” —> [Co(I)Pc]” + eN,H, (6)

N,H, + OH" —— eN,H, + H,O + e (7)

N,H, + OH- —— eN,H + H,O + e (8)

eNH + OH —— N, + H,O + e 9)
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Figura 5.1 — Voltamogramas ciclicos da reagcdo de oxidagdo de hidrazina
empregando-se o EPC (curva a e ¢) e o EPC/CoPc (curva b e d), na
auséncia (curva a e b) e presenca de NoH, 1,0x10™ em solugdo NaOH
0,1 mol L™ (curva ¢ e d), saturada com Nz, v=100 mV s e a 25 °C.
EPC/CoPc foi composto de 55 %m/m de pé de grafite, 25 %m/m de
parafina e 20 %m/m de CoPc.
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5.1.1.1 — Efeito da composicdo da pasta de carbono e do pH da
solucdo sobre a resposta ciclovoltamétrica do EPC/CoPc para uma

solucdo de hidrazina

A Figura 5.2 apresenta o efeito da composi¢do da pasta de carbono
contendo 70, 65, 55 e 45 %m/m de pé de grafite, 25 %m/m de parafina e 5, 10, 20 e
30 %m/m de CoPc, respectivamente, sobre a resposta voltamétrica dos EPC/CoPc
para uma solucdo de hidrazina 1,0x10 mol L™ em NaOH 0,1 mol L™, saturada com
N2, v = 100 mV s™'. Pode-se observar que o aumento do teor de 5 a 20 %m/m de
CoPc na pasta de carbono levou a um aumento do sinal analitico. Para a
composi¢cdo contendo 30 %m/m de CoPc houve uma diminuigdo acentuada da
resposta do eletrodo devido ao decréscimo da concentragcdo de pdé de grafite na
pasta, que levou a um aumento da resisténcia elétrica do eletrodo, tornando-o
inadequado para aplicagbes analiticas, devido a uma alteragdo significativa na
corrente capacitiva e a uma diminuicdo da velocidade de transferéncia de elétrons

"7 Resultados semelhantes foram obtidos por TEIXEIRA''®, na

no eletrodo
determinagao voltamétrica de ions litios, acido ascorbico e adrenalina empregando-
se eletrodos de pasta de carbono modificados com A-MnO,, fosfato de cobre (II) e
tecido de alcachofra, respectivamente. Sendo assim, para os estudos posteriores foi
selecionado um EPC modificado com 20 %m/m de CoPc.

Estudou-se, também, o efeito do pH sobre a corrente de pico e o
potencial de pico para a oxidacao de hidrazina sobre o EPC/CoPc no intervalo de pH
entre 4 e 13 e os resultados estdo apresentados nas Figuras 5.3 e 5.4. Pode-se
observar que tanto o potencial de pico quanto a corrente de pico sdo dependentes

do pH (concentragdo hidrogenidnica). No intervalo de pH entre 4 e 7 ocorre um

aumento da corrente de pico, enquanto que no intervalo de pH entre 7 e 10 a
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resposta analitica é praticamente constante e para valores de pH maiores que 10
ha um aumento acentuado da corrente de pico anddica (Figura 5.3). Ademais, o
potencial de pico apresentou um deslocamento de potencial para potenciais mais
negativos (Figura 5.4), com o aumento de pH de 4 para 13. Para determinacao de
hidrazina em aguas de caldeiras foi selecionado o pH 13 (solugdo de NaOH 0,1 mol

L.

60 po de grafite/parafina/CoPc
504  ----- 70/25/5 % m/m
{1 65/25/10 % m/m
40 — 55/25/20 % m/m /.
—rmmes 45/25/30 % m/m e /.
30 - A~ -7,
< ] .
3. 204 7
10 - -
01 sosozreiaii R
04
-20 T

T T T T T T T T T T T T T
-600 -500 -400 -300 -200 -100 0 100
E / mV vs. ag/AgCl

Figura 5.2 — Efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta
ciclovoltamétrica do EPC/CoPc para a solugdo de hidrazina 1x107 mol
L™ em solugdo NaOH 0,1 mol L™, saturada com Np, v =100 mV s a
25 °C.
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Figura 5.3 — Efeito do pH sobre a corrente de pico anddico (I,s) da oxidagdo de
hidrazina 1x10™ mol L™ em solugdo NaOH 0,1 mol L, saturada com
N2, empregando-se o EPC/CoPc, v =100 mV s'a 25°C.
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Figura 5.4 — Efeito do pH sobre o potencial de pico anddico (Ep,) da oxidagdo de
hidrazina 1x10™ mol L™ em solugdo NaOH 0,1 mol L, saturada com
N,, empregando-se o EPC/CoPc, v =100 mV s a 25 °C.

5.1.1.2 — Efeito da velocidade de varredura de potencial sobre a

resposta ciclovoltamétrica do EPC/CoPc para uma solucéo de hidrazina
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Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de
varreduras de potencial para a reagao de oxidagao de hidrazina sobre EPC/CoPc
em uma solucdo de NaOH 0,1 mol L™ sdo apresentados na Figura 5.5. Uma andlise
dos ciclovoltamogramas apresentadas nessa figura mostra que ha um aumento do
sinal analitico (correntes anddicas) com o aumento da velocidade de varredura de
potencial. A Figura 5.6 mostra que ha uma relacao linear entre os potenciais de pico
anddicos (Epa) com o logaritmo da velocidade de varredura de potencial (log v).
Ademais, ha uma dependéncia linear de corrente de pico anddica (Ipa) cOm a raiz
quadrada da velocidade de varredura de potencial (v'?) (Figura 5.7). Essas
caracteristicas sdo de um processo eletroquimico irreversivel e com controle

|118,119

difusiona , expressas pelas seguintes equacdes’ ™.

Ep=K + [0.03/(ano)] (log v) (10)

Ip =2,99x10° n (any)"? A C, D, v'2 (11)

onde Ep e Ip representam o potencial e a corrente de pico, respectivamente, v a
velocidade de varredura de potencial; n o numero total de elétrons envolvidos na
reagdo de oxidacdo de hidrazina; A (=0,03 cm?) a area geométrica do eletrodo; C,
(=1,0x10° mol cm™) a concentragéo de NH4 em solugédo; D, (=1,4x10° cm? s a 25°
C) o coeficiente de difusdo da NoHs™'™, “an,” um parametro que reflete a
irreversibilidade da reacdo (o € o fator de simetria (0 < a < 1) e n, representa o
numero de elétrons envolvidos na etapa de transferéncia de carga ) e K uma

constante relacionada a R (constante dos gases), T (temperatura), F (constante de
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Faraday), D, (coeficiente de difusdo da N,H.), E' (o potencial formal) e k° (a

constante de velocidade heterogénea padrao).
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40+
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600 -500 -400 -300 -200 -100 0 100 200
E/ mV vs. Ag/AgCl

Figura 5.5 — Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de
varredura de potencial para a oxidagdo de hidrazina 1,0x10 mol L™
em solucdo de NaOH 0,1 mol L™, saturada com N, empregando-se o
EPC/CoPc, a 25 °C.

64



215

210

g/AgCl
N
&
|

N

o

o

1 L
i

-
[(e]

()]

| L
[

pa

E /mVvs. A

190 L]

185

T T T T T T T T T T
-1,6 -1,4 -1,2 -1,0 -0,8 -0,6

log (v) / log (VIs)

Figura 5.6 — Grafico da dependéncia de potencial de pico com o logaritmo da
velocidade de varredura de potencial para a reagao de oxidacédo de
hidrazina 1,0x10° mol L, saturado com N, empregando-se o
EPC/CoPc. Dados extraidos da Fig.5.5.
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Figura 5.7 — Grafico da dependéncia da corrente de pico com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial para a reagao de oxidacao de
hidrazina 1,0x10° mol L', saturado com N, empregando-se o
EPC/CoPc. Dados extraidos da Fig.5.5.

O valor calculado para o coeficiente angular da reta apresentada na
Figura 5.6 foi -0,029 V/[log Vs™'], o que resultou em an, ~ 1. Substituindo-se o valor

de an,, na Equagao 7, estimou-se o numero de elétrons envolvidos na reagao de
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oxidacdo de NyH; catalisada pela ftalocianina de cobalto como sendo de
aproximadamente igual a 4 elétrons, indicando assim que a reagcao de oxidacédo de
N2H4 em solugdes aquosas alcalinas eletrocatalisada pelo CoPc leva a formacao de

115-120

N2> como principal produto , como mostrado na equagao (8).

N,H, + 4OH" —— N, + 4H,0 + 4e (8)

A partir dos resultados apresentados na Figura 5.5, optou-se em usar
sempre a velocidade de varredura de potencial de 100 mV s’ nas medidas
voltamétricas do EPC/CoPc para determinacdo de hidrazina, por possibilitar a

obtencgao de voltamogramas com perfis melhores definidos e com maior precisao.

5.1.1.3 — Estudo de repetibilidade do EPC/CoPc

A repetibilidade da superficie do EPC/CoPc foi estudada, empregando
uma solucdo NaOH 0,1 mol L™ contendo NoHs 1,0x10° mol L. Observou-se um
decréscimo da corrente de pico a cada ciclovoltamograma realizado. A fim de
manter a repetibilidade do eletrodo nas medidas voltamétricas, a superficie do
eletrodo foi renovada eletroquimicamente, ciclando o potencial do eletrodo no
intervalo de potencial de —1,0 a —-0,6 V vs. Ag/AgCl, antes da obtencdo de cada
ciclovoltamograma, com objetivo de remover possiveis espécies adsorvidas na
superficie do mesmo (Figura 5.8). A Tabela 5.1 apresenta os valores de correntes de
pico anddica (Ipa) e potencial de pico anddico (Epa) para 14 ciclovoltamogramas do
EPC/CoPc na presenca de NyHs 1,0x10° mol L' em NaOH 0,1 mol L. Os valores

de corrente pico anodica média (I..) e de potencial de pico anddico médio (Epa)
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obtidos foram 57,0 + 0,4 e 193 + 2, respectivamente, e seus respectivos desvios
padrdes relativos (RSD) de 0,7% e 1%.

O estudo da repetibilidade entre trés eletrodos de EPC/CoPc foi
realizado empregando-se solucdo de NoHs 1,0x10° mol L' em NaOH 0,1 mol L.
Para cada medida voltamétrica, com cada eletrodo, a superficie do mesmo era
renovada, lixando-a sobre um papel sufite. A Tabela 5.2 apresenta os valores de Ip,,
da oxidac&o de hidrazina sobre o EPC/CoPc, bem como, o valor I,,. De acordo com
a andlise de variancia (ANOVA)'?""'22 pode-se calcular se os valores das médias
das correntes de pico dos distintos eletrodos do EPC/CoPc apresentavam diferencas
significativas. O valor calculado de Feyperimentar (tabela de Snedecor)'?'?! foi de 3,167
menor que o valor de Fiiico igual a 3,885. Pode-se assim afirmar, que os valores das
correntes de pico ndo apresentaram diferengas significativas, logo, o EPC/CoPc
apresentou boa repetibilidade entre os eletrodos construidos, a um nivel de

confianca de 95%.
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Figura 5.8 — Voltamogramas ciclicos para a oxidacdo de hidrazina 1,0x10™> mol L™
em solugdo de NaOH 0,1 mol L™, saturada com N, empregando-se 0
EPC/CoPc, v =100 mV s a 25 °C.

Tabela 5.1 — Estudo da repetibilidade sobre a resposta ciclovoltamétrica da
superficie do EPC/CoPc para uma solucdo N,H, 1x10° mol L™ em
NaOH 0,1 mol L™, saturado com N,. Dados extraidos da Fig. 5.8.
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Replicatas Ipa/ LA Epa (MV) vs. Ag/AgClI

1 57,6 -194
2 57,6 -190
3 57,4 -196
4 57,4 -196
5 57,1 -190
6 57,0 -196
7 56,9 -194
8 56,9 -194
9 56,9 -194
10 56,8 -190
11 56,8 -190
12 56,6 -192
13 56,6 -192
14 56,5 -194
Tpa=57,0i0,1 Epa=193i2
RSD = 0,6% RSD =1,0%

Tabela 5.2 —  Estudo da repetibilidade entre eletrodos de EPC/CoPc para uma
solugdo N,H, 1x10 mol L™" em NaOH 0,1 mol L™, saturado com N.

Eletrodos Ioa/ HA Ipa [ HA
1 57,6 57,5 57,4 57,4 57,3 57,4
2 57,8 57,6 57,6 57,5 57,5 57,6
3 57,6 57,5 57,4 57,4 57,4 57,5

Estimativa da variancia total entre eletrodos S% = 0,038 com 2 graus de liberdade
Estimativa da variancia total das medidas do eletrodo S% = 0,012 com 12 graus de
liberdade

Feritico = Sze/szd = 3,167

5.1.1.4 — Curva analitica para EPC/CoPc
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Apos otimizar as melhores condi¢cdes de trabalho do EPC/CoPc (20
%m/m CoPc, pH 13 e v = 100 mV s'1), realizou-se medidas voltamétricas no
intervalo de potencial de —=0,6 a 0,0 V vs Ag/AgCl em NaOH 0,1 mol L™ contendo
diferentes concentragdes de hidrazina (Figura 5.9), a fim de se obter a curva
analitica do eletrodo desenvolvido. Antes de cada medida voltamétrica, a superficie
do EPC/CoPc era renovada eletroquimicamente, como mencionado no item 5.1.1.3.
A Figura 5.10 apresenta a curva analitica obtida para o EPC/CoPc contendo
diferentes concentragdes de hidrazina. A equacao da curva analitica obtida foi Ip; =
1,47 + 49015,63 [NoHs] mol L™'para um intervalo de concentracdo de hidrazina de

1,3x10™* 2 9,8x10™ mol L™, com limite de detecgao de 3,0x10° mol L.

5.1.1.5 — Estudos de Interferéncias em potencial

A fim de investigar a seletividade do EPC/CoPc, alguns cations foram
testados (K", Na*, Ca®*, Mg*, AP®*, Pb* e Zn?*') foram preparadas nas
concentracdes de 1,0x10™*; 5,0x10* e 1,0x10° mol L na presenca de solugdo
padrdo de hidrazina 5,0x10* mol L™ a fim de se determinar o grau de interferéncia
desses cations metalicos na determinacao de hidrazina. Nao foi observada qualquer

interferéncia na resposta do eletrodo de pasta de carbono modificado.
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Figura 5.9 — Voltamogramas ciclicos empregando-se o EPC/CoPC em diferentes
concentragdes de hidrazina em NaOH 0,1 mol L'1, saturado com Ny, v
=100 mV s, a 25 °C.
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Figura 5.10 — Curva analitica empregando-se o EPC/CoPC em diferentes
concentragdes de hidrazina em NaOH 0,1 mol L™, v =100 mV s a
25 °C. Dados extraidos da Figura 5.9.

