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Resumo

ELETRODOS VOLTAMETRICOS A BASE DE NANOTUBOS DE
CARBONO VERTICALMENTE ALINHADOS APLICADOS NA
DETERI\/IINAQAO DE ESTATINAS EM FORI\/IULACOES
FARMACEUTICAS E FLUIDOS BIOLOGICOS — Neste trabalho, a aplicacio
de eletrodos a base de um compdsito de nanotubos de carbono verticalmente
alinhados e oxido de grafeno (VACNT-GO, do inglés “Vertically Aligned
Carbon Nanotubes and Graphene Oxide”) como sensor eletroquimico para a
determinacdo de farmacos da classe das estatinas foi explorada. O composito de
VACNT-GO foi sintetizado empregando-se 0 método de deposicdo quimica de
vapor assistido por microondas (MWCVD, do inglés “Microwave Chemical
Vapour Deposition”) seguido de um tratamento por plasma de oxigénio.
Utilizando-se microscopia eletronica de varredura de alta resolucéo,
espectroscopia Raman e espectroscopia de fotoelétrons excitados por Raio-X,
foi possivel observar a exposicdo de folhas de grafeno funcionalizadas com
grupos oxigenados (6xido de grafeno) nas pontas dos VACNT ap0s o tratamento
por plasma de oxigénio. O teor de oxigénio aumentou de 4,9% para a amostra de
VACNT para 21,4% no caso da amostra de VACNT-GO. Além disso, a razdo
C:O foi igual a aproximadamente 1,5 para a amostra de VACNT-GO, em
concordancia com os teores previstos para 0xido de grafeno. Ademais, por meio
de medidas do angulo de contato com a agua destilada, foi notada uma mudanca
drastica da molhabilidade da superficie das amostras, passando de super-
hidrofébicas para os VACNT (angulo de contato = 157°) para super-hidrofilicas
para 0s VACNT-GO (angulo de contanto =~ 0°), potencializando a aplicacéo
eletroquimica do material em sistemas aquosos. A partir de estudos de
voltametria ciclica conduzidos para a sonda de hexacianoferrato (l11) de
potassio, foi diagnosticada uma area eletroativa equivalente a aproximadamente

80% da area geométrica e uma elevada constante de transferéncia heterogénea



Silva, T. A. Resumo Xiv

de elétrons (3,4 x 102 cm s ') para o eletrodo de VACNT-GO, mostrando o
bom desempenho eletroquimico do material eletrodico proposto. Em seguida,
métodos voltamétricos para a determinacdo das estatinas atorvastatina célcica
(ATOR) e rosuvastatina célcica (ROS) foram desenvolvidos. Utilizando-se a
técnica de voltametria adsortiva de redissolucdo anddica por pulso diferencial
(DPAJASV, do inglés “Differential Pulse Adsorptive Anodic Stripping
Voltammetry”) sob condi¢des otimizadas, a curva analitica construida para a
ATOR foi linear no intervalo de 9,0 x 10° a 3,8 x 10° mol L™, com um limite
de deteccdo de 9,4 x 10° mol L ™. No caso do farmaco ROS, a técnica de
voltametria adsortiva de redissolucdo anodica por onda quadrada (SWAdASV,
do inglés “Square-Wave Adsorptive Anodic Stripping Voltammetry”)
apresentou um melhor desempenho analitico, e sob condicdes otimizadas, a
curva analitica construida para a ROS foi linear no intervalo de 4,8 x 10" a 4,7
x 10 mol L™!, com um limite de deteccdo de 6,0 x 107 mol L™. Ambos os
procedimentos voltamétricos foram eficientemente aplicados na determinacéo
de ATOR e ROS em amostras de formulacdes farmacéuticas e biologicas

sintéticas (urina e soro humano).
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Abstract

VOLTAMMETRIC ELECTRODES BASED ON VERTICALLY ALIGNED
CARBON NANOTUBES APPLIED IN THE DETERMINATION OF
STATINS IN PHARMACEUTICAL FORMULATIONS AND BIOLOGICAL
FLUIDS — In this work the application of electrodes based on a composite of
Vertically Aligned Carbon Nanotubes and Graphene Oxide (VACNT-GO) as
electrochemical sensor for the determination of pharmaceuticals from the statin
class was explored. The VACNT-GO composite was synthesized by the
Microwave Chemical Vapour Deposition (MWCVD) method, followed by
oxygen plasma treatment. Using high-resolution scanning electron microscopy,
Raman spectroscopy and X-Ray photoelectron spectroscopy, it was possible to
verify the exposition of graphene sheets functionalized with oxygenated groups
(graphene oxide) in the VACNT tips after the oxygen plasma treatment. The
oxygen content increased from 4.9% for the VACNT sample to 21.4% in the
VACNT-GO sample case. Furthermore, the C:O ratio was equal to
approximately 1.5 for the VACNT-GO sample, in accordance with the expected
range for graphene oxide. Moreover, by measurements of the contact angle with
distillated water, it was noted a drastic change of the sample surface wettability,
changing from superhydrophobic for VACNT (contact angle = 1579 to
superhydrophilic for VACNT-GO (contact angle = 0°), enhancing the
electrochemical application of the material in aqueous systems. From cyclic
voltammetry assays conducted for the potassium hexacyanoferrate (I11) probe, it
was diagnosticated an electroactive area equivalent to approximately 80% of the
geometric area and a high heterogeneous electron transfer rate constant (3.4 x
102 cm s for the VACNT-GO electrode, demonstrating the good
electrochemical performance of the proposed electrodic material. Next,
voltammetric methods for determination of the statins atorvastatin calcium

(ATOR) and rosuvastatin calcium (ROS) were developed. Using Differential
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Pulse Adsorptive Anodic Stripping Voltammetry (DPAdASV) under optimized
conditions, the constructed analytical curve for ATOR was linear in the range
from 9.0 x 10°® to 3.8 x 10°® mol L™, with a limit of detection of 9.4 x 10~° mol
L. In the ROS drug case, the Square-Wave Adsorptive Anodic Stripping
Voltammetry (SWAdASV) technique showed the better analytical performance,
and also under optimized conditions, the analytical curve was linear in the ROS
concentration range from 4.8 x 107" to 4.7 x 10> mol L™, with a limit of
detection of 6.0 x 10 mol L™ Both the voltammetric procedures were
successfully applied in the ATOR and ROS determination in pharmaceutical

formulations and synthetic biological samples (urine and human serum).
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1- INTRODUCAO
1.1 - Nanotubos de carbono

Desde que os primeiros nanotubos de carbono (CNTs, do inglés
“Carbon Nanotubes”) foram apresentados por lijima em 1991' e 1993% estes
materiais tem despertado enorme interesse pelos mais diversos setores do
desenvolvimento tecnologico, sendo um dos materiais mais amplamente
estudados e aplicados no campo da nanotecnologia®*. Um nanotubo de carbono
pode ser compreendido como uma folha de grafeno (composta por atomos de
carbono com hibridizacdo sp?) enrolada em torno de um eixo central, formando
assim uma estrutura cilindrica (tubo)*®. As extremidades ou pontas dos
nanotubos sdo abertas ou fechadas em uma forma hemisférica tipo fulereno®.