5.1.1.6 — Determinagao de hidrazina em aguas de caldeira

Objetivando-se avaliar o desempenho analitico do EPC/CoPc 20

%m/m, determinou-se o teor de hidrazina em aguas de caldeiras. O método utilizado
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para a determinacdo de hidrazina foi o da adigdo de padrdo. Os anexos 1 e 2
mostram um dos voltamogramas obtidos para a determinagdo de hidrazina em
aguas de caldeiras e a curva obtida pelo método de adigdo padrao, respectivamente.

A Tabela 5.3 ilustra os resultados obtidos no estudo de adicdo e
recuperacao de hidrazina em triplicata para as trés amostras de agua de caldeira.

Foram obtidas recuperagdes entre 92,0 % a 108 %, indicando assim que nao houve
efeito da matriz nessas determinacdes voltamétricas.

A Tabela 5.4 ilustra os resultados obtidos da determinacdo de

hidrazina em trés amostras de aguas de caldeira (A, B e C), determinados pelo o
método espectrofotométrico e voltamétrico (adi¢ao sucessiva de padrao). Aplicando-

se o teste t pareado'?'1%

, (texp = 1,73 menor que o valor teiico = 4,30), concluindo-se,
portanto, que os resultados da determinacdo de hidrazina obtidos por voltametria
ciclica e espectrofotométria ndo apresentaram diferengas significativas a um nivel de

confianga de 95% e um intervalo de erro relativo aceitavel.

Tabela 5.3 —  Estudo da adigao e recuperacgao de hidrazina em aguas de caldeira,
usando o método voltamétrico.

HIDRAZINA (mol L")
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Amostras Valor Valor Recuperacéao

adicionado x 10*| recuperado x 10* (%)
A 1,3 1,4+0,6 108
2,5 2,4+0,4 96,0
3,7 3,7+0,3 100
B 1,3 1,2+0,5 92,0
2,5 2,6+0,5 104
3,7 3,5+0,4 95,0
C 1,3 1,4+0,5 108
2,5 2,5+0,4 100
3,7 3,840,3 103
n=3
Tabela 5.4 — Determinacao de hidrazina em aguas de caldeira usando o método

espectrofotométrico e voltamétrico.

Amostras Espectrofotométrico Voltamétrico Er
UV-Visivel VC (%)
x 10° (mol L™) x 10° (mol L)
A 5,0+0,4 5,2+0,6 4
4,9+0,5 4,5+0,5 -8
C 4,8+0,3 4,440,4 -8
n=3.

Er = erro relativo = método voltamétrico vs. Método espectrofotométrico

5.1.2 — Medidas por voltametria de pulso diferencial

A oxidacdo de hidrazina também foi estudada por voltametria de pulso

diferencial. A Figura 5.11 ilustra os voltamogramas de pulso diferencial (DPV)
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obtidos com o EPC nao modificado (curva a e ¢) e modificado com ftalocianina de
cobalto (curvas b e d) na auséncia (curva a e b) e na presenga de hidrazina 1x107
mol L™ em solugdo de NaOH 0,1 mol L™ (curva ¢ e d), saturado com nitrogénio.
Pode-se observar que o EPC (curva c) também nao apresentou nenhuma onda
voltamétrica no sentido anddico para a reagao de oxidagao de hidrazina, porém o
EPC/CoPc (curva d) apresentou uma corrente de pico anddico consideravel no
potencial de pico de aproximadamente, -0,30 V vs Ag/AgCl. Esses resultados
demonstram que o EPC/CoPc apresenta uma excelente eficiéncia na eletrooxidagao
de hidrazina em meio alcalino. Além disso, nenhum pico voltamétrico significativo,
empregando-se EPC (curva a) e EPC/CoPc (curva b), foi observado na auséncia de
hidrazina. Estes dados estdo em consonancia com os obtidos por voltametria ciclica

nas mesmas condigdes.
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Figura 5.11 — Voltamogramas de pulso diferencial da hidrazina empregando-se o
EPC (curvas a e c) e o EPC/CoPc (curvas b e d), na auséncia
(curvas a e b) e presenca de NoH, 1,0x10° em solugdo NaOH 0,1
mol L™ (curvas b e c), saturada com N, amplitude de pulso de 100
mV,v=5mVs'ea25°C.

5.1.2.1 — Efeito da composicdo da pasta de carbono e pH sobre a
resposta voltamétrica de pulso diferencial do EPC/CoPc para uma

solucdo de hidrazina
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A Figura 5.12 apresenta o efeito da composi¢cdo da pasta de carbono
contendo 70, 65, 55 e 45 %m/m de pé de grafite, 25 %m/m de parafina e 5, 10, 20 e
30 %m/m de CoPc, sobre a resposta voltamétrica de pulso diferencial do EPC/CoPc
para uma solucdo de hidrazina 1,0x10™ mol L', sob uma amplitude de pulso de 100
mV e velocidade de varredura de potencial de 5 mV s'. Podem-se observar as
mesmas consideragdes obtidas por voltametria ciclica, ou seja, 0 aumento do teor
de 5 a 20 %m/m de CoPc na pasta de carbono levou a um aumento do sinal
analitico. Para a composi¢ao contendo 30 %m/m de CoPc houve uma diminuigéo
acentuada do sinal analitico devido, provavelmente, ao decréscimo da concentragao
de pé de grafite na pasta, que levou a um aumento acentuado de resisténcia elétrica

do eletrodo'®

. Assim, para os estudos posteriores foi selecionado um EPC
modificado com 20 %m/m de CoPc.

Estudou-se, também, o efeito do pH sobre o potencial de pico e
corrente de pico para a oxidacao de hidrazina sobre o EPC/CoPc no intervalo de pH
entre 4 e 13 e os resultados estdo apresentados na Figura 5.13. Pode-se observar
que tanto o potencial de pico quanto a corrente de pico sao dependentes do pH.
Com a diminuigdo da concentragao hidrogeniénica na solugado, o potencial de pico
apresentou um deslocamento de potencial para potenciais mais negativos e a
magnitude das correntes de picos aumentou. Esses resultados estdo em
consonancia com os apresentados por voltametria ciclica. Finalmente, completou-se

esses estudos, determinando-se os teores de hidrazina em aguas de caldeira em

solugdo de NaOH 0,1 mol L™ (pH = 13).
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Figura 5.12 — Efeito da composi¢cado da pasta de carbono sobre a resposta DPV do
EPC/CoPc para a solucédo de hidrazina 1x10™ mol L' em NaOH 0,1
mol L™, saturada com Ny, amplitude de pulso de 100 mV e v =5 mV
s'a25°C.
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Efeito do pH sobre a resposta DPV do EPC/CoPc para a solugao de
hidrazina 1x10° mol L' em NaOH 0,1 mol L, saturada com N,
amplitude de pulso de 100 mV e v=5mV s” a 25 °C.

5.1.2.2 — Estudo da influéncia da velocidade de varredura de potencial e

amplitude de pulso sobre a resposta voltamétrica de pulso diferencial do

EPC/CoPc para uma solugao de hidrazina
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Estudou-se a dependéncia da corrente de pico e potencial de pico com
a velocidade de varredura de potencial (v) e amplitude de pulso (Amp.). A Figura
5.14 ilustra a variagdo da corrente de pico com a velocidade de varredura de
potencial. Pode-se observar que a corrente de pico aumenta com a diminuigao da
velocidade de varredura de potencial de 2,5 a 20 mVs™. Além disso, a velocidade de
varredura de potencial pouco afeta o potencial de pico da oxidagdo de hidrazina
sobre o EPC/CoPc.

A Figura 5.15 ilustra a influéncia da amplitude de pulso sobre a
corrente de pico e potencial de pico para a reagcao de oxidacdo de NoH4 sobre o
EPC/CoPc. A corrente de pico aumenta com o aumento da amplitude de pulso de 25
a 150 mV, além disso, pode-se observar um aumento na largura de pico, bem como
um deslocamento de potencial de pico para potenciais mais negativos com o
aumento da amplitude de pulso.

A partir dos resultados apresentados nas Fig. 5.14 e 5.15, optou-se em
empregar sempre uma velocidade de varredura de potencial de 5 mVs™" e amplitude
de pulso de 100 mV nas medidas por voltametria de pulso diferencial por possibilitar
a obtencdo de voltamogramas bem definidos e mais estaveis, comparando-se com

aqueles obtidos em outras velocidades de varredura de potencial.
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Voltamogramas de pulso diferencial registrados em diferentes
velocidades de varredura de potencial para a oxidagao de hidrazina
1,010 mol L™ em solugéo de NaOH 0,1 mol L™, saturada com N,
empregando-se o EPC/CoPc, amplitude de pulso de 100 mV a 25
o

C.
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Figura 5.15 — Voltamogramas de pulso diferencial registrada em diferentes
amplitudes de pulso para a oxidacdo de hidrazina 1,0x10° mol L™
em solucdo de NaOH 0,1 mol L™, saturada com Ny, empregando-se

0 EPC/CoPc, v=5mVs™' a25°C.

5.1.2.3 — Estudo da repetibilidade do EPC/CoPc
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No estudo da repetibilidade do EPC/CoPc empregou-se uma solugao
NaOH 0,1 mol L™ contendo NyHs 1,0x10° mol L™, saturada com nitrogénio. Para
cada medida voltamétrica de pulso diferencial (DPV), a superficie do eletrodo era
renovada eletroquimicamente, ciclando o potencial do eletrodo no intervalo de
potencial de —1 a —0,6 V, antes de cada medida de DPV, a fim de remover possiveis
espécies adsorvidas na superficie do eletrodo. A Tabela 5.5 apresenta os valores de
correntes de pico anddica (Ipa) e potencial de pico anddico (Eps) para 10
voltamogramas de pulso diferencial do EPC/CoPc na presenga de NxH4 1,010 mol
L' em NaOH 0,1 mol L™, empregando-se o EPC/CoPc. O valor de Ipa € Epa Obtidos
foram 63,1 + 0,7 e 313,0 + 0,7, respectivamente. Os desvios padrdes relativos (RSD)
obtidos foram 1,3% e 0,3%, respectivamente. Pode-se assim concluir que esse

eletrodo (EPC/CoPc) apresentou boa repetibilidade a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 5.5—  Estudo de repetibilidade do EPC/CoPc, em pH 13, contendo 1x107
mol L™" de N,H, em NaOH 0,1 mol L™, saturado com N, amp. = 100
mVev=5mVs'a25°C.

Replicatas lpa/ LA Epa (MV) vs. Ag/AgClI
1 63,6 312,0
2 63,3 312,0
3 62,6 313,0
4 62,1 313,0
5 64,1 312,0
6 63,8 313,0
7 63,5 313,0
8 62,9 314,0
9 62,9 314,0
10 61,7 314,0

I,a=63,1+£0,8 Epa =313,0£0,7

RSD =1,3% RSD =0,3%

5.1.2.4 — Curva analitica do EPC/CoPc
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Apos otimizar as melhores condi¢cdes de trabalho do EPC/CoPc (20
%m/m CoPc, pH 13, Amp. = 100 mV e v = 5 mVs™), realizou-se medidas
voltamétricas no intervalo de potencial de —-0,6 a 0,0 V vs. Ag/AgCl em NaOH 0,1
mol L™ (pH 13) contendo diferentes concentracdes de hidrazina (Figura 5.16), a fim
de se obter a curva analitica do eletrodo desenvolvido. A Figura 5.17 mostra a curva
analitica obtida para o EPC modificado com 20 %m/m CoPC contendo diferentes
concentracdes de hidrazina (5,0x10° a 7,4x10™* mol L7). A equacdo da curva
analitica obtida foi Ir, = 1,3 + 56046,3 [NoHs] mol L, com limite de deteccédo de

2,3x10° mol L.
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Figura 5.16 — Voltamogramas de pulso diferencial empregando-se o EPC/CoPC
em diferentes concentragées de hidrazina ((a) 0,00; (b) 1,25; (c)
2,49; (d) 3,72; (e) 4,95; (f) 7,39; (g) 8,60; (h) 9,80x10™* mol L") em
NaOH 0,1 mol L, saturado com Np, amp. =100 mVev=5mV s™,
a25°C.
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Figura 5.17 — Curva analitica empregando-se EPC/CoPc em diferentes
concentragdes de N,H, em NaOH 0,1 mol L, saturado com Ny,

amp. = 100 mV e v=5mV s, a 25 °C. Dados extraidos da Figura
5.16.

5.1.2.5 — Determinacgao de hidrazina em aguas de caldeira
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Objetivando-se avaliar o desempenho analitico do EPC/CoPc
20%(m/m) por DPV, determinou-se o teor de hidrazina em aguas de caldeira. O
método utilizado para a determinacdo de hidrazina foi da adi¢des sucessivas de
padrao.

A Tabela 5.6 ilustra os resultados obtidos no estudo de adigao e
recuperacao de hidrazina em triplicata para uma amostra de agua de caldeira (A, B e
C). Foram obtidas recuperagdes entre 92,0% a 108%, indicando assim que nao
houve efeito da matriz nessas determinacdes por voltametria de pulso diferencial.

A Tabela 5.7 ilustra os resultados obtidos da determinacdo de
hidrazina em trés amostras de aguas de caldeira (A, B, e C), determinados
empregando-se os métodos espectrofotométrico e o voltamétrico (adicdo sucessiva

de padrao). Aplicando-se o teste t pareado’" "%

, (texp- = 1,32 menor que o valor fgitico
= 4,30), concluindo-se, portanto, que os resultados da determinagdo de hidrazina
obtidos por voltametria ciclica e espectrofotométrico ndo apresentaram diferencas

significativas com nivel de confianca de 95%.