Os CNTs séo classificados em duas classes: os nanotubos de
carbono de parede simples (SWCNT, do inglés “Single-Walled Carbon
Nanotubes”) e os nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNT, do
inglés “Multi-Walled Carbon Nanotubes™). A diferenga estrutural basica entre os
SWCNT e os MWCNT esta no nimero de camadas de folhas de grafeno. Como
0 préprio nome sugere, 0s SWCNT possuem apenas uma camada de folha de
grafeno enrolada na forma de um tubo, e 0s MWCNT consistem de varias
camadas de folhas de grafeno cilindricas concéntricas®>. Na Figura 1.1 sdo
apresentadas esguematicamente as formas dos nanotubos de carbono

supracitadas.
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FIGURA 1.1 - Representacao esquematica de um (a) SWCNT e (b) MWCNT.

O grande investimento registrado no desenvolvimento de
tecnologias com base nos CNTs se deve as suas propriedades o&pticas,
eletrénicas e mecanicas Unicas®”. Dentre as inimeras aplicacdes dos CNTS, se
destacam as areas de desenvolvimento de dispositivos eletrénicos, dispositivos
de armazenamento de energia, catalise, tratamento de efluentes como
adsorvente, sensores para gases e sensores biolégicos (biossensores), e quando
combinados a outros materiais, como polimeros e fibras, servem como
elementos de reforco formando compositos com excelentes propriedades
mecanicas®®™.

Os CNTs podem ser produzidos por trés métodos principais, a
saber: a) método de descarga por arco elétrico, b) método de ablacéo por laser e
¢) método de deposicdo quimica de vapor (CVD, do inglés “Chemical Vapour
Deposition”)*,

O método de descarga por arco elétrico consiste na producdo de
uma descarga elétrica entre dois eletrodos de grafite sob uma atmosfera inerte de
argonio ou hélio, podendo os eletrodos de grafite ser ou ndo carregados por
catalisadores metélicos™. A aplicacdo de uma elevada diferenca de potencial
entre os eletrodos provoca a geracdo de um plasma de elevadas temperaturas
(~4000 K), superior & temperatura de sublimacdo do carbono™. Com isso, o
carbono ¢é sublimado no eletrodo positivo e transferido para o eletrodo

negativo™. Ao final do processo, uma fuligem negra e escura é depositada no
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eletrodo negativo e nas paredes internas da cémara, rica em fulereno e
MWCNT"*, Esse processo permite a producdo de CNTs em larga escala, no
entanto, o inconveniente do método € a presenca de particulas de catalisador nos
nanotubos produzidos, sendo necessarios processos posteriores de tratamento
quimico para remocao dos residuos de catalisadores™**®.

No método de ablacdo por laser, um alvo de grafite é submetido a
um feixe de laser que acarreta um aumento de temperatura do alvo permitindo a
sublimacéo dos &tomos de carbono™. O vapor produzido é transportado por um
fluxo de gas inerte até um coletor metalico onde é resfriado e uma fuligem
escura é depositada, rica em MWCNT™ . A impregnacéo do alvo de grafite
com nanoparticulas metalicas de catalisador possibilita a producdo de
SWCNT*! A principal desvantagem deste método é a pequena quantidade
de CNTs sintetizados"".

Outro método de producdo de CNTs que se encontra bem
estabelecido é o método de deposicdo quimica de vapor, que consiste na
deposicdo de CNTs a partir de um gas precursor aquecido a 800-1000 °C
(tipicamente metano ou acetileno) sobre um substrato modificado com

catalisadores nanométricos™>***"*®

. As nanoparticulas catalisadoras além de
ativar a decomposicdo das moléculas do gas precursor, funcionam como molde
para o crescimento dos CNTs. O método CVD possibilita a geracdo de CNTs em
quantidades relativamente grandes, o que permitiu a sua aplicacdo a nivel
industrial. Além disso, uma caracteristica interessante do metodo é a sua
versatilidade no controle da producdo dos CNTSs, sendo possivel a obtencédo de
CNTs orientados sobre o substrato com diametro e comprimento facilmente
controlaveis**®*°. Ademais, 0 método CVD é mais barato do que os métodos de
descarga por arco elétrico e ablacdo por laser, e outra vantagem importante, é o
menor gasto energético do meétodo, que é conduzido a temperaturas bem
inferiores''®. Embora sejam vérias as vantagens do método CVD, 0os CNTSs

produzidos geralmente possuem muitos defeitos estruturais e particulas de
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catalisador, e com isso, variagdes do método tém sido desenvolvidas. Uma
destas consiste no metodo de deposicdo quimica de vapor assistido por
microondas (MWCVD, do inglés “Micro Wave Chemical Vapour Deposition”).
O método MWCVD prové a producdo de CNTs com elevado grau de pureza,
contendo baixissimas concentracdes de particulas metélicas de catalisador sobre
a superficie dos CNTs®. Além disso, o crescimento controlado dos CNTs
também é facilmente conseguido por esta técnica, incluindo, o controle do
diametro, comprimento, orientacdo, estrutura e concentracdo de nanotubos por
unidade de area®®?*,

Um topico em discussdo se refere a proposicdo do mecanismo
envolvido durante o crescimento orientado dos CNTs por CVD e,
especialmente, por MWCVD. Algumas conclusbes confirmadas
experimentalmente sdo comuns aos mecanismos de crescimento propostos até o
momento. Primeiramente, apds iniciado o crescimento dos CNTs atraves da
acdo do catalisador metalico, o didmetro dos CNTs permanece praticamente
constante durante o crescimento, independentemente do comprimento dos
CNTs"™. Em segundo lugar, o didmetro dos CNTSs sintetizados é similar ao das
nanoparticulas metalicas catalisadoras, sugerindo que cada nanoparticula gera
apenas um CNT™. Assim, considerando-se estas constatacdes praticas, dois
tipos de mecanismos para o crescimento dos CNTs tém sido apresentados:
crescimento tipo “raiz” e tipo “ponta”****°. Na Figura 1.2 é apresentado um
esquema dos dois tipos de mecanismo de crescimento mencionados.

No mecanismo de crescimento tipo “raiz”, a nanoparticula metalica
interage fortemente com a superficie do substrato, e o hidrocarboneto precursor
é decomposto na superficie lateral da nanoparticula e os &tomos de carbono se
difundem para a parte superior da nanoparticula dando inicio ao crescimento dos
CNTs™#%_ A nanoparticula metalica permanece, portanto, como uma raiz do
CNTs. No caso do mecanismo tipo “ponta”, a interacdo entre a nanoparticula

metélica e o substrato & mais fraca, e 0 hidrocarboneto é decomposto na parte
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superior da nanoparticula e os atomos de carbono se difundem pelas laterais e
iniciam a formacéo dos CNTs na parte inferior da nanoparticula, sendo, entéo, a

nanoparticula metalica mantida na ponta do CNT durante a sintese*®?*?°,

(a) ()

CNT

1

C ‘ A ‘ C -
\ &“‘& / g
Suporte Suporte

FIGURA 1.2 - Representacdo esquematica dos mecanismos de crescimento orientado dos
CNTs preparados por CVD (a) tipo “raiz” e (b) tipo “ponta”.

1.2 - Sensores eletroquimicos a base de nanotubos de carbono

verticalmente alinhados

Os CNTs rednem um conjunto de caracteristicas intrinsecas que
justificam os intensos esfor¢os que tém sido dedicados ao desenvolvimento de
sensores eletroquimicos baseados nestas nanoestruturas. Em linhas gerais, séo
bons condutores, apresentando elevadas taxas de transferéncia de elétrons,
possuem alta area superficial e quando funcionalizados podem ser facilmente
utilizados como matriz para a imobilizacdo de inUmeras espécies quimicas e

bioldgicas, tais como complexos metélicos, enzimas, proteinas, etc'®!. A
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melhoria das taxas de transferéncia de elétrons possibilita a deteccdo de analitos
em potenciais de trabalho menores do que os apresentados por outros tipos de
eletrodos, e, além disso, 0 uso de CNTs acarreta um aumento do sinal analitico,
0 que pode gerar procedimentos eletroanaliticos mais sensiveis e com niveis de
detectabilidade cada vez menores**®.

Estudos desenvolvidos com o intuito de investigar as variaveis que
afetam o comportamento eletroquimico dos CNTs como modificador ou mesmo
como o proprio material de eletrodo demonstraram a influéncia de um conjunto
de fatores fisicos e quimicos destes nanomateriais, como dimensdes
(comprimento e didmetro), pureza, orientacdo e funcionalizacdo quimica dos
CNTs.

BANKS e COMPTON?" reportaram um artigo de revisdo onde a
origem da atividade eletrocatalitica dos CNTs foi amplamente discutida.
Observando-se a estrutura dos CNTs, duas regides podem ser distinguidas: a
regido do plano das paredes (basal-plane) e a regido do plano das pontas/bordas
dos CNTs (edge-plane). Na Figura 1.3 (a) é destacado o posicionamento destas
duas regides dos CNTs, as quais podem ser correlacionadas com aquelas tipicas
para o grafite pirolitico altamente orientado (HOPG, do inglés “Highly Ordered
Pyrolytic Graphite™), Figura 1.3 (b). O uso de eletrodos de HOPG preparados de
forma a expor as regides especificas basal-plane e edge-plane forneceu
informacéo fundamental sobre a contribui¢do de cada uma das duas regifes para
a resposta eletroquimica observada e, consequentemente, serviu como base para
elucidacdo do comportamento eletroquimico dos eletrodos a base de CNTSs.
Recorrendo-se ao uso da sonda eletroquimica de hexacianoferrato (I11) de
potassio e da técnica de voltametria ciclica, um eletrodo de grafite pirolitico de
plano de borda (EPPG, do inglés, “Edge-Plane Pyrolytic Graphite”) apresentou
um valor de AE, (diferenca de potencial entre os potencias de pico anddico e
catédico) igual a 78 mV, em contraste com o valor de 350 mV observado para

um eletrodo de grafite pirolitico de plano basal (BPPG, do inglés “Basal-Plane
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Pyrolytic Graphite”)®”. Este resultado permitiu constatar a lenta taxa de
transferéncia heterogénea de elétrons através dos sitios no plano basal (basal-
plane), menor que aquela registrada para os sitios no plano de borda (edge-

plane).

Basal-plane Edge-plane

Edge-plane

ANV
\\\\\.
AW\

FIGURA 1.3 - Representacdo das regifes basal-plane e edge-plane de um (a) SWCNT e (b)
HOPG (Adaptado de Ref. 27).

Inspirado nos resultados obtidos utilizando-se EPPG, e conhecendo-
se que CNTs também podem ser identificados como tendo sitios basal-plane e
edge-plane, investigacdes foram desenvolvidas de forma a tentar correlacionar o
bom desempenho eletroquimico dos eletrodos a base de CNTs com a atividade

dos sitios edge-plane. BANKS et al.”®

avaliaram a resposta eletroquimica da
sonda de hexacianoferrato (I11) de potéssio e da epinefrina sobre eletrodos de
EPPG, BPPG, e BPPG modificados com fulereno Cg, € MWCNTS. Utilizando-
se os eletrodos de BPPG e BPPG modificado com fulereno Cgo (BPPG-Cyg),

uma lenta cinética de transferéncia de elétrons foi notada para ambas as
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moléculas eletroativas investigadas. No caso da molécula de epinefrina, um pico
de oxidacdo irreversivel em +0,57 V e +0,64 V (vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™))
foi registrado utilizando-se os eletrodos de BPPG e BPPG-Cg, respectivamente.
Em contrapartida, utilizando-se os eletrodos de EPPG e BPPG modificado com
MWCNT (BPPG-MWCNT), um comportamento quase-reversivel foi
diagnosticado para a molécula de epinefrina, com separacdo de picos em torno
de 180 mV. Posteriormente, trabalhando-se com a sonda de hexacianoferrato
(111) de potéssio, resultados similares aqueles coletados para a epinefrina foram
observados, ou seja, sobre os eletrodos de BPPG e BPPG-Cg, uma lenta cinética
de transferéncia de elétrons foi verificada, com valores de AE, de 350 e 550 mV,
respectivamente, enquanto que os valores de 58 e 78 mV foram obtidos para os
eletrodos de EPPG e BPPG-MWCNT. Tais resultados reafirmam a proposta da
importante contribuicdo da regido edge-plane para os processos de transferéncia
eletrénica no caso de eletrodos de HOPG, podendo ser estendida para o caso dos
MWCNT, uma vez que eletrodos de BPPG modificados com este nanomaterial
apresentaram resposta eletroquimica idéntica ou proxima aquela fornecida por
eletrodos de EPPG.