Tabela 5.6 — Estudo da adigao e recuperacgao de hidrazina em aguas de caldeira,
usando o método voltamétrico.
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HIDRAZINA (mol/L)

Amostras Valor Valor Recuperacéao
adicionado x 10* | recuperado x 10* (%)
A 1,3 1,240,2 92,0
2,5 2,6+0,8 104
3,7 3,6+0,5 97,0
B 1,3 1,4+0,5 108
2,5 2,6+0,3 104
3,7 3,7+0,8 100
C 1,3 1,4+0,5 108
2,5 2,7£0,4 108
3,7 3,5+0,6 95,0
n=3
Tabela 5.7 —  Determinagéo de hidrazina em aguas de caldeiras usando o método
espectrofotométrico e voltamétrico.
Amostras Espectrofotométrico Voltamétrico Er (%)
UV-Visivel DPV
x 10° (mol L) x 10° (mol L)
5,0+0,4 5,1£0,6 +2,0
B 4,9+0,5 4,3+0,5 -12,2
4,8+0,3 4,5+0,4 -6,3
n=3.
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5.2 — Estudo do comportamento voltamétrico do EPC/CoPc na

presenca de dopamina

5.2.1 — Medidas ciclovoltamétricas

A Figura 5.18 apresenta os voltamogramas ciclicos para a oxidagéo de
dopamina (DA) empregando-se o EPC (a e c) e o EPC/CoPc (b e d), na auséncia (a
e b) e presenca (c e d) de DA 1,0x10™ mol L' em solugéo tampao fosfato 0,1 mol L
(pH 4,0), saturada com nitrogénio. Observou-se que o ciclovoltamograma
empregando-se o EPC (curva a) e EPC/CoPc (curva b), na auséncia de dopamina
nao apresentaram nenhum pico significativo. Apés a modificagdo do EPC com CoPc
(curva d), a corrente de pico apresentou uma magnitude de corrente maior que
aquela obtida empregando-se o EPC (curva c). Ademais, a presenga de dois picos
de oxidagao (picos 1 e 4) e dois picos de reducao (picos 2 e 3) foram observados.
Esse mesmo comportamento foi observado por outros pesquisadores®®'?®. Segundo
esses autores, o pico de oxidacdo em 0,65 V (pico 1) é devido a oxidagdo da
dopamina (A) a dopaminoquinona (B). O primeiro pico de redu¢ado em 0,15 V (pico 2)
€ atribuido a redugdo da dopaminoquinona (B) a dopamina (A) e o segundo pico de
reducdo em -0,300 V (pico 3) é devido a reducdo da dopaminacromo (D) a
leucodopaminocromo (C). Finalmente, o pico de oxidagao em -0,225 V (pico 4) pode
ser atribuido a oxidagdo da leucodopaminocromo (C) a dopaminacromo (D). A
oxidagao de dopamina (A) é um processo que envolve dois elétrons acompanhados
da transferéncia de dois prétons formando a dopaminaquinona (B), que é oxidada
quimicamente a leucodopaminacromo (C) e posteriormente a dopaminacromo (D)

(processo eletroquimico). A Figura 5.19 mostra o esquema dessas reacoes.
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A reacdo de oxidagao de dopamina catalisada por ambos eletrodos
apresenta caracteristica de uma reagdo quase-reversivel uma vez que o AEp, ou
seja, a diferenga entre o potencial de pico anddico (0,65 V) e o potencial de pico
catddico (0,15 V), é 500 mV. Esses resultados estdo em consonancia com aqueles
obtidos por outros pesquisadores'?, empregando-se eletrodos de carbono vitreo

modificados com hexacianoferrato de cobalto para o mesmo analito.
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Figura 5.18 — Voltamogramas ciclicos da reacdo de oxidagao de dopamina
empregando-se o EPC (curvas a e c) e o EPC/CoPc (curvas b e d),
na auséncia (curvas a e b) e presenca (curvas c e d) de DA 1,0x107
mol L' em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0), saturada
com nitrogénio. v =100 mV s a 25 °C.
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Figura 5.19 — Esquema da reagao de oxidagcao da dopamina. Dados extraidos da
referéncia 125.

5.2.1.1 — Efeito da composi¢cao da pasta de carbono e do pH sobre a

resposta voltamétrica do EPC modificado com CoPc

O efeito da composi¢ao da pasta de carbono contendo 70, 65, 55 e 45
%m/m de po6 de grafite, 25 %m/m de parafina e 5, 10, 20 e 30 %m/m de CoPc,
respectivamente, sobre a resposta voltamétrica dos EPC/CoPc para uma solucéo de
dopamina 1,0x10° mol L, sob uma velocidade 100 mV s, saturada com N,, esta
apresentado na Figura 5.20. Pode-se observar que o aumento do teor de 5 a 20
%m/m de CoPc na pasta de carbono levou a um aumento do sinal analitico'"’. Para
a composicao contendo 30 %m/m de CoPc houve um decréscimo da corrente de
pico devido ao aumento da resisténcia da pasta de carbono. Desta forma, para os

estudos posteriores foi selecionado um EPC modificado com 20 %m/m de CoPc.
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Figura 5.20 — Efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta

ciclovoltamétrica do EPC/CoPc para a solucdo de dopamina 1x107°
mol L™" em uma solugéo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4), v = 100
mV s™, saturada com N a 25 °C.
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A eficiéncia eletrocatalitica do EPC modificado com 20 %m/m de
CoPc para reagao de oxidacdo de DA foi estudada em funcdo do pH no intervalo
entre pH 2 e 13. A resposta voltamétrica variou com a concentragao hidrogeniénica
até o pH 7, obtendo-se magnitudes de correntes maiores no intervalo de pH de 2 - 4,
e menores no intervalo de 4 - 7. Em valores de pHs maiores que 7, nenhum pico
anddico ou catddico foi observado, no intervalo de potencial estudado, corroborando
com o esquema apresentado na Figura 5.19. A Figura 5.21 apresenta os
voltamogramas ciclicos para as diferentes solugbes tampao empregadas. Pode-se
observar que tanto a corrente de pico quanto o potencial de pico sdo dependentes
do pH da solugdo. Com o aumento do pH da solugcdo tampao, o potencial de pico
anddico deslocou-se para potenciais mais negativos, aumentando-se o valor de AE,,.
As maiores magnitudes de corrente foram observadas em pH 4, sendo esse pH

selecionado para a determinacao de dopamina em formulagdes farmacéuticas.
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Figura 5.21 — Efeito da concentragcdo hidrogenibnica sobre a resposta
ciclovoltamétrica do EPC/CoPc (20 %m/m) para a solugdo de
dopamina 1x10™ mol L™ em uma solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™
(pH 4), saturada com N, v = 100mV s a 25°C.
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5.2.1.2 — Efeito da velocidade de varredura de potencial sobre a

resposta voltamétrica do EPC/CoPc

Voltamogramas ciclicos registrados a diferentes velocidades de
varreduras de potencial para a reacdo de oxidagdo de dopamina sobre EPC/CoPc
em uma solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4) sdo apresentados na Figura 5.22.

A Figura 5.23 apresenta a dependéncia linear da corrente de pico (Ipa)
com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (v'’?). Essa
caracteristica indica que o processo eletroquimico possui um controle difusional’®
128 A partir dos resultados apresentados na Figura 5.22, optou-se em usar sempre a
velocidade de varredura de potencial de 100 mV s™' nas medidas voltamétricas do
EPC/CoPc para a determinacdo de dopamina, por possibilitar a obtencdo de

voltamogramas com perfis bem definidos.
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Figura 5.22 — Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de
varredura de potencial para a oxidacdo de DA sobre EPC/CoPc em
solugdo de tampao fosfato 0,1 moL™" (pH 4), saturada com N, a 25
o
C.
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Figura 5.23 — Grafico da dependéncia da corrente de pico (I,a) com a raiz
quadrada da velocidade de varredura de potencial (v1’2) para a
reacado de oxidacao de DA sobre o EPC/CoPc. Dados extraidos da
Fig.5.22.
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5.2.1.4 — Estudo da repetibilidade do EPC/CoPc

A repetibilidade da superficie do EPC/CoPc foi realizada em uma
solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0) contendo DA 1,0x10™ mol L™ para 10
determinagdes consecutivas. Todas as determinagdes foram estudadas com a
mesma superficie do eletrodo, ndo sendo necessario renovar eletroquimicamente a
superficie do mesmo, como mencionado anteriormente nas determinagbes de

dopamina. A Tabela 5.8 apresenta os valores de correntes de pico anddica (Ipa),

potencial de pico anodico (Epa), valores de Ip, € Epa e, 0s desvios padrdes relativos

(RSD) de Ips € Ep, obtidos. Os valores de Ip, € Epa obtidos foram 29,3 + 0,5 e 644 +

2, com RSDs de 2,3% e 0,5%, respectivamente. O eletrodo apresentou uma boa
repetibilidade com um desvio padréo relativo aceitavel e um nivel de confianca de
95%.

O estudo da repetibilidade entre trés eletrodos de EPC/CoPc foi
realizado empregando-se solugdo de DA 1,0x10° mol L' em solugcdes tampao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0). Para cada medida voltamétrica, com cada eletrodo, a
superficie do mesmo era renovada mecanicamente com auxilio de uma folha de

papel sufite. A Tabela 5.9 apresenta os valores de I,,, da oxidagdo de DA sobre o

EPC/CoPc, bem como, o valor I,,. De acordo com a andlise de variancia'"'#

(ANOVA) calculou-se os valores das médias das correntes de pico das distintas
superficies do EPC/CoPc apresentavam diferencas significativas. O valor calculado
de Fexp. foi de 0,401 menor que o valor de Fiico igual a 3,885. Portanto, os valores
das correntes de pico dos distintos eletrodos nao apresentaram diferencas
significativas, logo o EPC/CoPc apresentou boa repetibilidade entre os eletrodos

construidos, a um nivel de confianga de 95%.
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Tabela 5.8 — Estudo da repetibilidade sobre a resposta ciclovoltamétrica da
superficie do EPC/CoPc para uma solucdo DA 1x10™ mol L' em
em solucéo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4), saturado com Np, v =
100 mV s™ a 25 °C.

Replicatas Loa/ A Epa (MV) vs. Ag/AgClI

1 30,2 638

2 29,9 642

3 29,9 642

4 29,8 644

5 29,8 646

6 28,8 646

7 28,8 644

8 28,7 646

9 28,7 646

10 28,5 644
Ia =29,3+0,5 Epa =644 +2
RSD =2,3% RSD = 0,5%

Tabela 5.9 —  Estudo da repetibilidade entre eletrodos para uma solu¢cao DA 1x10°

¥ mol L em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4), saturado
com Nz, v=100mV s a25°C.

Eletrodos Ioa / A Ipa/ pA
1 30,2 30,0 30,0 29,9 29,9 30,0
2 30,2 29,9 29,9 29,9 29,8 29,9
3 30,2 29,9 29,9 29,8 29,8 29,9

Estimativa da variancia total entre superficies S°. = 0,009 com 2 graus de liberdade
Estimativa da variancia total entre as medidas do eletrodo S% = 0,022 com 12 graus
de liberdade

Fexp. = S%/S?%4 = 0,401 < Feitico = 3,885 (95% de confianca)
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5.2.1.5 — Curva analitica para EPC/CoPc

A pés otimizar as melhores condigdes experimentais, quais sejam a
composicdo da pasta do EPC/CoPc em 20 %m/m de CoPc, pH 4 e v = 100 mVs™,
realizaram-se medidas voltamétricas no intervalo de potencial de —0,8 a 1,0 V vs.
Ag/AgCl em solucdo tampzo fosfato 0,1 mol L™ (pH 4) contendo diferentes
concentragdes de DA (Figura 5.24), a fim de se obter a curva analitica do eletrodo
desenvolvido. A Figura 5.25 mostra a curva analitica para dopamina obtida
empregando-se o EPC/CoPC. A equagéo da curva analitica obtida foi Ip, = 0,38 +
38204,67 [DA] mol L'para um intervalo de concentragdo de DA de 1,3x10™ a 2,8x10"

*mol L™, com limite de deteccédo de 1,0x10° mol L™

5216 — Resposta relativa (%) do EPC/CoPc para algumas

catecolaminas em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0).

A resposta voltamétrica relativa (%) para as catecolaminas: dopamina,
adrenalina, L-dopa e dipirona foram inicialmente determinadas (obtidas). Os
ciclovoltamogramas no intervalo de potencial de —1,0 V a 1,0 V vs. Ag/AgCIl em pH
4,0 contendo 1,0 x10™ mol L™ de cada substancias estao representadas na Figura
5.26. As respostas relativas obtidas estao apresentadas na Tabela 5.10. Os valores
das respostas (%) foram calculados em relagdo a resposta de dopamina como
sendo 100%. Como pode ser observado, o EPC/CoPc apresentou maiores
respostas relativas (%) para dopamina, sendo assim selecionada para ser

determinada em amostras farmacéuticas.
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Figura 5.24 — Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC/CoPC em diferentes
concentracdes de dopamina em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L
(pH 4), saturado com Np, v =100 mV s™, a 25 °C.
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Figura 5.25 - Curva analitica empregando-se o EPC/CoPC em diferentes
concentragdes de dopamina em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™
(pH 4,0), v =100 mV s a 25 °C. Dados extraidos da Figura 5.24.
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Figura 5.26 — Voltamogramas ciclicos sobre o EPC/CoPc para diferentes
substancias, v =100 mV s™ a 25 °C.

Tabela 5.10 — Resposta relativa (%) do EPC/CoPC para diferentes substancias

Compostos Resposta relativa (%)
Dopamina 100,0
Adrenalina 80,5

L-Dopa 67,2

Dipirona 27,4
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5.2.1.7 — Determinagao de dopamina em formulag¢des farmacéuticas

Objetivando-se avaliar o desempenho analitico do EPC/CoPc,
determinou-se o teor de dopamina em formulagdes farmacéuticas (ampolas de
Revivan). O método utilizado para a determinacdo de dopamina foi de adigao
sucessivas de padrao. Os anexos 3 e 4 mostram um dos voltamogramas obtidos
para a determinacao de dopamina nas formulagdes e a curva obtida pelo método de
adicao padrao, respectivamente. A Tabela 5.11 apresenta os resultados obtidos no
estudo de adigdo e recuperagcdo de dopamina em ftriplicata para trés amostras de
ampolas de Revivan. Foram obtidas recuperagdes entre 92,0% a 108 %, indicando
assim que nao houve efeito da matriz da amostra nessas determinagdes
voltamétricas.

A Tabela 5.12 apresenta os teores de dopamina em ampolas de
Revivan, determinados pelos métodos espectrofotométrico e voltamétrico (adigao
sucessiva de padrao). Aplicou-se o teste t pareado entre o método padrao e método
proposto, (texp = 0,84 menor que o valor teitico = 2,77). COmMO 0 texp.(0,84) € menor que
0 teiico(2,77) conclui-se que a resultados obtidos na determinagao de dopamina por
voltametria ciclica e espectrofotométrico ndo apresentaram diferencas significativas,

com nivel de confianga de 95% e dentro de um erro relativo aceitavel.
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Tabela 5.11 — Estudo da adicdo e recuperacdo de dopamina em ampolas de
Revivan, usando o método voltamétrico.

Valor Valor Valor
Amostra Adicionado x 10°  Encontrado x 10°  Recuperado (%)
2,5 2,3+0,2 92,0
1 5,0 49+0,3 98,0
7,5 75+04 100%
2,5 2,7+0,5 108%
2 5,0 4,7+0,7 94,0%
7,5 7,3+0,5 97,0%
2,5 2,6 +£0,3 104%
3 5,0 5,0+ 0,2 100%
7,5 74+0,3 97,0%

Tabela 5.12 — Determinagao de dopamina em ampolas de Revivan usando o
método espectrofotométrico e voltamétrico.

Ampolas de Revivan (mg/L)

Amostras Valor rotulado Espectrofotometrico  Voltamétrico Ern(%) Ew(%)
1 50 48,4+0,2 48,9+40,2 -2.2 1,0
2 50 50,6+0,1 50,9+0,2 1,8 0,6
3 50 50,4+0,2 51,5+0,4 3 2,2
4 50 51,1+0,1 51,310,2 2,6 0,4
5 50 50,7+0,2 49,9+0,3 -0.2  -1,6
n=5

Erq = erro relativo = método voltamétrico vs. valor rotulado
Er; = erro relativo = método voltamétrico vs. método espectrofotométrico
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5.2.2 — Medidas por voltametria de pulso diferencial

A determinagao de dopamina também foi investigada por voltamentria
de pulso diferencial. A Figura 5.27 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial
obtidos com o EPC n&do modificado e modificado com ftalocianina de cobalto
(EPC/CoPc), em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0) contendo dopamina
1x10™ mol L™, saturado com nitrogénio, amplitude de pulso de 100 mV s’ e v =5
mVs™.

Podem-se observar dois picos anddicos para a oxidacdo de dopamina
sobre o EPC/CoPc, um pico intenso em potencial de 400 mV e outro de menor
intensidade em 670 mV vs Ag/AgCl. O primeiro pico anddico (400 mV) pode ser
devido a oxidacdo de dopamina a dopaminoquinona e o segundo pico de anddico,
provavelmente, pode estd associado ao processo redox do centro metalico da
ftalocianina de cobalto, ou seja, Co(Il)Pc/Co(Ill)Pc. Esse comportamento
voltamétrico foi observado no estudo do efeito da composigdo da pasta sobre a
resposta do eletrodo modificado. Quando se aumenta o teor de CoPc na pasta de
carbono, ha um aumento da magnitude do pico anddico em 670 mV (item 5.2.2.1).

A corrente de pico para a oxidacdo de dopamina sobre o EPC foi
observada em 440 mV e apés a modificacdo da superficie do EPC com CoPc, houve
um deslocamento do potencial de pico para potenciais menos positivos (400 mV).
Além disso, como pode ser observado, houve um aumento acentuado na magnitude
de corrente de pico quando comparado com o EPC. Esses resultados indicam que o
EPC/CoPc apresenta uma excelente eficiéncia na eletrooxidacdo de dopamina em

meio acido.
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Figura 5.27 — Voltamogramas de pulso diferencial da reagdo de oxidagao de DA
sobre EPC e EPC/CoPc em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
4,0) contendo DA 1,0x10™ mol L™, saturada com N, amplitude de
pulso de 100 mVev=5mVs" a25°C.
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5.2.2.1 — Efeito da composicdo da pasta de carbono e do pH sobre a
resposta voltamétrica de pulso diferencial do EPC/CoPc para uma

solucido de dopamina

A Figura 5.28 apresenta o efeito da composi¢cado da pasta de carbono
contendo, 70, 65, 55 e 45 %m/m de po de grafite, 25 %m/m de parafina e 5, 10, 20 e
30 %m/m de CoPc, sobre a resposta voltamétrica de pulso diferencial do EPC/CoPc
para uma solucéo de dopamina 1,0x10™ mol L™, sob uma amplitude de pulso de 100
mV e velocidade de varredura de potencial de 5 mV s™'. Pode-se observar que o
aumento do teor de 5 a 20 %m/m de CoPc na pasta de carbono levou a um aumento
do sinal analitico. Para a composi¢gao contendo 30 %m/m de CoPc houve um
decréscimo da corrente de pico devido ao aumento da resisténcia da pasta de
carbono. Desta forma, para os estudos posteriores foi selecionado um EPC
modificado com 20 %m/m de CoPc.

A dependéncia do pH sobre a resposta a EPC/CoPc na presencga de
DA 1,0x10° mol L™, também foi investigada. Os voltamogramas de pulso diferencial
para a oxidagao de DA sobre EPC/CoPc foi obtido no intervalo de pH entre 2 e 7 e
os resultados estdo apresentados na Figura 5.29. Pode-se observar que tanto o
potencial de pico quanto a corrente de pico sdo dependentes do pH da solucéo. O
potencial de pico apresentou um deslocamento de potencial para potenciais mais
negativos com o aumento do valor de pH (diminuicdo da concentragao
hidrogenibnica), e a maior magnitude de corrente de pico anddica foi observada em
pH 4,0, sendo menores nos valores extremos de pH. Comportamento semelhante

I 89

para a oxidacao de DA foi reportado por ZHAO et al.”™ . Neste trabalho, o efeito do

pH da solugao sobre a oxidagdo de DA foi investigada no intervalo de pH entre 4,5 e
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8,3. A corrente de pico anddica decresceu com o aumento no valor de pH devido a

participacao de 2 protdns no processo de oxidacgao.

16 po de grafite/parafina/CoPg
1 55/25/20% (m/m)
] 65/25/10% (m/m)
12
| 70/25/ 5% (m/m)
107 45/25/30% (m/m)
< 87
S - 75/25/00% (m/m)
= 64
4
2
0
-2 I T I T I T I T I
0 200 400 600 800
E/ mV vs. Ag/AgCI
Figura 5.28 — Efeito do teor de CoPc na pasta de carbono sobre a resposta

voltamétrica de pulso diferencial do EPC/CoPc para a solugao de
DA 1x107 mol L' em uma solucdo tampao fosfato 0,1 mol L (pH
4,0), saturada com Ny, amplitude de pulso de 100mVev=5mV s
a 25 °C.
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Figura 5.29 — Efeito do pH sobre a resposta DPV do EPC/CoPc para a solugao de
dopamina 1x10™ mol L™ em solucédo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
4,0), saturada com N;, amplitude de pulso de 100 mV e v =5 mV s’
a25°C.
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5.2.2.2. Estudo da influéncia da velocidade de varredura de potencial e
amplitude de pulso sobre resposta voltamétrica de pulso diferencial do

EPC/CoPc para uma solugao de dopamina

A corrente de pico é dependente da velocidade de varredura de
potencial (v) e amplitude de pulso (Amp.). A Figura 5.30 apresenta a variagao da
corrente de pico anddica com a velocidade de varredura de potencial. Pode-se
observar que a corrente de pico aumenta com a diminuicdo da velocidade de
varredura de potencial de 5 a 20 mV s™. Além disso, a velocidade de varredura de
potencial pouco afeta o potencial de pico da oxidagcdo de dopamina sobre o
EPC/CoPc.

A Figura 5.30 ilustra a influencia da amplitude de pulso sobre a
corrente de pico e potencial de pico para a reacdo de oxidagcdo de dopamina sobre o
EPC/CoPc. Observa-se que a corrente de pico aumenta com o aumento da
amplitude de pulso de 25 a 125 mV. Além disso, um aumento na largura de pico,
bem como um deslocamento de potencial de pico para potenciais mais negativos foi
observado.

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 5.29 e 5.30, optou-se
em usar sempre uma velocidade de varredura de potencial de 5 mV s e amplitude
de pulso de 100 mV nas medidas por voltametria de pulso diferencial do EPC/CoPc

por possibilitar a obtencao de voltamogramas bem definidos e mais estaveis.
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Figura 5.30 —
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Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes
velocidades de varredura de potencial para uma solugcao de DA 1,0
x 10 mol L' em uma solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0),
saturada com Nj, empregando-se EPC/CoPc, amplitude de pulso
de 100 mV a 25 °C.
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Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes
amplitudes de pulso 50; 75; 100 e 125 mV, para uma solugao de
DA 1,0 x 10° mol L' em uma solucédo tampao fosfato 0,1 mol L™
(pH 4,0), saturada com N, empregando-se EPC/CoPc, v=5mV s
a 25 °C.
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5.2.2.3 Estudo de repetibilidade do EPC/CoPc

Investigou-se a repetibilidade sobre a resposta voltamétrica de pulso
diferencial (DPV) do EPC/CoPc para a solugéo de DA 1x10™ molL™" em uma solugdo
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0), saturada com N,. A Tabela 5.13 apresenta os
valores de correntes de pico anddica (Ipa) € potencial de pico anddico (Epa) para 10
voltamogramas de pulso diferencial do EPC/CoPc na presenga de DA 1,0x107 mol

L™ em solugao tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0), saturada com N,. Os valores Ip, €

Epa obtidos foram (14,8 + 0,1) puA e (409 + 2) V vs. Ag/AgCl, respectivamente e seus
respectivos desvios padrbes relativos (RSD) de 1,3% e 0,5%. Pode-se assim
concluir que esse eletrodo (EPC/CoPc) apresentou boa repetibilidade a um nivel de

confianga de 95%.

Tabela 5.13 — Estudo da repetibilidade sobre a resposta DPV do EPC/CoPc para
a solucdo de DA 1x10™ mol L™" em uma solucédo tamp3ao fosfato 0,1
mol L™ (pH 4,0), saturada com N2, amp. =100 mVev=5mV s a

25°C
Replicatas Ipal pA Epa (MmV) vs. Ag/AgCl

1 15,2 406

2 15,0 406

3 15,0 408

4 14,6 408

5 14,9 409

6 14,8 410

7 14,8 410

8 14,7 410

9 14,7 412

10 14,6 412
Ipa = 14,8 £ 0,1 Epa =409 + 2
RSD = 1,3% RSD = 0,5%
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5.2.2.4. Curva analitica do EPC/CoPc

Apos otimizar as melhores condi¢gdes sobre a resposta voltamétrica de

pulso diferencial (DPV) do EPC/CoPc (20% m/m, Amp. =100 mV e v =5mVs™") para

a solucdo de DA 1x10™ mol L™ em uma solucéo tamp3ao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0),

saturada com N, realizou-se medidas voltamétricas no intervalo de potencial de 0,0

a 0,8 V vs. Ag/AgCl em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,0) contendo

diferentes concentragées de dopamina (Figura 5.32), a fim de se obter a curva

analitica do eletrodo desenvolvido. A Figura 5.33 mostra a curva analitica obtida

para o EPC/CoPC contendo diferentes concentragcdes de dopamina (5,Ox10'6 a

9,8x10™° mol L™"). A equacao da curva analitica obtida foi Ips = 0,01 + 21921,82 [DA]

mol L™, com limite de deteccgéo de 1,4x10° mol L™.

IuA

Figura 5.32 —
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Voltamogramas de pulso diferencial obtidas com EPC/CoPC em
diferentes concentracdes de DA ((a) 0,0; (b) 0,5; (c) 1,3; (d) 2,5; (e)
3,7: (f) 5,0; () 7,4 e (h) 9,0 x 10° mol L") em solugao tampéo fosfato
0,1 mol L™ (pH 4,0), saturado com Ny, amp. =100 mVev=5mV s
a25°C.
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Figura 5.33 — Curva analitica para DA obtida com o EPC/CoPc, em pH 4,0, a 25
°C. Dados extraidos da Figura 5.32.
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5.2.2.5. Determinagao de dopamina em formulagdes farmacéuticas

Objetivando-se avaliar o desempenho analitico do EPC/CoPc,
determinou-se o teor de dopamina em formulagdes farmacéuticas (ampolas de
Revivan). O método utilizado para a determinacdo de dopamina foi o da adi¢des
sucessivas de padréo.

A Tabela 5.14 ilustra os resultados obtidos no estudo de adicédo e
recuperagao de dopamina em triplicata para trés amostras de ampolas de Revivan.
Foram obtidas recuperagdes entre 91% a 108 %, indicando assim que nao houve
efeito da matriz da amostra nessas determinagdes voltamétricas.

A Tabela 5.15 ilustra os resultados obtidos da determinagcdo de
dopamina em ampolas de Revivan, determinados pelos métodos
espectrofotométrico e voltamétrico (adicdo sucessiva de padrao). Aplicando-se o
teste t pareado entre o método padrédo e método proposto, (texp = 0,19 menor que o
valor t.itico = 4,30), portanto, os resultados da determinagao de dopamina obtidos por
voltametria de pulso diferencial e espectrofotomético ndo apresentaram diferengas
significativas, com nivel de confianca de 95%, além disso, apresentam um intervalo

de erro relativo aceitavel.
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Tabela 5.14 — Estudo da adigao e recuperacao de dopamina em ampolas de
Revivan, usando o método voltamétrico.

Valor Valor Valor
Amostra Adicionado x 10° Encontrado x 10° Recuperado (%)

2,5 2,3+£0,1 92,0

1 5.0 51+ 0,1 102
7,5 6,8 +£0,2 91,0

2,5 2,7+0,3 108

2 5,0 4,9+0,5 98,0
7,5 7,2+0,6 96,0

2,5 2,6 £0,7 104

3 5,0 50+02 100
7,5 7,2+0,1 96,0

Tabela 5.15 — Determinagao de dopamina em ampolas de Revivan usando o
meétodo espectrofotométrico e voltamétrico.