Os estudos demonstrando que a aparente atividade eletrocatalitica
dos CNTs advém da transferéncia majoritaria de elétrons pelos sitios edge-
plane, ou seja, através das extremidades ou pontas abertas dos CNTSs, serviram
de base para trabalhos posteriores relacionados a investigacdo do efeito da
orientacdo dos CNTSs sobre a performance eletroquimica destes nanomateriais. A
ideia nestes estudos foi aplicar eletrodos contendo CNTs verticalmente
alinhados (VACNT, do inglés “Vertically Aligned Carbon Nanotubes™)
relativamente ao substrato de deposicdo, onde, naturalmente, haveria uma
maximizacdo do nimero de edge-planes (pontas) expostos.

LIU et al.® avaliaram o comportamento eletroquimico da enzima
glicose oxidase imobilizada sobre uma camada auto-montada de SWCNT

verticalmente alinhados depositada sobre um eletrodo de ouro. A obtencdo de
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SWCNT verticalmente alinhados sobre o substrato de ouro foi conseguida por
meio da molécula de cistamina, cujo &tomo de enxofre interagiu fortemente com
a superficie do ouro e o &tomo de nitrogénio do grupo amina presente na outra
extremidade da molécula interagiu com o0s grupos carboxila presentes nas pontas
dos SWCNT. Em uma analise do comportamento eletroquimico do eletrodo de
ouro modificado com SWCNT verticalmente alinhados, um valor de AE, igual a
59 mV foi verificado para a sonda de ferricianeto. Fazendo-se a mesma anélise
para um eletrodo de ouro contendo SWCNT aleatoriamente orientados, o valor
de AE, obtido foi de 99 mV. Portanto, a orientacdo dos SWCNT forneceu uma
melhora significativa no desempenho eletroquimico, atribuido & exposicdo dos
edge-planes para a solucéo eletrolitica. Resultados similares foram reportados
por CHOU et al.*® utilizando SWCNT verticalmente alinhados preparados da
mesma forma, corroborando, assim, com a premissa anterior de uma possivel
melhora do desempenho eletroquimico de eletrodos a base de VACNT.

O favorecimento da resposta eletroquimica dos eletrodos a base de
VACNT tem sido explorado no uso desta arquitetura como sensor eletroquimico
para o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos. YE et al.** reportaram o
uso de VACNT depositados sobre um substrato de Ta utilizando um método
CVD para a determinacdo seletiva de acido urico. Para uso como eletrodo de
trabalho o substrato de Ta contendo os VACNT foi fixado sobre a superficie de
um eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés “Glassy Carbon Electrode”)
utilizando-se cola condutiva de prata. A resposta voltamétrica do acido arico foi
investigada na presenca de &cido ascorbico, uma vez que sdo encontrados juntos
em amostras de fluidos biologicos, como sangue e urina. Utilizando-se o GCE,
houve evidente sobreposicdo dos picos de oxidagdo desses analitos nos seguintes
potenciais (vs. Ag/AgCI (KCI 1,0 mol L™)): 4cido drico em 323 mV e acido
ascorbico em 357 mV. Portanto, a separacdo dos potencias de pico no caso do
GCE foi de apenas 34 mV, impossibilitando assim a determinacdo de &cido

urico devido a interferéncia do acido ascorbico. No entanto, utilizando o GCE
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modificado com VACNT, houve uma diminuigdo diferencial dos potencias de
oxidacdo para acido urico e acido ascorbico, assumindo os seguintes valores (vs.
Ag/AgCI (KCI 1,0 mol L™)): 4cido trico em 253 mV e 4cido ascdrbico em —111
mV. Com isso, a separacdo dos potencias de pico aumentou significativamente
para 364 mV. A partir da melhoria da resolucdo dos picos desses analitos, 0
acido urico foi determinado utilizando-se voltametria de pulso diferencial (DPV,
do inglés “Differential Pulse Voltammetry”) no intervalo de concentracdes de
2,0 x 10" a 8,0 x 10° mol L™, com um limite de deteccdo de 1,0 x 10" mol
L. Ademais, o método voltamétrico desenvolvido foi empregado na
determinacéo de acido Urico em amostras de urina humana.

WANG et al.** também fizeram uso de um GCE modificado com
uma membrana de VACNT para a determinacdo de dopamina, e construcdo de
um biossensor utilizando-se a enzima glicose oxidase. Os VACNT foram
sintetizados por um método CVD utilizando-se substratos de silicio cobertos
com camadas de Al,O; e Fe. O substrato de silicio contendo a membrana de
VACNT foi transferido e levemente pressionado sobre a superficie de um GCE
coberta por uma solucédo de Nafion. Apds a secagem total da solucdo de Nafion,
foi obtido 0 GCE modificado com VACNT, denominado pelos autores como
CNT/Nafion GCE. Quando utilizado na determinacdo de dopamina, esta
molécula apresentou comportamento quase-reversivel sobre o CNT/Nafion
GCE, com picos anddico e catddico bem definidos. Comparativamente, tanto o
GCE nédo modificado quanto o GCE modificado apenas com Nafion ndo foram
sensiveis a determinacdo de dopamina, sem a ocorréncia de processos
eletrédicos possivelmente associados a oxidacdo ou reducdo deste analito.
Analiticamente, usando-se a técnica de voltametria ciclica, os autores
propuseram que limites de deteccdo inferiores a 5,0 x 10 ° mol L™ podem ser
obtidos para a dopamina com o0 uso do eletrodo de CNT/Nafion GCE.
Finalmente, a enzima glicose-oxidase (GOD) foi eficientemente imobilizada

sobre a arquitetura CNT/Nafion GCE, e o biossensor obtido utilizado na



Silva, T. A. 1 Introdugdo 11

determinacéo de glicose. A curva analitica construida para a glicose foi linear no
intervalo de 2,0 x 102 a 1,0 x 10 mol L™, com um limite de deteccéo igual a
1,0 x 10 mol L™. A arquitetura de CNTSs alinhados serviu como excelente
meio para a transferéncia de elétrons entre o eletrodo base e a enzima GOD,
demonstrando a potencialidade do uso de VACNT para o desenvolvimento de
biossensores eletroguimicos.