Ampolas de Revivan (mg/L)

Amostras Valor rotulado Espectrofotometrico  Voltamétrico E1(%) E2(%)
1 50 48,6+0,8 49,8+0,2 -04 24
2 50 51,5+0,5 52,4+0,2 4,8 1,7
3 50 52,810,3 51,2+0,1 56  -3,1
n=>5

E+ = erro relativo = método voltamétrico vs. valor rotulado
E, = erro relativo = método voltamétrico vs. método espectrofotométrico
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5.3 — Estudo do comportamento voltamétrico do EPC/CoPc na

presencga de vitamina B,

5.3.1 — Medidas ciclovoltamétricas

A Figura 5.34 mostra os voltamogramas ciclicos (CV) obtidos com o
eletrodo de pasta de carbono, EPC (curvas a e c) e eletrodo de pasta de carbono
modificado com ftalocianina de cobalto, EPC/CoPc (curvas b e d) na auséncia
(curvas a e b) e na presenca de tiamina 1x10™ mol L™ em solugdo tampao pH 12
(curvas c e d). Pode-se observar que os ciclovoltamogramas sobre o EPC (curva a)
e EPC/CoPc (curva b), na auséncia de tiamina, n&do apresentaram nenhum pico
voltamétrico significativo. Entretanto, os ciclovoltamogramas sobre o EPC (curva c) e
EPC/CoPc (curva d), na presenga de tiamina 1x107 mol L™ de em solugdo tampao
pH 12, apresentaram picos anddicos proximo a 0,45 e 0,00 V vs. Ag/AgCl,
respectivamente, pode-se observar uma mudancga de potencial para potenciais mais
negativo quando o EPC/CoPc é empregado para a oxidacdo de tiamina, nas
mesmas condi¢cdes. Esse resultado indica que EPC/CoPc apresenta atividade
eletrocatalitica para oxidag&o de tiamina. A seguir estudar-se-ao a determinacgéo de

tiamina em formulacdes farmacéutica somente por voltametria de pulso diferencial.
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Figura 5.34 — Voltamogramas ciclicos obtidos com o EPC (curvas a e c) e EPC/CoPc
(curvas b e d) na auséncia (curvas a e b) e na presenga de tiamina
110 mol L (curvas ¢ e d) em de solugcdo NaOH + Na,HPO, (pH
12,0), vde 100 mV s & 25 °C.
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5.3.2 — Medidas voltamétrica de pulso diferencial

A determinacdo de tiamina foi investigada por voltametria de pulso
diferencial (DPV). A Figura 5.35 ilustra os voltamogramas de pulso diferencial
obtidos com o EPC (curvas a e c) e EPC/CoPc (curvas b e d), em solugao tampao
pH 12, na auséncia (curvas a e b) e presenca de tiamina 1x102 mol L™ (curvas c e
d). Pode-se observar que os DPV sobre o EPC (curva a) e EPC/CoPc (curva b), na
auséncia de tiamina, ndao apresentaram nenhum pico voltamétrico significativo.
Entretanto, os DPV obtidos sobre o EPC/CoPc, na presenga de tiamina
1x102 mol L™ em solugéo tampao pH 12 (curva d), apresentou um pico anddico,
bem definido, em potenciais préximos a -0,13 V vs. Ag/AgCl, bem como um aumento
acentuado na magnitude de corrente quando comparado com EPC ndo modificado
(curva c), nas mesmas condi¢cdes. Esses resultados indicam que EPC/CoPc

apresenta excelente atividade eletrocatalitica para oxidagao de tiamina.
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Figura 5.35 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o EPC (a e ¢) e
EPC/CoPc (b e d), em solugdo tampao pH 12, na auséncia (a e b) e
presenca de tiamina 1x102 mol L™ (c e d). Amplitude de pulso 100
mV e velocidade de varredura de potencial 20 mV s™.
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5.3.2.1 — Efeito da composi¢cdo da pasta de carbono e pH sobre a

resposta voltamétrica de pulso diferencial do EPC/CoPc

O efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta
voltamétrica do eletrodo modificado foi avaliado em uma solugdo tampéo pH 12
contendo tiamina 1,0x10‘3 mol L. A Tabela 5.16 apresenta o efeito do teor de CoPc
na pasta de carbono sobre a resposta voltamétrica de pulso diferencial do
EPC/CoPc para uma solugdo de tiamina 1x10™ mol L™, sob uma amplitude de pulso
de 100 mV e velocidade de varredura de potencial de 20 mV s™'. Como pode ser
observado, um aumento da concentragao de 5 a 20 %m/m de CoPc na pasta levou a
um aumento da corrente de pico anddico obtida de 2,4+0,3 a 3,5+0,3 pA até uma
composicao de 20 %m/m. Para concentragdes superiores de CoPc na pasta, as
correntes de pico decresceram, devido a um aumento da resisténcia 6hmica da
pasta de carbono causado pela diminuigdo do teor de grafite na mesma'®. Sendo
assim, para o desenvolvimento deste trabalho foi utilizado o EPC modificado com 20
%m/m de CoPc.

O efeito do pH, no intervalo de 4 a 13, sobre a resposta voltamétrica de
um eletrodo de pasta de carbono modificado com CoPc 20 %m/m na presenca de
tiamina 1,0x10™ mol L' também foi investigado e os resultados estio apresentados
na Tabela 5.17 e Figura 5.36. Observou-se que somente no intervalo de pH 7 a 13,
esse eletrodo apresentou resposta para oxidacado de tiamina. Além disso, observou-
se que tanto o potencial de pico quanto a corrente de pico sdo dependentes do pH.
O potencial de pico apresentou um deslocamento de potencial para potenciais mais
negativos e as correntes de pico anddicas aumentaram com o aumento do pH da
solugdo tampdo empregada como eletrdlito suporte. Sendo assim selecionou-se o

pH 12 para os estudos posteriores.
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Tabela 5.16 — Efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta
voltamétrica dos EPC/CoPc para a solugéo tiamina 1,0x10™ mol L™
em solugao tampéo (pH 12) sob uma amplitude de pulso de 100 mV
e velocidade de varredura de potencial de 20 mV s™.

Composigéo Ipa Epa
grafite/parafina/CoPc %m/m (LA) (mV)
70/25/5 2,4+0,3 -128+1
65/25/10 3,240,2 -120+1
55/25/20 3,5+0,3 -128+1
45/25/30 1,1+0,3 -127+1

Tabela 5.17 — Efeito da concentragdo hidrogeniénica (pH) sobre a resposta
voltamétrica do EPC/CoPc para a solucdo de tiamina 1,0x10™ mol
L™, sob uma amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de
varredura de potencial de 20 mV s™.

pH Ipa Epa
(uA) (mV)
7 0,43 -350+1
8 0,88 -328+1
9 1,86 -378+1
10 3,30 -148+1
12 3,65 -128+1
13 4,04 -128+1
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5.36 — Efeito da concentragcdo hidrogenidnica (pH) sobre a resposta
voltamétrica do EPC/CoPc para a solucdo de tiamina 1,0x10° mol
L", sob uma amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de
varredura de potencial de 20 mV s™.
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5.3.2.2 — Estudo da influéncia da velocidade de varredura de potencial
e amplitude de pulso sobre a corrente de pico da oxidagao de tiamina
sobre EPC/CoPc

A corrente de pico é dependente da velocidade de varredura de
potencial (v) e amplitude de pulso (Amp.). A Figura 5.37 mostra a variagado da
corrente de pico com a velocidade de varredura de potencial. Pode-se observar que
a corrente de pico aumenta com aumento da velocidade de varredura de potencial
de 5 a 20 mV s™. Além disso, como pode ser observado a velocidade de varredura
de potencial pouco afetou o potencial de pico de oxidacdo de tiamina sobre o
EPC/CoPc.

A Figura 5.38 apresenta o efeito da amplitude de pulso sobre a
corrente de pico e potencial de pico para a reacdo de oxidagdo de tiamina
empregando-se o EPC/CoPc. Observou-se que a magnitude da corrente de pico
aumentou com o aumento da amplitude de pulso de 25 a 125 mV. Além disso, um
aumento na largura de pico, bem como um deslocamento de potencial de pico para
potenciais mais negativos foram obtidos ao aumentar-se a amplitude de pulso de 25
a 125 mV.

A partir dos resultados apresentados nas Figs. 5.37 e 5.38, optou-se
em trabalhar em uma velocidade de varredura de potencial de 20 mVs™ e amplitude

de pulso de 100 mV.
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Figura 5.37 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes velocidades
de varredura de potencial (5, 10 e 20 mVs™") para a oxidacdo de
tiamina 1,0x10° mol L' empregando-se o EPC/CoPc(20%) em
solugao tampao pH 12,0, saturada com N, amplitude de pulso de
100 mV a 25 °C.
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Figura 5.38 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes amplitudes
de pulso (25; 50; 75; 100 e 125 mV), para a oxidagao de tiamina
1,0x10™ mol L™ empregando-se o EPC/CoPc em solugéo tampao pH
12,0, saturada com Ny, v =20 mV s a 25 °C.
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5.3.2.3 — Estudo da repetibilidade do EPC/CoPc

O estudo da repetibilidade do EPC modificado com CoPc 20 %em/m foi
realizado em uma solucdo tamp3ao pH 12,0 contendo tiamina 1,0x10° mol L™ para
10 determinagdes, sendo que a superficie do eletrodo modificado foi renovada
eletroquimicamente apds cada voltamograma ciclando o potencial do eletrodo no
intervalo de —1,0 a -0,4 V vs Ag/AgCl. Esse tratamento eletroquimico deve ter
removido possiveis espécies adsorvias na superficie do mesmo. A Tabela 5.18
apresenta os valores de correntes de pico anddica (Ip,) € potencial de pico anddico
(Epa) para 10 voltamogramas de pulso diferencial do EPC/CoPc na presenga de
tiamina 1,0x10 mol L™ em solucdo tampao pH 12,0, saturada com N,. Os valores
médios de corrente de pico anddica e potencial de pico anddico obtidos foram
3,310,2 e -128+1 e os desvios padréo relativos (RSD) de 3,6% e 3,3%,
respectivamente. Pode-se assim concluir que esse eletrodo (EPC/CoPc) apresentou

boa repetibilidade a um nivel de confianca de 95%.

5.3.2.4 — Estudos de Interferéncias em potencial

A influéncia de possiveis interferentes em potencial na resposta
voltamétrica do EPC/CoPc foi investigada. Para tal, medidas voltamétricas de pulso
diferencial do eletrodo foram realizadas em solugbes tampdes pH 12 contendo
benzoato de sbédio, citrato de soédio, cafeina, frutose, glicose, sacarose,
cianocobalamina, riboflavina nas concentracdes 1,0x10™; 5,0x10* e 1,0x10™ mol L™
na presenca de solugdo padrdo de tiamina 5,0x10™ mol L. Entre as substancias

testadas, nenhuma causou interferéncia significativa.
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Tabela 5.18 — Estudo de repetibilidade do EPC/CoPc, na presenca de tiamina
1,0x10™ mol L™ em solugdo tampao pH 12,0, saturada com Ny, amp.
=100 mV,v=5mV s a25°C.

Replicatas Ipal pA Epa (MmV) vs. Ag/AgCl

1 3,5 -127

2 3,5 -127

3 3,4 -127

4 3,4 -127

5 3,4 -128

6 3,3 -128

7 3,3 -128

8 3,2 -128

9 3,2 -128

10 3,2 -128
Tpa = 3,340,2 Epa = -128+1
RSD = 3,6% RSD = 3,3%

5.4.2.5 — Curva analitica do EPC/CoPc

Apos otimizar as melhores condi¢cdes de trabalho para o eletrodo de
pasta de carbono modificado (CoPc 20 %em/m, pH = 12, amplitude de pulso de 100
mV e velocidade de varredura de potencial de 20 mV s™), realizou-se medidas
voltamétricas de pulso diferencial no intervalo de -0,4 a 0,25 V vs Ag/AgCl em
diferentes concentragdes de tiamina (Figura 5.39), a fim de se obter a curva analitica
do eletrodo modificado desenvolvido. Para cada medida voltamétrica de pulso
diferencial a superficie do eletrodo foi renovada eletroquimicamente, varrendo o
potencial no intervalo de -1,0 a -0,4 V, a fim de remover possiveis espécies
adsorvidas na superficie do eletrodo. A equagao da curva analitica obtida foi Ip, = -
0,63x10® + 37,0x10™ [tiamina] mol L™ com coeficiente de correlagéo r = 0,9965 para
um intervalo de concentragdo de tiamina de 5,0x10°a 3,8x10 mol L™", com limite de

deteccdo de 2,5x10° mol L.
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Figura 5.39 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com EPC/CoPc para
diferentes concentragdes de tiamina (a) 0,0; (b) 5,0x107°; (c) 1,0x10"
% (d) 1,5x10™%; (e) 1,9x10™; () 2,4x10™%; (g) 2,9x10%; (h) 3,4x10™ e
() 3,8x10* mol L™ em solugao tampao pH 12, Amp =100 mV e v =
20mVs'a25 °C.
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5.3.2.6 — Determinacao de tiamina em formulacdes farmacéuticas

O teor de tiamina foi determinado nas seguintes formulagdes
farmacéuticas: Citoneriu e Complexo B. O método utilizado para a determinacdo de
tiamina foi o das adi¢cdes sucessivas de padrdo. Os anexos 5 e 6 mostram um dos
voltamogramas obtidos para a determinacédo de tiamina nas formulagdes e a curva
obtida pelo método de adigao padrao, respectivamente. A Tabela 5.19 apresenta os
resultados obtidos no estudo de adigao e recuperacédo de tiamina em triplicata para
trés amostras contendo tiamina em trés concentracdes (1,3x10™; 2,5x10* e 3,7x10™
mol L'1). Foram obtidas recuperacdes entre 96,0 a 107%, indicando assim que nao
houve efeito da matriz da amostra nessas determinagdes voltamétricas. A Tabela
5.20 apresenta os resultados obtidos dos teores de tiamina (mg L' da amostra)
determinados pelo método voltamétrico (adigdo multipla de padrdo) e por
fluorimetria'®. Aplicou-se o teste t pareado entre o método proposto e método
padréo, (texp. = 0,59 menor que o valor tgitico. = 2,77 (complexo B) e texpa95% = 0,77
menor que o valor tap.agsw = 2,77 (citoneurim)), portanto, os resultados da
determinacdo de tiamina obtidos por voltametria de pulso diferencial (DPV) e
fluorimétrico ndo apresentaram diferengas significativas, com nivel de confianga de

95%, além disso, apresentam um intervalo de erro relativo aceitavel.

131



Tabela 5.19 — Estudo da adigdo e recuperagdo de vitamina B¢ (tiamina) em trés
concentragcdes de padrao, usando o método voltamétrico

Valor adicionado x  Valor encontrado x Recuperacao

Amostra 10* (mol L) 10* (mol L™) (%)

1,3 1,340,2 100

Complexo B (injetavel) 25 2,6+0,2 104
3,7 3,740,1 100

1,3 1,4+0,2 107

Citoneurim (injetavel) 2,5 2,4+0,1 96,0
3,7 3,740,1 100

Tabela 5.20 — Determinacédo de tiamina em formulagbes farmacéuticas usando o
meétodo espectrofluorimétrico e voltamétrico.

Tiamina (mg/L)

Amostras Valor fluorimétrico DPV E+1(%) E2(%)
rotulado
Complexo B (injetavel) 21,6 21,3+0,3 21,1£0,1 -2,31 -0,93
Citoneurim (injetavel) 33,3 33,2+0,2 33,140,2 -0,60 -0,60
n=>5

E+ = erro relativo = método por voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. valor

rotulado
E, = erro relativo = método por voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. método

espectrofluorimétrico
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5.4 — Estudo do comportamento voltamétrico do EPC/CoPc na

presencga de vitamina Bg (piridoxina)

5.4.1 — Medidas ciclovoltamétricas

Os voltamogramas ciclicos (CV) obtidos com o EPC (curvas a e c) e
EPC/CoPc (curvas b e d) na auséncia (curvas a e b) e na presenga de piridoxina
1%x107 mol L (curvas c e d) e em solugao tampéao pH 12, estdo apresentados na
Figura 5.40. Pode-se observar que os ciclovoltamogramas empregando-se o EPC
(curva a) e EPC/CoPc (curva b), na auséncia de piridoxina, ndo apresentaram
nenhum pico voltamétrico significativo. Entretanto, os voltamogramas ciclicos sobre
o EPC (curva c) e EPC/CoPc (curva d), na presenca de piridoxina 1x10 mol L™ em
solucao tampao pH 12, apresentaram picos anddicos préximo a 0,64 e 0,60 V vs
Ag/AgCl, respectivamente. Pode-se observar que o EPC/CoPc apresentou um
comportamento tipico de um processo irreversivel'’', bem como um aumento
acentuado na magnitude da corrente e um deslocamento de potencial de 40 mV
para potenciais mais negativos quando comparado com o EPC n&o modificado.
Esses resultados indicam que EPC/CoPc apresenta excelente atividade
eletrocatalitica para oxidacdo de piridoxina. Resultados semelhantes foram
apresentados por CHEN et al.'® na determinacéo de vitamina Bs em formulagées
farmacéutica por eletroforese com deteccao eletroquimica empregando um eletrodo
de carbono. De acordo com esses autores, o pico de oxidacdo observado € devido,

provavelmente, a oxidagao do grupo hidroxila da piridoxina (ver Figura 3.4).
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Figura 5.40 — Voltamogramas ciclicos empregando-se o EPC (curvas a e c) e
EPC/CoPc (curvas b e d) na auséncia (curvas a e b) e na presenca
de piridoxina 1x10™ mol L™ (curvas c e d) em solugéo tamp&o pH 12,
saturado com Np, v =100 mV s a 25 °C.
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6.4.1.1 — Efeito da composicao da pasta de carbono e pH da solugcao

sobre a resposta voltamétrica do EPC modificado com CoPc

O efeito da composi¢ao da pasta de carbono contendo 70, 65, 55 e 45
%m/m de po6 de grafite, 25 %m/m de parafina e 5, 10, 20 e 30 %m/m de CoPc,
respectivamente, sobre a resposta voltamétrica dos EPC/CoPc para uma solugéo de
piridoxina 1,0x10'3 mol L'1, sob uma velocidade de varredura de potencial de 100 mV
s'1, saturada com Nj, também foi investigado. A Tabela 5.21 apresenta a
dependéncia da corrente de pico anddica obtida com EPC/CoPc em fungao de sua
composi¢cado. Observou-se que um aumento da concentracdo de CoPc de 5 a 20
%m/m na pasta de carbono, levou a um aumento na magnitude corrente de pico
anddica. Para concentragdes de 30 %m/m de CoPc na pasta de carbono obteve-se
um decréscimo da corrente de pico anddica, devido a um aumento da resisténcia
O6hmica da pasta de carbono causado pela diminuigdo do teor de grafite na mesma.
Sendo assim, selecionou-se uma composi¢do de 55 %m/m de p6 de grafite, 25
%m/m de parafina e 20 %m/m de CoPc para o trabalho posterior.

A piridoxina apresenta duas constantes de ionizagao acida (pKaq= 5,00
e pKay= 8,96). Sendo assim, o estudo do efeito do pH sobre a resposta voltamétrica
€ de extrema importancia. Nesse trabalho estudou-se o efeito do pH entre 7 a 13
sobre a magnitude da corrente de pico e potencial de pico para solugao de piridoxina
1,0x10° mol L™ empregando o EPC modificado com 20 %m/m de CoPc. A Figura
5.42 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos para esse analito em diferentes
solugdes tampé&o. Pode-se observar que tanto o potencial de pico quanto a corrente
de pico sao dependentes do pH. Houve um aumento na magnitude da corrente de

I1 06

pico anodico com o aumento do pH. De acordo com TEIXEIRA et al™™>, esse

decréscimo da corrente de pico com a diminuicdo do pH da solugao é devido a
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formacgao da piridoxina acida. Assim é esperado que em uma solugao fortemente
alcalina a piridoxina apresente-se na forma aniénica devido a desprotonagdo do
grupo —OH ligado ao anel piridinico e em meio acido esteja na forma catiénica, uma
vez que o atomo de nitrogénio do anel piridinico € protonado. Além disso, o potencial
de pico apresentou um deslocamento de potencial para potenciais mais negativos
com aumento do pH. Sendo assim, para o desenvolvimento deste trabalho foi
selecionado o pH 12 por apresentar perfis voltamétricos melhores definidos, além de

maiores sensibilidade e precisao.

Tabela 5.21 — Efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta
voltamétrica do EPC/CoPc para a solugao piridoxina 1,0x10™ mol L’
' em solugdo tampao pH 12, saturado com No, v =50 mV s a 25

°C.

Composigao Ipa Epa
grafite/parafina/CoPc % (m/m) (LA) (V)
75/25/0 1,7 0,61

70/25/5 15,0 0,63

65/25/10 24,8 0,60

55/25/20 35,0 0,60

45/25/30 10,0 0,61

136



60 —
50
40—-
30—-

20 +

1/uA

10 H

-10

-20 4

-30 4

I T I T I T I T I
-1000 -500 0 500 1000
E / mV vs. Ag/AgCI

Figura 5.42 — Efeito da concentracdo hidrogeniénica (pH) sobre a resposta
ciclovoltamétrica do EPC/CoPc para a solucéo de piridoxina 1x107
mol L' em pH 12, saturada com N2, v =50 mV s a 25 °C.
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5.4.1.2 — Efeito da velocidade de varredura de potencial sobre a

resposta voltamétrica do EPC/CoPc

Voltamogramas ciclicos registrados a diferentes velocidades de
varreduras de potencial para a reacdo de oxidagao de piridoxina sobre o EPC/CoPc
em uma solugao tampao pH 12 estao apresentados na Figura 5.43. Uma analise dos
ciclovoltamogramas apresentados nessa figura mostra que ha um aumento do sinal
analitico (correntes anddicas) com o aumento da velocidade de varredura de
potencial. Além disso, para velocidade de varredura de potenciais acima de 150 mV
s™ os perfis dos voltamogramas ficaram comprometidos. Sendo assim, optou-se em
usar a velocidade de varredura de potencial de 100 mVs™' nas medidas voltamétricas
empregando-se o EPC/CoPc para a determinagao de piridoxina.

A Figura 5.44 mostra que ha uma relacao linear entre os potenciais de
pico anddico (Epa) com o logaritmo da velocidade de varredura de potencial (log v). A
equagdo de regressao linear obtida foi Eps = 656,41 + 36,56 (log v), com coeficiente
de correlagao (r) de 0,9909. Ademais, ha uma dependéncia linear da corrente de
pico (Ipa) com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (v'"?) (Figura
5.45). A equacgdo de regressao linear obtida foi de I, = -0,11 + 117,04 v'”?. Essas
caracteristicas sdo de um processo eletroquimico irreversivel e com controle
difusional”""? o que estd em consonancia com estudos de HERNANDEZ et al.'”’

para determinacgao piridoxina empregando-se o eletrodo de carbono vitreo.
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Figura 5.43 — Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de
varreduras de potencial para a reacdo de oxidagcdo de piridoxina
1,010 empregando-se o EPC/CoPc em uma solugado tampéao pH
12, saturado com Noa.
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Figura 5.44 — Grafico da dependéncia de potencial de pico com o logaritimo da
velocidade de varredura de potencial para a oxidagéo de piridoxina
1x10° mol L', em solugdo tampao pH 12, sobre o EPC/CoPc.
Dados extraidos da Fig. 5.43.
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Figura 5.45 — Grafico da dependéncia da corrente de pico com raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial para a oxidagdo de piridoxina
1x107 mol L™, em solugao tamp&o pH 12, sobre o EPC/CoPc. Dados
extraidos da Fig. 5.43.
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5.4.1.3 — Estudo da repetibilidade do EPC/CoPc

A repetibilidade da superficie do EPC/CoPc foi realizada em uma
solugdo tampao pH 12 contendo piridoxina 1,0x10 mol L™ para 10 determinacgées
consecutivas. Todas as determinagdes foram estudadas com a mesma superficie do
eletrodo, ndo sendo necessario renovar eletroquimicamente a superficie do mesmo.

A Tabela 5.22 apresenta os valores de correntes de pico anddica (Ipa), potencial de

pico anddico (Epa), valores de Ip, € Epa € seus respectivos desvios padréo relativos

(RSD). Os valores de Ip, € Epa obtidos foram 32,0 + 0,9 € 611 + 0 com RSD de 2,7%

e 0,0, respectivamente. O eletrodo apresentou uma boa repetibilidade a um nivel de
confianca de 95% e desvio padréao relativo aceitavel.

O estudo da repetibilidade entre trés eletrodos de EPC/CoPc foi
realizado empregando-se solugéo de piridoxina 1,0x10° mol L' em solucédo tampao
(pH 12). Para cada medida voltamétrica , com cada eletrodo, a superficie do mesmo
era renovada, lixando-a sobre um papel sufite. A Tabela 5.23 apresenta os valores
de Ip,, da oxidagao de piridoxina sobre cada eletrodo EPC/CoPc construidos, bem
como, o valor da Ip,, De acordo com a andlise de variancia'?''?2 (ANOVA), pode-se
calcular se os valores das médias das correntes de pico dos eletrodos (EPC/CoPc)
construidos apresentam diferencas significativas. O valor calculado de Fexperimentar TOI
de 1,43 menor que o valor de Fiic igual a 3,885. Portanto, os valores das correntes
de pico de cada EPC/CoPc nao apresentaram diferengas significativas, logo os

EPC/CoPc apresentaram boa repetibilidade, a um nivel de confianga de 95%.
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Tabela 5.22 — Estudo da repetibilidade do EPC/CoPc, em solugdo tampéo pH 12,

contendo piridoxina 1x10™ mol L.

Replicatas Ioa/ pA Epa (MV) vs. Ag/AgClI

1 33,9 611

2 32,6 611

3 32,4 611

4 32,2 611

5 32,0 611

6 31,6 611

7 31,5 611

8 31,2 611

9 31,2 611

10 31,0 611
Ipa=32,0+0,9 Epa=611+0
RSD =2,7% RSD = 0%

Tabela 5.23 — Estudo da repetibidade entre eletrodos do EPC/CoPc, em pH 12,

contendo piridoxina 1x10 mol L.

Superficies Ipa (LA) Ipa
1 33,9 32,6 32,4 32,2 32,0 32,6
2 32,9 32,8 32,6 32,6 29,5 32,1
3 33,2 33,0 29,9 29,8 29,8 31,1

Estimativa da variancia total entre eletrodos S% = 2,80 com 2 graus de liberdade
= 1,95 com 12 graus de

Estimativa da variancia total dentro do eletrodos Szd
liberdade
Feal = S%/S% = 1,43 < Fia = 3,885 (95% de confianga)
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5.4.1.4 — Curva analitica para EPC/CoPc

Apos otimizar as melhores condigbes de trabalho do EPC/CoPc (20
%m/m de CoPc, pH 12 e v = 100 mVs™), obteve-se voltamogramas ciclicos no
intervalo de potencial de —1,0 a 0,8 V vs. Ag/AgCIl, em solugdo tampédo pH 12
contendo diferentes concentragdes de piridoxina (Figura 5.46), a fim de se obter a
curva analitica do eletrodo desenvolvido. A Figura 5.47 apresenta a curva analitica
obtida com o EPC/CoPc. A equagdo da curva analitica obtida foi Ips = 3,4x10° +
0,04 [piridoxina] mol L™ para um intervalo de concentracédo de piridoxina de 5,0x10

a 9,8x10™ mol L™", com limite de detecgado de 4,7x10° mol L™,

5.4.1.5 — Estudos de Interferéncias em potencial

A influéncia de possiveis interferentes em potencial na resposta
voltamétrica do EPC/CoPc foi investigada. Para tal, medidas voltamétricas do
eletrodo foram realizadas em solugdes tampdes pH 12 contendo benzoato de sodio,
citrato de sodio, cafeina, frutose, glicose, sacarose, cianocobalamina, riboflavina nas
concentracdes 1,0x10™*; 5,0x10™ e 1,0x10™ mol L™ na presenca de solugdo padrio
de piridoxina 5,0x10'4 mol L. Entre as substancias testadas, somente frutose e
glicose causaram interferéncia significativa. Os voltamogramas ciclicos obtidos com
o EPC/CoPc na presenca de frutose e glicose apresentaram picos anddicos préximo
a 0,60, ou seja, no mesmo potencial de oxidagao de piridoxina sobre EPC/CoPc. No

entanto estas duas substancias ndo estavam presentes nas amostras analiticas.
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Figura 5.46 — Voltamogramas ciclicos obtidos com EPC/CoPc para diferentes
concentragdes de piridoxina ((a) 0,0; (b) 0,5; gc) 1,2; (d) 2,5; (e) 3,7;
(f) 5,0; (9) 6,2; (h) 7,4; (i) 8,6; (j) 9,8 x 10* mol L") em solugao
tampdo pH 12, v=100 mV s™ a 25 °C.
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Figura 5.47 — Curva analitica para piridoxina obtida com o EPC/CoPc em diferentes
concentragdes de piridoxina. Dados extraidos da Fig. 5.46.
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5.4.1.6 — Determinacao de piridoxina em formulagdes farmacéuticas

Objetivando-se avaliar o desempenho analitico do EPC/CoPc,
determinou-se o teor de piridoxina em formulagdes farmacéuticas (Dramin B,
Citoneriun, Complexo B). O método utilizado para a determinagao de piridoxina foi
de adi¢do sucessivas de padrdo. Os anexos 7 e 8 mostram um dos voltamogramas
obtidos para a determinacido de piridoxina em uma amostra e a curva obtida pelo
método de adicdo padrdo, respectivamente. A Tabela 5.24 ilustra os resultados
obtidos no estudo de adicdo e recuperacdo de piridoxina em ftriplicata para trés
amostras contendo cloridrato de piridoxina em trés concentragdes (1,3x10™; 2,5 x10°
* e 3,7x10™ mol L™). Foram obtidas recuperacdes entre 96,0% a 108 %. Indicando,
que nao houve efeito da matriz da amostra nessas determinagdes voltamétricas.