Em um artigo de comunicacdo, MORAES et al.* avaliaram o efeito
da organizacdo de CNTs sobre a determinacdo de bisfenol A, um disruptor
endocrino. VACNT foram obtidos sobre a superficie de um eletrodo de Au
utilizando DNA com terminacdes em tiol como agente de fixagcdo e orientacédo
dos CNTs. Para efeitos de comparacao, o eletrodo de Au também foi modificado
com CNTs orientados aleatoriamente, preparado pela simples deposi¢do de uma
dispersdo de SWCNT sobre o eletrodo de Au, e deixado secar o volume do
solvente da dispersdo. O eletrodo a base de VACNT apresentou melhor
desempenho para a determinacdo de bisfenol A relativamente ao uso de CNTs
dispersos randomicamente, com uma diminuicdo do sobrepotencial de trabalho e
aumento da corrente de pico de oxidacdo. Ademais, utilizando-se o eletrodo de
VACNT e DPV, a curva analitica construida apresentou maior faixa linear de
concentracdes e sensibilidade analitica, e um menor limite de deteccdo foi

estimado para a determinacao de bisfenol A.

1.3 - Estatinas

As estatinas sdo um grupo de farmacos utilizados para o tratamento
de hiperlipidemias, atuando na reducéo dos niveis de colesterol LDL no plasma
sanguineo®*. A acdo das estatinas é resultante da sua atividade sobre a enzima
HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril-coenzima A redutase), que catalisa a
conversdo da HMG-CoA a é&cido mevalonico, precursor da sintese de

colesterol**®. As estatinas, portanto, inibe a agdo enzimatica da HMG-CoA
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redutase, blogqueando a conversao do substrato HMG-CoA em 4&cido
mevaldnico, e por consequéncia a biossintese de colesterol**®. As estatinas
podem ser subdivididas em dois grupos: naturais e sintéticas. No grupo das
estatinas naturais estdo incluidas a lovastatina, pravastatina e sinvastatina, € no
grupo das estatinas sintéticas tém-se a atorvastatina calcica, pravastatina,
fluvastatina e rosuvastatina calcica. Em termos gerais, as diversas estatinas se
diferem quanto a poténcia, perfil farmacocinético, interacdo farmacologica e
efeito indesejado relacionado & miotoxicidade®*®.

Relativamente aos métodos de anélise e quantificacdo das estatinas
em formulagbes farmacéuticas e amostras biologicas, sdo encontrados na
literatura trabalhos envolvendo o uso de cromatografia liquida de alta
eficiencia®?’, eletroforese capilar® e espectrometria UV-vis®*. Em parte destes
métodos, equipamentos de alto custo sdo necessarios, além do tempo de anélise
ser consideravelmente alto, devido as pre-etapas de preparo de amostras. Desta
forma, torna-se relevante a procura por métodos alternativos, simples,
econdmicos e rapidos para a determinacdo das estatinas. Neste contexto, 0s
métodos eletroanaliticos apresentam vantagens interessantes em relacdo aos
métodos tradicionais, que justificam o desenvolvimento de procedimentos
analiticos com base nestas técnicas. Dentre estas, destacam-se que em muitos
casos as amostras podem ser analisadas diretamente ou ap0Os tratamentos
simples, eliminando as etapas de digestdo/preparo de amostras mais sofisticados,
amostras coloridas podem ser analisadas sem problemas e sdo mais rapidos e
baratos*®*.

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos voltamétricos para a
quantificacdo das estatinas atorvastatina célcica (ATOR) e rosuvastatina calcica
(ROS), cujas estruturas quimicas sdo mostradas na Figura 1.4. Como pode ser
observado, em ambos 0s casos, dois ions aniénicos formados pela desprotonacgéo

dos grupos carboxilicos possuem como contra-ion um cation de célcio.
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Ca*

Ca*

- -2

FIGURA 1.4 - Estrutura quimica da molécula de (a) atorvastatina célcica e (b) rosuvastatina
calcica.

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos envolvendo a
determinacdo voltamétrica destes farmacos. No caso da atorvastatina célcica os
procedimentos voltametricos reportados sdo baseados no uso de eletrodos de
carbono vitreo**®, diamante dopado com boro*, pasta de carbono na presenca
de surfactante*® e GCE modificado com filme de polipirrol (PPY, do inglés
“Polypyrrole”) contendo CNTs*. Dentre os métodos propostos para a
determinacdo voltamétrica de atorvastatina calcica, destacam-se o uso do
eletrodo de pasta de carbono associado ao surfactante brometo de

cetiltrimetilaménio, com limite de deteccdo de 4,08 nmol L™ *

e a modificacéo
do GCE com PPY contendo CNTSs incorporados, com limite de deteccdo de 1,50

nmol L 1%,
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A determinacdo voltamétrica de ROS tem sido feita utilizando

46,47

eletrodos de mercario™"", com excelentes parametros analiticos.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

O presente trabalho de mestrado teve como objetivo geral
investigar o comportamento eletroquimico de novos eletrodos a base de
nanotubos de carbono verticalmente alinhados e oOxido de grafeno e sua
aplicabilidade como sensor eletroquimico no desenvolvimento de procedimentos
voltamétricos para a determinacdo de estatinas (atorvastatina calcica e

rosuvastatina calcica) em amostras farmacéuticas e bioldgicas.

2.2 - Objetivos especificos

> Sintetizar e caracterizar o compoésito de nanotubos de carbono
verticalmente alinhados e oxido de grafeno (VACNT-GO, do inglés
“Vertically Aligned Carbon Nanotubes and Graphene Oxide”) utilizando
0 metodo de deposicdo quimica de vapor assistido por microondas
(MWCVD, do inglés “Microwave Chemical Vapor Deposition”) seguido
por tratamento por plasma de oxigénio, em parceria com pesquisadores do
Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE);

> Investigar as propriedades eletroquimicas do eletrodo a base de VACNT-
GO utilizando sondas eletroquimicas;

> Desenvolver procedimentos voltamétricos para a deteccdo de
atorvastatina célcica e rosuvastatina calcica em amostras de formulacbes

farmacéuticas e bioldgicas sintéticas.
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3-PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Reagentes e solucdes

Padrdes de atorvastatina calcica (ATOR) e rosuvastatina calcica
(ROS) foram adquiridos da Farméacia de Manipulacdo Caléndula (Grau de
pureza > 99%). Metanol de grau HPLC foi adquirido da Merck. Todos o0s
demais reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. Todas as
solugcbes foram preparadas utilizando agua ultrapura (resistividade > 18,0 MQ
cm) obtida em um sistema Millipore Milli-Q (Billerica, EUA).