A Tabela 5.25 apresenta os teores de vitamina Bg encontrados em trés
formulacdes farmacéuticas comerciais empregando-se o método oficial'®®, o
procedimento proposto e também os valores rotulados. Aplicou-se o teste t pareado
entre o método padrdo e método proposto, (texp. = 0,38 menor que o valor tgitico =
4,30), portanto, os resultados da determinacéo de piridoxina obtidos por voltametria
ciclica (CV) e espectrofotométrico ndo apresentaram diferengas significativas, com
nivel de confianga de 95%, além disso, apresentam um intervalo de erro relativo

aceitavel.
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Tabela 5.24 — Estudo da adicdo e recuperacdao de vitamina Bg (cloridrato de
piridoxina) em trés concentragdes padréo diferentes, usando o
meétodo voltamétrico.

Valor adicionado x  Valor encontrado x Recuperacao
Amostra 10* (mol L) 10* (mol L) (%)
1,3 1,3+0,3 100
Complexo B 2,5 2,6+0,2 104
(injetavel)
3,7 36+04 97,3
1,3 1,4+0,7 108
Citoneurim 2,5 2,6 +0,5 104
3,7 3,605 97,3
1,3 1,4+0,2 108
Dramin 2,5 24+0,3 96,0
3,7 3,6t0,3 97,3
n=>5
Tabela 5.25 - Determinagdo de cloridrato de piridoxina em formulagdes
farmacéuticas usando o método espectrofotométrico e
voltamétrico.
Cloridrato de piridoxina (mg/g) ou (mg/L)
Amostras Valor Espectrof. Cv E1(%) E2(%)
rotulado
Complexo B 50 49,4+0,2 48,9+0,2 22 1,0
(injetavel)
citoneurim (injetavel) 33 30,6+0,1 31,0+0,2 -6,1 1,3
Dramin 10 10,440,2 10,8+0,4 8 3,8
n=>5

E+ = erro relativo = método voltamétrico (CV) vs. valor rotulado
E, = erro relativo = método voltamétrico (CV) vs. método espectrofotométrico
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5.4.2 — Medidas voltamétricas de pulso diferencial

A determinagao de piridoxina também foi investigada por voltametria de
pulso diferencial (DPV). A Figura 5.48 ilustra os voltamogramas de pulso diferencial
obtidos com o EPC (curvas a e c) e EPC/CoPc (curvas b e d), em solugao tampao
pH 12, na auséncia (curvas a e b) e presencga de piridoxina 5x10 mol L' (curvas c e
d) em solucao tampéao pH 12. Pode-se observar que os DPV sobre o EPC (curva a)
e EPC/CoPc (curva b), na auséncia de piridoxina, ndo apresentaram nenhum pico
voltamétrico significativo. Entretanto, os DPV obtidos sobre o EPC/CoPc (curva c),
na presenca de piridoxina 5x10* mol L' em solugédo tampao pH 12, apresentou um
pico anodico, bem definido, em potenciais proximos a 0,55 V vs. Ag/AgCl, bem como
um aumento acentuado na magnitude de corrente quando comparado com EPC nao
modificado (curva d), nas mesmas condicdes. Esses resultados indicam que
EPC/CoPc apresenta excelente atividade eletrocatalitica para oxidagcdo de

piridoxina.
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Figura 5.48 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o EPC (curvas a e c)
e EPC/CoPc (curvas b e d), em solugao tampéao pH 12, na auséncia
(curvas a e b) e presencga de piridoxina 5x10™* mol L (curvasc e d).
Amplitude de pulso 100 mV e velocidade de varredura de potencial
20mVs™.
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5.4.21 — Efeito da composicdo da pasta de carbono e pH sobre a

resposta voltamétrica de pulso diferencial do EPC/CoPc

A Tabela 5.26 apresenta o efeito da composi¢cao da pasta de carbono
contendo 70, 65, 55 e 45 %m/m de po6 de grafite, 25 %m/m de parafina e 5, 10, 20 e
30 %m/m de CoPc, respectivamente, sobre a resposta voltamétrica de pulso
diferencial do EPC/CoPc para uma solucdo de piridoxina 5x10™ mol L™, sob uma
amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de varredura de potencial de 20 mV s™.
Pode-se observar as mesmas consideracdes obtidas para oxidagao de piridoxina por
voltametria ciclica, ou seja, 0 aumento do teor de 5 a 20 %m/m de CoPc na pasta de
carbono levou a um aumento do sinal analitico de 14+1 a 5+1 pA, devido
provavelmente ao aumento da resisténcia da pasta de carbono. Para a composicao
contendo 30 %m/m de CoPc houve um decréscimo da corrente de pico, devido
provavelmente ao aumento da resisténcia da pasta de carbono. Desta forma, para
os estudos posteriores foi selecionado um EPC modificado com 20 %m/m de CoPc.

O efeito do pH sobre o potencial de pico e corrente de pico para a
oxidacdo de piridoxina sobre o EPC/CoPc no intervalo de pH 6 a 13, também foi
investigado e os resultados estdo apresentados na Figura 5.49. Pode-se observar
que tanto o potencial de pico quanto a corrente de pico sdo dependentes do pH. O
potencial de pico apresentou um deslocamento de potencial para potenciais
menores € aumento das correntes de picos com o aumento do pH. Estes resultados
estdo em concordancia com os apresentados por voltametria ciclica. Dando
continuidade aos estudos da determinacdo de piridoxina em formulacdes

farmacéuticas foi selecionado o pH 12.
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Tabela 5.26 — Efeito da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta
voltametrica dos EPC/CoPc para a solucdo piridoxina 5,0x10™ mol
L™ em solucdo tampao (pH 12) sob uma amplitude de pulso de 100
mV e velocidade de varredura de potencial de 20 mV s™.

Composicao Ipa Epa
grafite/parafina/CoPc % (m/m) (uA) (mV)
75/25/0 14+1 570+1
70/25/5 54+1 560+1
65/25/10 56+2 550+1
55/25/20 58+1 550+1
45/25/30 2542 570+1
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Figura 5.49 — Efeito da concentragdo hidrogeniénica (pH) sobre a resposta
voltamétrica do EPC/CoPc para a solugdo de piridoxina 1,0x107
mol L, sob uma amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de
varredura de potencial de 20 mV s™.
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5.4.2.2. Estudo da influéncia da velocidade de varredura de potencial e
amplitude de pulso sobre a corrente de pico da oxidagao de piridoxina
sobre EPC/CoPc.

A corrente de pico é dependente da velocidade de varredura de
potencial (v) e amplitude de pulso (Amp.). A Figura 5.50 mostra a variagado da
corrente de pico com a velocidade de varredura de potencial. Pode-se observar que
a corrente de pico aumenta com aumento da velocidade de varredura de potencial
de 5 a 20 mV s”'. Além disso, como pode ser observado que a velocidade de
varredura de potencial pouco afetou o potencial de pico de oxidagao de piridoxina
sobre o EPC/CoPc.

A Figura 5.51 apresenta o efeito da amplitude de pulso sobre a
corrente de pico e potencial de pico para a reagao de oxidacao de piridoxina sobre o
EPC/CoPc. Observou-se que a magnitude da corrente de pico aumentou com o
aumento da amplitude de pulso de 25 a 125 mV. Além disso, um aumento na largura
de pico, bem como um deslocamento de potencial de pico para potenciais menores
foram obtidos ao aumentar-se a amplitude de pulso de 25 a 125 mV.

A partir dos resultados apresentados nas Figs. 5.50 e 5.51, optou-se
em trabalhar com uma velocidade de varredura de potencial de 20 mV s e

amplitude de pulso de 100 mV.
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Figura 5.50 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes velocidades
de varredura de potencial (5; 10 e 20 mV s™), para a oxidacdo de
piridoxina sobre EPC/CoPc em solugédo tampao (pH 12,0), saturada
com Ny, amplitude de pulso de 100 mV a 25 °C.
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Figura 5.51 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em diferentes amplitudes
de pulso ((a) 25; (b) 50; (c) 75; (d) 100 e (e) 125 mV), para a
oxidacdo de piridoxina sobre EPC/CoPc em solugdo tampao (pH
12,0), saturada com Ny, v =20 mV s a 25 °C.
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5.4.2.3 Estudo de repetibilidade do EPC/CoPc

O estudo da repetibilidade do EPC/CoPc foi realizado em uma solugao
tampado pH 12,0 contendo piridoxina 5x10* mol L' empregando-se o EPC
modificado com 20 %m/m de CoPc. Observou-se um ligeiro decréscimo da corrente
de pico, sem a renovacao da superficie do eletrodo (EPC/CoPc), a cada
voltamograma de pulso diferencial registrado sendo que RSD foi de 6,2%. A fim de
melhorar a repetibilidade do eletrodo modificado nas medidas voltamétricas, a
superficie do eletrodo modificado foi renovada eletroquimicamente, apds cada
voltamograma ciclando o potencial do eletrodo no intervalo de —1,0 a 0,0 V vs
Ag/AgCl. Esse tratamento eletroquimico deve ter removido possiveis espécies
adsorvias na superficie do mesmo. A Tabela 5.27 apresenta os valores de correntes
de pico anddica (Ipa) e potencial de pico anddico (Epa) para 10 voltamogramas de
pulso diferencial do EPC/CoPc na presenca de piridoxina 5x10™* mol L' em solucéo
tampéo pH 12,0, saturada com N,. Os valores de corrente pico anddica média e
potencial de pico anodico médio obtidos foram 54,5+ 0,4 e 606+2 e seus respectivos
desvio padrao relativo (RSD) de 1,1% e 0,5%. Pode-se assim concluir que esse

eletrodo (EPC/CoPc) apresentou boa repetibilidade a um nivel de confianga de 95%.
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Tabela 5.27 — Estudo de repetibilidade do EPC/CoPc, na presenga de piridoxina
5x10* mol L™ em solugdo tampao pH 12,0, saturada com N

Replicatas loal LA Epa (mV) vs. Ag/AgCI

1 55,2 602

2 55,0 602

3 55,0 603

4 54,6 604

5 54,9 604

6 54,8 608

7 54,8 608

8 53,7 608

9 53,7 610

10 53,6 610
L. =54,5+0,4 Epa =606 £2,3
RSD =1,1% RSD = 0,5%

5.4.2.4. Curva analitica do EPC/CoPc

Realizaram-se medidas por DPV no intervalo de 0,2 a 0,8 V vs.Ag/AgCl
em pH 12 contendo diferentes concentragdes de piridoxina (Figura 5.52), a fim de se
obter a curva analitica do eletrodo desenvolvido. Para cada medida voltameétrica de
pulso diferencial a superficie do eletrodo foi renovada eletroquimicamente, varrendo
o potencial no intervalo de —1,0 a 0,0 V, a fim de remover possiveis espécies
adsorvidas na superficie do eletrodo. A Figura 5.53 apresenta a curva analitica
obtida. A equacdo da curva analitica obtida foi Ips = 8,3x10” + 9,8x10 [piridoxina]
mol L™ para um intervalo de concentragdo de piridoxina de 5,0x10° a 3,4x10™ mol L~

' com limite de deteccéo de 1,3x10° mol L.
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Figura 5.52 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com EPC/CoPc para
diferentes concentracdes de piridoxina (a) 0,0; (b) 5,0x107°; (c)
1,0x10%; (d) 1,5x10™%; (e) 2,0x10™; (f) 2,4x10™; (g) 2,9x10™* e (h)
3,4x10™ mol L™ em solucdo tampao pH 12, Amp 100 mV e v = 20
mVs™' a 25 °C.
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Figura 5.53 — Curva analitica empregando-se o EPC/CoPc por DPV no intervavalo
de concentragdo de piridoxina de 5,0x10° a 3,4x10™ mol L. Dados
extraidos da Fig. 5.52.

5.4.2.6 — Determinacgao de piridoxina em formulagdes farmacéuticas
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Objetivando-se avaliar o desempenho analitico do EPC/CoPc,
determinou-se o teor de piridoxina em formulagdes farmacéuticas (Dramin B,
Citoneriun, Complexo B). O método utilizado para a determinagao de piridoxina foi
de adicdo sucessivas de padrdo. A Tabela 5.28 ilustra os resultados obtidos no
estudo de adicdo e recuperagao de piridoxina em triplicata para trés amostras
contendo cloridrato de piridoxina em trés concentracdes (1,3x10™; 2,5x10™ e 3,7x10°
* mol L™"). Foram obtidas recuperagées entre 94,6 a 108%, indicando assim que néo
houve efeito da matriz da amostra nessas determinagdes voltamétricas.