Solugdes estoque de ATOR e ROS, ambas em uma concentracao de
1,0 x 10 mol L™, foram preparadas diariamente utilizando metanol como
solvente. SolucBes de tampéo fosfato de forca idnica 0,2 mol L™ com pH
variando de 2,0 a 8,0 foram preparadas a partir da diluicdo do volume adequado
de H3POuconc, € dissolucéo das respectivas massas de KH,PO,, K,;HPO, e K3PO,.
A solucdo de tampdo acetato de forca idnica 0,2 mol L™ e pH = 4,5 foi
preparada pela diluicdo do volume adequado de CH;COOH glacial e dissolucéo
da respectiva massa de CH;COONa. Solucdes de tampao Britton-Robinson (BR)
com pH igual a 2,0 e 4,5 foram preparadas a partir do ajuste do pH com solucéo
concentrada de NaOH de uma solu¢do de CH3;COOH, K3PO, e H3BO; todos a
0,04 mol L™. No caso das analises voltamétricas de ATOR, uma porcentagem
de metanol (20% v/v) foi utilizada no eletrdlito suporte para completa

dissolucao do farmaco.

3.2 - Instrumentacao

Para as andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi

utilizado um Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL6330. Os espectros
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Raman foram coletados em um Espectroscopio Raman Renishaw 2000, com
laser de argbnio com comprimento de onda de excitacdo de 514,5 nm. Para
medicdo dos angulos de contato foi empregado um gonidmetro Kriiss modelo
Easy Drop no modo sessile drop e usando &gua destilada. Todos estes
equipamentos encontram-se instalados no Laboratério Associado de Sensores e
Materiais (LAS) do Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais, Sdo José dos
Campos. Medidas de Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados por Raios X
(XPS, do inglés “X-Ray Photoelectron Spectroscopy”) foram feitas utilizando
um sistema VSW - HA100, empregando como fonte excitadora a radiagdo
Al(Ka) com energia de 1486,6 eV, o qual encontra-se instalado no Laboratorio
de Fisica de Superficies (GFS) da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), Campinas.

Um pHmetro modelo Orion EA 94 equipado com um eletrodo de
vidro e um eletrodo de referéncia externo Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) foi usado
na determinacéo do pH das solugdes.

Os ensaios eletroquimicos foram realizados utilizando um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT-12 (Eco Chemie, Holanda)
controlado pelo software GPES 4.9. Uma célula eletroquimica tradicional de trés
eletrodos de compartimento Gnico (15 mL) foi empregada utilizando como
eletrodo de trabalho o eletrodo de VACNT-GO, um eletrodo de referéncia de
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) e uma folha de platina como contra-eletrodo. No
caso dos ensaios voltamétricos realizados para a determinacdo de ATOR, foi
utilizado um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) de dupla juncéo, pois foi
necessario o uso de eletrdlito suporte contendo uma porcentagem de metanol
para a adequada solubilizacdo do farmaco.

Um espectrofotdbmetro Shimadzu UV-2550 foi utilizado para a
realizacdo dos ensaios do método comparativo para a determinacdo de ATOR e

ROS nas formulagdes farmacéuticas.
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3.3 - Sintese e caracterizacdo do composito de nanotubos de

carbono verticalmente alinhados e 6xido de grafeno

Inicialmente, filmes de nanotubos de carbono verticalmente
alinhados (VACNT) foram sintetizados empregando-se 0 método de deposicado
quimica de vapor assistido por microondas (MWCVD), usando um reator de
plasma de microondas a uma frequéncia de 2,45 GHz, poténcia de 800 W e
pressdo de 30 Torr durante todos os experimentos*®*. Como substrato para a
deposicao dos filmes de VACNT foi utilizado uma folha de Ti com dimensdes
10 mm x 10 mm x 0,5mm, recoberta com uma camada de Ni (10 nm)
depositada por evaporacdo por feixe de elétrons. O substrato de Ti contendo a
camada de Ni foi aquecido em um plasma de N,/H;, (10/90 sccm) de 350 a 800
°C por um periodo de 5 minutos, o que provocou a formacéo de nanoilhas de Ni
que atuaram em seguida como particulas catalisadoras para o crescimento dos
VACNT. Apos a etapa de formacéo das particulas catalisadoras, foi inserido na
camara do reator o gas precursor CH, (vazdo de 14 sccm) durante 1 min,
mantendo-se a temperatura do substrato constante e igual a 800 °C.

Os filmes de VACNT obtidos foram em seguida submetidos a um
tratamento por plasma de oxigénio, de forma a esfoliar as pontas dos nanotubos
de carbono e inserir grupos funcionais oxigenados nestes, tais como —OH, —
COOH e =0. Esta etapa de funcionalizacdo e esfoliacdo foi realizada usando um
reator de plasma DC pulsado (=700 V e frequéncia de pulso de 20 kHz) com
uma vazdo de oxigénio de 1 sccm a uma pressdo de 150 mTorr*®“°. Apés este
procedimento, as amostras de VACNT foram renomeadas como compdsitos de
nanotubos de carbono verticalmente alinhados e 6xido de grafeno (VACNT-
GO). Todas as amostras de VACNT e VACNT-GO foram caracterizadas por
MEV, espectroscopia Raman, XPS e medida do angulo de contato.

Os sistemas de reatores utilizados para a sintese dos materiais
VACNT e VACNT-GO também encontram-se instalados no Laboratorio
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Associado de Sensores e Materiais (LAS) do Instituto Nacional de Pesquisas

Espaciais, S&o José dos Campos.

3.4 - Montagem dos eletrodos de trabalho a base de nanotubos de

carbono verticalmente alinhados e 6xido de grafeno

Os substratos de Ti contendo filmes de VACNT-GO foram
utilizados na construcdo de eletrodos de trabalho. Para isso, os referidos
substratos foram fixados sobre um suporte de cobre adequadamente desenhado
(Figura 3.1) com o uso de cola condutiva de prata. Apds a secagem da cola de
prata 0 material obtido foi selado com resina epoxi de 2 minutos de secagem, e
uma area eletrodica de aproximadamente 1,0 cm?® foi delimitada. O material de
eletrodo foi eletroquimicamente caracterizado utilizando a sonda eletroquimica
de Fe(CN)g /Fe(CN)g*.