A Tabela 5.29 apresenta os teores de vitamina Bg encontrados em trés

formulagdes farmacéuticas comerciais empregando-se o método oficial’'®,

o
procedimento proposto e também os valores rotulados. Aplicou-se o teste t pareado
entre o método padrdo e método proposto, (texp. = 0,93 menor que o valor tgitico. =
4,30), portanto, os resultados da determinacéo de piridoxina obtidos por voltametria
de pulso diferencial (DPV) e espectrofotométrico ndo apresentaram diferengas

significativas, com nivel de confiangca de 95%, além disso, apresentam um intervalo

de erro relativo aceitavel.
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Tabela 5.28 — Estudo da adicdo e recuperacdao de vitamina Bg (cloridrato de
piridoxina) em trés concentragdes padréo diferentes, usando o
meétodo voltamétrico

Valor adicionado x ~ Valor encontrado x Valor
Amostra 10* (mol L) 10* (mol L) Recuperado (%)
1,3 1,4+ 0,1 108
Complexo B 2,5 2,6+0,3 104
(injetavel) 3,7 3,6+0,2 97,3
1,3 1,3+£0,3 100
citoneurim 2,5 2,4+0,3 104
3,7 39+0,2 105
1,3 1,3+0,3 100
Dramin 25 25+0,2 100
3,7 35+0,3 94,6
n=5
Tabela 5.29 - Determinacdo de cloridrato de piridoxina em formulagdes
farmacéuticas wusando o método espectrofotométrico e
voltamétrico.
Cloridrato de piridoxina (mg/g) ou (mg/L)
Amostras Valor Espectrof. DPV E1(%) E2(%)
rotulado
Complexo B (injetavel) 50 49,4+0,2 49,6+0,2 -08 04
citoneurim (injetavel) 33 30,6+0,1 31,5+0,3 -4,5 2,9
Dramin 10 10,4+40,2 10,2+0,1 20 19
n=>5

E+ = erro relativo = método por voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. valor
rotulado

E, = erro relativo = método por voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. método
espectrofotométrico
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5.5 — Determinacao simultanea de vitamina B, (tiamina) e vitamina

Bs (piridoxina)

A determinagao simultanea de vitamina B4 e Bg também foi investigada
por voltametria de pulso diferencial, uma vez que os potenciais de pico de oxidagao
da vitamina B4 (-0,13 V) e vitamina B (0,55V), sdo bem distintos. Apds otimizar as
melhores condi¢cdes de trabalho para o eletrodo de pasta de carbono modificado
(CoPc 20 Y%om/m, pH = 12, amplitude de pulso de 100 mV e velocidade de varredura
de potencial de 20 mV s™), realizou-se medidas voltamétricas de pulso diferencial no
intervalo de -0,4 a 0,8 V vs. Ag/AgCl em diferentes concentragdes de tiamina e
piridoxina simultaneamente (Figura 5.54), a fim de se obter a equacédo da curva
analitica do eletrodo modificado desenvolvido. Para cada medida voltamétrica de
pulso diferencial a superficie do eletrodo foi renovada eletroquimicamente, varrendo
o potencial no intervalo de -1,0 a -0,4 V vs. Ag/AgCl, a fim de remover possiveis
espécies adsorvidas na superficie do eletrodo. As equacgdes das curvas analiticas
obtidas foram Ips = -5,5x107 + 3,9x107 [tiamina] mol L™ (r = 0,9955), com limite de
deteccdo de 8,4x10° mol L™ e Ips = -1,0x10° + 3,1x107 [piridoxina] mol L (r =
0,9907), com limite de deteccdo de 1,5x10° mol L’, para um intervalo de

concentracdo de piridoxina e tiamina simultanea de 1,0x10*a 7,4x10™* mol L™
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Figura 5.54 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com EPC/CoPc para
diferentes concentracbes de tiamina e piridoxina simultdnea 0,0;
1,0x10%; 1,9x10™%; 2,9x10™; 3,8x10™; 4,7x10™* 5,6x10™; 6,5x10* e
7,4x10* mol L™ em solugéo tampao pH 12, Amp = 100 mV e v = 20
mV s a 25 °C.
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5.5.1 — Determinacido simultdnea de tiamina e piridoxina em

formulacdes farmacéuticas

Os teores de tiamina e piridoxina foram determinados simultaneamente
nas seguintes formulagcdes farmacéuticas: citoneurim e Complexo B. O método
utilizado para determinacao de tiamina e piridoxina simultdnea foi o das adicdes
sucessivas de padrdao. Os anexos 9, 10 e 11 mostram um dos voltamogramas
obtidos para a determinacao de tiamina e piridoxina simultdnea nas formulagdes e a
curva obtida pelo método de adi¢cao padrao, respectivamente. As Tabelas 5.30 (A) e
(B) apresentam os resultados obtidos dos teores de tiamina e piridoxina (mg L™ da
amostra) determinados pelo método voltamétrico (adicdo multipla de padrao),
espectrofluorimétrico’  (tiamina) e  espectrofotométrico’®®  (piridoxina),
respectivamente. Aplicou-se o feste t pareado entre os meétodos propostos e
métodos padrdes, respectivamente, (texp = 1,39 menor que o valor teiico = 2,26
(tiamina) e texp. = 2,24 menor que o valor tuiico = 2,26 (piridoxina)), portanto, os
resultados da determinacao de tiamina obtidos por voltametria de pulso diferencial
(DPV) e espectrofluorimétrico e a determinacdo de piridoxina por DPV e
espectrofotométrico nao apresentaram diferengas significativas, com nivel de

confianga de 95%. Além disso, apresentaram um intervalo de erro relativo aceitavel.
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Tabela 5.30 (A) — Determinacgao de tiamina em formulagées farmacéuticas usando
o método espectrofluorimétrico e voltamétrico (DPV).

tiamina (mg L)

Amostras Valor fluorimétrico DPV  E1(%) E2(%)
rotulado
Complexo B 21,6 21,3+0,2  22,1+0,7 2,3 3,8
(injetavel)
Citoneurim 33,3 32,6+0,1 33,0+1,0 -0,9 1,2
(injetavel)
n=>5

E+ = erro relativo = método por voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. valor
rotulado

E, = erro relativo = método por voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. método
espectrofluorimétrico

Tabela 5.30 (B) — Determinacao de piridoxina em formulagdes farmacéuticas usando
o método espectrofotométrico e voltamétrico (DPV).

piridoxina (mg L")

Amostras Valor Espectrof. DPV  E1(%) E2(%)
rotulado
Complexo B 25,0 24.9+0,3  25,3+0,7 1,2 1,6
(injetavel)
Citoneurim 33,3 33,2+0,2  33,5+0,4 0,6 0,9
(injetavel)
n=>5

E+ = erro relativo = método por voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. valor
rotulado

E, = erro relativo = método por voltametria de pulso diferencial (DPV) vs. método
espectrofotométrico
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CAPITULO VI

CONCLUSOES
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Algumas conclusdes ja foram apresentadas no capitulo V, apds cada
estudo realizado.

Os eletrodos de pasta de carbono modificados com ftalocianinas de
cobalto (EPC/CoPc) propostos neste trabalho sao de facil construgdo, possuem
baixo custo, boa sensibilidade e baixo tempo de resposta, podendo ser utilizados
como sensores para a determinagao de hidrazina em aguas de caldeira, dopamina,
vitamina B e vitamina Bs em amostras de produtos farmacéuticos comercias.

Os analitos estudados foram determinados por voltametria ciclica e
voltametria de pulso diferencial. A técnica de voltametria de pulso diferencial
apresentou-se muito mais sensivel do que a voltametria ciclia.

O eletrodo de pasta de carbono modificado com ftalocianina de cobalto
apresentou excelente atividade eletrocatalitica, tanto do ponto de vista de
deslocamento de potencial inicial de reagdo quanto das magnitudes de correntes
obtidas, quando comparados com o do eletrodo de pasta de carbono n&o
modificado, para todas as reagdes estudadas.

Para as determinacdes dos analitos estudados a melhor resposta
voltamétrica foi obtida para o eletrodo de pasta de carbono modificado com 55
%m/m de po6 de grafite, 25 %m/m de parafina e 20 %m/m de ftalocianina de cobalto
apresentando uma boa repetibilidade entre as superficies, a um nivel de confiancga
de 95%.

Para a determinacdo de hidrazina por voltametria ciclica e voltametria
de pulso diferencial o EPC/CoPc apresentou uma resposta linear de 1,3x10™ a
9,8x10™* mol L™, com limite de deteccado de 3,0x10° mol L™ e 5,0x10™° a 7,4x10™ mol
L™ com limite de detecgdo de 2,3x10° mol L, respectivamente. A melhor resposta
voltamétrica foi obtida em solugdo de NaOH 0,1 mol L. Nenhum dos cations

investigados (K*, Na*, Ca*, Mg?, Al**, Pb®** e Zn®") apresentou interferéncia na
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resposta voltamétrica. A quantificacdo de hidrazina em aguas de caldeiras
utiizando o EPC/CoPc apresentou resultados concordantes com o método
espectrofotométrico com um intervalo de erro relativo aceitavel.

A determinagdo de dopamina por voltametria ciclica e voltametria de
pulso diferencial o EPC/CoPc apresentou uma resposta linear de 1,3x10° a 2,8x10™
mol L™", com limite de detecgdo de 1,0x10° mol L™'e 5,0x10° a 9,8x10° mol L', com
limite de deteccdo de 1,4x10° mol L', respectivamente. A melhor resposta
voltamétrica foi obtida em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 4,0). A
quantificacdo de dopamina em formulagdes farmacéuticas utilizando o EPC/CoPc
apresentou resultados concordantes com o método espectrofotométrico com um
intervalo de erro relativo aceitavel.

A determinagdo de tiamina (vitamina B;) por voltametria de pulso
diferencial empregando-se o EPC/CoPc apresentou uma resposta linear de 5,0x107°
a 3,8x10™ mol L', com limite de detecgdo de 2,5x10™ mol L™ A melhor resposta por
voltametria de pulso diferencial foi obtida em uma solugdo tampao (pH 12,0).
Nenhuma das substancias investigadas como possiveis interferentes (benzoato de
sédio, citrato de sddio, cafeina, frutose, glicose, sacarose, cianocobalamina,
riboflavina) causaram interferéncia significativa. A quantificacdo de tiamina em
formulagdes farmacéuticas utilizando o EPC/CoPc apresentou resultados
concordantes com o método espectrofluorimétrico da Farmacopéia Brasileira com
um intervalo de erro relativo aceitavel.

A determinacédo de piridoxina (vitamina Bg) por voltametria ciclica e
voltametria de pulso diferencial empregando-se o EPC/CoPc apresentou uma
resposta linear de 5,0x10™ a 9,8x10™ mol L', com limite de deteccdo de 4,7x10° mol
L' e 5,0x10° a 3,4x10™* mol L, com limite de deteccdo de 1,3x10° mol L™,

respectivamente. A melhor resposta voltamétrica foi obtida em uma solucédo tampéao
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pH 12,0. Entre as substancias testadas (benzoato de sdédio, citrato de sddio,
cafeina, frutose, glicose, sacarose, cianocobalamina e riboflavina), somente frutose
e glicose causaram interferéncia significativa. Os voltamogramas ciclicos obtidos
com o EPC/CoPc na presencga de frutose e glicose apresentaram picos anddicos
proximo a 0,60, ou seja, no mesmo potencial de oxidagcdo de piridoxina sobre
EPC/CoPc. No entanto estas duas ultimas substancias ndo estavam presentes nas
amostras analiticas. A quantificagdo de piridoxina em formulacbes farmacéuticas
utilizando o EPC/CoPc apresentou resultados concordantes com o método
espectrofotométrico com um intervalo de erro relativo aceitavel.

O EPC/CoPc também apresentou resposta voltamétrica na
determinacao de simultanea de vitamina B4 e Bg por voltametria de pulso diferencial.
As curvas analiticas foram lineares no intervalo de concentracdo de tiamina de
1,9x10* a 7,4x10* mol L™, com limite de deteccdo de 8,4x10° mol L' e de 1,0x10* a
7,4x10 mol L', com limite de deteccdo de 1,5x10° mol L para piridoxina. Esse
eletrodo foi aplicado com sucesso na determinacdo desse analitos em amostras de

produtos farmacéuticos.
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CAPITULO VII

ALGUMAS PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS
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Durante o desenvolvimento do presente trabalho de doutorado,
surgiram algumas sugestbes de trabalhos que poderdo ser investigados
futuramente.

Estudar as propriedades redox da ftalocianina de cobalto imobilizada
na pasta de carbono, ou seja, obter maiores informagdes sobre os processos redox
envolvendo o metal central do complexo (cobalto). Determinar o niumero de elétrons
envolvidos no processo de oxi-redugdo do metal central, investigando-se a
dependéncia das correntes de pico anodica (Ipa) e catddica (Ipc) em fungdo da
velocidade de varredura de potencial e estudar a dependéncia destes processos
redox com o pH da solugéo.

Estudar as propriedades eletrocataliticas do eletrodo de pasta de
carbono modificadas com ftalocianinas de cobalto para as reacdes estudas
(oxidagdo de hidrazina, dopamina, tiamina e piridoxina) a fim de se obter
informagdes sobre 0 mecanismo destas reagdes.

O EPC/CoPc também pode ser empregado na determinagao
voltamétrica de adrenalina, L-dopa, dipirona, glicose, frutose e acido oxalico. Os
estudos preliminares realizados evidenciaram que o EPC/CoPc apresenta
propriedade eletrocatalitica para as reacdes de oxidagado dos analitos mencionados.

Estudar outros compostos derivados da ftalocianina e/ou porfirinas (eg.
ftalocianina de ferro (FePc), naftalocianina de cobalto (CoNPc), ftalocianina
tetrasulfonada de cobalto, porfirina de cobalto (CoP), tetrapiridilporfirina de ferro
(FeTPyP), entre outros).

Adaptacédo desses eletrodos amperomeétricos em sistema de analises

por inje¢cao em fluxo para a determinagao dos analitos de interesse.
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Anexo 1 — Voltamogramas ciclicos da determinagdo de hidrazina em aguas de
caldeira
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Anexo 2 — Determinacéo de hidrazina em aguas de caldeira pelo método de adigao
multipla de padréo.
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Anexo 3 — Voltamogramas ciclicos da determinacdo de dopamina em formulagao
farmacéutica
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Anexo 4 — Determinagédo de dopamina em formulagdo farmacéutica pelo método de
adicdo multipla de padrao
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Anexo 5 — Voltamogramas ciclicos da determinagdo de tiamina em formulagéo
farmacéutica
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Anexo 6 — Determinagao de tiamina em formulagdo farmacéutica pelo método de
adicdo multipla de padrao
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Anexo 7 — Voltamogramas ciclicos da determinacao de piridoxina em formulagao
farmacéutica
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Anexo 8 — Determinacao de piridoxina em formulacdo farmacéutica pelo método de
adicdo multipla de padrao
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Anexo 9 — Voltamogramas ciclicos da determinagcdo simultanea de tiamina e
piridoxina em formulagéo farmacéutica
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Anexo 10 — Determinacdo de tiamina em formulacdo farmacéutica pelo método de
adicdo multipla de padrao
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Anexo 11 — Determinagao de piridoxina em formulagao farmacéutica pelo método de
adicdo multipla de padrao
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