Eletrodo de
trabalho
88 mm
+ le mm + Colade > + Resina f
Ag epoxi 10 mm
| . v

VACNT-GO Suporte de —
Cu 10 mm

FIGURA 3.1 - Esquema geral de montagem dos eletrodos de trabalho de VACNT-GO.
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3.5 - Procedimentos analiticos

No desenvolvimento dos procedimentos voltamétricos para a
determinacdo das estatinas ATOR e ROS foram seguidas etapas semelhantes,
como descritas a seguir.

Primeiramente, foi identificado o melhor eletrolito suporte
(composicédo e pH) para a resposta voltamétrica dos farmacos. Em seguida, as
técnicas voltamétricas de Voltametria Adsortiva de Redissolugdo Anddica por
Onda Quadrada (SWAdASYV, do inglés “Square-Wave Adsorptive Anodic
Stripping Voltammetry”) e por Pulso Diferencial (DPAdASV, do inglés
“Differential Pulse Adsorptive Anodic Stripping Voltammetry”) foram
empregadas para determinacdo dos analitos, e, consequentemente, todos 0s
pardmetros experimentais de cada técnica foram sistematicamente otimizados.
Sob as condigBes Gtimas, as respectivas curvas analiticas para cada técnica
voltamétrica foram construidas. Assim, a partir das curvas analiticas obtidas os
parametros de desempenho analitico, tais como faixa linear de concentracdes,
sensibilidade (coeficiente angular da curva analitica) e limite de deteccéo, foram
estimados e a técnica com os melhores resultados selecionada para a
continuidade dos estudos analiticos.

A precisdo do procedimento voltameétrico foi verificada a partir de
estudos de repetibilidade intra-dia (n = 10) e inter-dias (n = 3). O procedimento
voltamétrico desenvolvido foi empregado na analise de amostras farmacéuticas
e amostras biologicas sintéticas dopadas com uma concentra¢do conhecida de
cada analito. Nas sec¢des seguintes séo descritos os procedimentos adotados para
preparacdo das amostras supracitadas.

As amostras farmacéuticas também foram analisadas empregando-
se um método comparativo para a avaliacdo da exatiddo dos procedimentos
voltamétricos estabelecidos. Foi empregada como método comparativo a

espectroscopia UV-Vis em ambos os casos (A = 244 nm)>°",
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3.5.1 - Preparacao das amostras de formulacdes farmacéuticas

Trés amostras de formulacbes farmacéuticas de ATOR e duas de
ROS foram adquiridas em drogarias locais, sendo estas nomeadas como:
amostras de ATOR — A: 10 mg/comprimido, B e C: 20 mg/comprimido;
amostras de ROS — A: 10 mg/comprimido e B: 20 mg/comprimido. Para
preparacdo destas amostras, dez comprimidos de cada amostra foram pesados,
triturados e/ou pulverizados utilizando-se um almofariz e pistilo. Em seguida, a
massa de pd equivalente a um comprimido da amostra foi pesada e transferida
para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com o solvente
metanol. As amostras foram levadas ao banho ultrassonico por 10 min e os
solidos nédo dissolvidos separados por filtragdo. Desta forma, foram obtidas as

respectivas solugdes-estoque de cada amostra.

3.5.2 - Preparacado das amostras biologicas sintéticas

De forma a investigar a potencialidade dos procedimentos
voltamétricos desenvolvidos para a determinacdo de ATOR e ROS em amostras
bioldgicas reais de urina e soro humano, substitutos sintéticos para tais amostras
foram preparados contendo alguns dos componentes quimicos presentes em
amostras reais, sequindo procedimentos pré-estabelecidos na literatura®>*,

Para preparacdo da amostra de urina sintética, 0,73 g de NacCl, 0,40
g de KCI, 0,28 g de CaCl,.2H,0, 0,56 g de Na,SO,, 0,35 g de KH,PO4, 0,25 g
de NH,Cl e 6,25 g de ureia foram dissolvidos em 4gua em um baldo volumétrico
de 250 mL. No caso das amostras de soro humano 3,0 g de NaCl, 0,16 g de
NaHCOs, 3,5 mg de triptofano, 2,3 mg de glicina, 3,2 mg de serina, 3,7 mg de
tirosina, 6,6 mg de fenilalanina, 9,1 mg de lisina, 6,3 mg de histidina, 29,0 mg
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de &cido aspartico, 9,1 mg de alanina e 10,0 mg de arginina foram dissolvidos
em agua em um baldo volumétrico de 250 mL. As amostras foram em seguida
dopadas com concentragfes conhecidas de ATOR e ROS, e analisadas

diretamente pelos respectivos métodos voltamétricos.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Sintese, caracterizacdo e comportamento eletroquimico do
composito de nanotubos de carbono verticalmente alinhados e

oxido de grafeno

Amostras de um compdsito de nanotubos de carbono verticalmente
alinhados e 6xido de grafeno (VACNT-GO) foram sintetizadas pelo método de
MWCVD seguido pelo tratamento por plasma de oxigénio. O processo de
MWCVD foi eficiente na preparacdo de nanotubos de carbono em um perfeito
alinhamento vertical em relagao ao substrato de Ti, e a etapa de tratamento por
plasma de oxigénio eficaz na promocédo da funcionalizacdo da superficie dos
VACNT com grupos funcionais oxigenados e também da esfoliacdo das pontas
dos nanotubos de carbono em folhas de Oxido de grafeno. As amostras de
VACNT-GO geradas apos o tratamento por plasma de oxigénio foram super-
hidrofilicas, em contraste com as amostras de VACNT como sintetizadas, com
comportamento totalmente hidrofobico (super-hidrofébica). Nas subsecdes que
seguem sdo apresentados os resultados de caracterizagdo morfologica e quimica
que demonstram as afirmagdes mencionadas previamente sobre o material
produzido, além do estudo do comportamento eletroquimico das amostras de
VACNT-GO como material de eletrodo, cuja viabilidade de aplicacéo
eletroguimica/eletroanalitica em sistemas aquosos foi proporcionada por meio

da melhora significativa da molhabilidade dos VACNT",

* Os resultados desta secdo foram publicados no periédico Electrochimica Acta: Tiago A. Silva, Hudson Zanin,
Eduardo Saito, Roberta A. Medeiros, Fernando C. Vicentini, Evaldo J. Corat e Orlando Fatibello-Filho.
“Electrochemical behaviour of vertically aligned carbon nanotubes and graphene oxide nanocomposite as
electrode material”, Electrochimica Acta, 119, 114-119, 2014.
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4.1.1 - Microscopia eletronica de varredura

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) obtidas
para o filme de nanotubos de carbono verticalmente alinhados apos o tratamento
por plasma de oxigénio (VACNT-GO) séo apresentadas nas Figuras 4.1 (a-€). A
Figura 4.1 (f) refere-se a uma imagem de MEV coletada da lateral de uma
amostra de nanotubos de carbono verticalmente alinhados como crescidos
(VACNT). A partir da Figura 4.1 (f) pode-se verificar que uma “floresta” densa
de nanotubos de carbono em um perfeito alinhamento vertical foi formada,
gerando uma superficie de elevada porosidade e com uma espessura de filme de
aproximadamente 40 um.

A Figura 4.1 (a) consiste em uma imagem de MEV da parte
superior (vista de cima) do filme de VACNT-GO, mostrando a formacéo de uma
superficie tipo carpete. As Figuras 4.1 (b-e) representam imagens de MEV
obtidas em alta resolucéo e coletadas a partir daqueles nanotubos de carbono da
Figura 4.1 (a), no qual revelam que o tratamento por plasma de oxigénio foi
eficaz na esfoliacdo das pontas dos nanotubos de carbono.

E bem conhecido que nanotubos de carbono consistem de folhas de
grafeno enroladas em forma de cilindros, e que, portanto, o enrolamento de
folhas de grafeno em tubos € um modelo padrdo para ilustrar a formacdo dos
nanotubos de carbono®. Desta forma, a partir das imagens de MEV registradas
pode-se concluir que o tratamento dos filmes de VACNT com o plasma de
oxigénio promoveu a esfoliagdo das pontas dos nanotubos, expondo sua
estrutura fundamental: o grafeno (Figuras 4.1 (b-e)).

Além de promover a esfoliacdo das pontas dos nanotubos de
carbono, o tratamento por plasma de oxigénio também promoveu a insercédo de
grupos funcionais oxigenados a estrutura dos nanotubos, melhorando
significativamente a molhabilidade dos filmes de VACNT como sera

apresentado nas proximas secOes. Vale a pena ressaltar que o processo de
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funcionalizagdo/esfoliagcdo foi realizado em condi¢gbes muito especificas do
plasma de oxigénio. Dependendo das condicdes do plasma de oxigénio pode se
ter uma completa erosdo dos nanotubos de carbono ou simplesmente a insercao
de grupos oxigenados sem qualquer esfoliagdo. Por exemplo, utilizando-se
pressdes mais altas ou mesmo um maior tempo de exposicdo ao plasma de
oxigénio os VACNT sdo completamente destruidos. Assim, as amostras de
VACNT-GO foram conseguidas sob condi¢des especificas e bem controladas,

para garantia da repetibilidade da sintese das amostras de VACNT-GO.
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FIGURA 4.1 - Imagens de MEV obtidas dos filmes de (a-e) VACNT-GO e (f) VACNT.

4.1.2 - Espectroscopia Raman

O tratamento por plasma de oxigénio provocou modificacOes
quimicas e estruturais nas amostras de VACNT, as quais puderam ser avaliadas

por espectroscopia Raman. Os espectros Raman de primeira e segunda ordem
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coletados para os filmes de VACNT antes e ap0s o tratamento por plasma sédo
apresentados nas Figuras 4.2 (a-c). A deconvolucéo das bandas registradas foi
realizada utilizando-se formas Lorentzianas para as bandas D, G e G’, e formas
Gaussianas para as bandas em torno de 1250 (#), 1480 (*) e 1611 cm™* (ombro
D’)>*’. No caso do espectro Raman de primeira ordem da amostra de VACNT-
GO, para uma deconvolugdo apropriada, dois picos Gaussianos centrados em
aproximadamente 1250 e 1480 cm™' tiveram de ser necessariamente
adicionados.

Cada uma das bandas observadas nos espectros Raman esta
correlacionada a um determinado aspecto estrutural do material carbonico. A
banda D é normalmente atribuida a desordem e imperfeicdo dos cristais de
carbono™>’. A banda G ¢ atribuida a um dos dois modos E,, correspondentes as
vibracdes de estiramento no plano basal (dominios sp®) de cristais simples de

55-57

grafeno™™". A banda G’ esta relacionada a cristalinidade da amostra, e a sua alta

intensidade em ambas as amostras demonstram a excelente qualidade estrutural

dos materiais sintetizados> ™.
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FIGURA 4.2 - (a) Espectros Raman de primeira e segunda ordem registrados para amostras
de (b) VACNT e (c) VACNT-GO.

Devido a semelhanca dos espectros Raman obtidos para as amostras
de VACNT e VACNT-GO, uma estratéegia para tornar mais evidente as
diferencas entre estes foi calcular as razdes das areas das bandas D, G’, (*) e (#)
relativamente a area da banda G, e os valores obtidos encontram-se organizados
na Tabela 4.1. Utilizando-se as diferentes raz6es das areas das bandas, é possivel
obter conclusbes mais evidentes dos espectros Raman a respeito das
modificagcfes quimicas resultantes da funcionalizacéo por plasma de oxigénio. A
intensidade da razdo Ap/Ag corresponde a extensdo do grau de desordem da

estrutura grafitica, a razdo Ag/As tem relacdo direta com a cristalinidade da
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amostra, a razao Ax/Ag esta correlacionada com a presencga de grupos polares
sobre a superficie das amostras e a razdo Ay/Ac pode ser correlacionada a
mudancas estruturais. A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.1
observa-se um aumento de intensidade da razdo Ap/Ag, passando de 0,54
(VACNT) para 0,58 (VACNT-GO), e o surgimento das razdes Ax/Ac & Aw/Ac
para o caso dos VACNT-GO com valores de 0,05 e 0,08, respectivamente. No
caso da razdo Ag/Ag, foi notada uma diminuicdo de intensidade apds a
funcionalizagcdo por plasma de oxigénio, partindo de 1,78 para a amostra de
VACNT e chegando a 1,54 para a amostra de VACNT-GO. Estes resultados
indicam um acréscimo do numero de defeitos e uma relativa perda de
cristalinidade dos VACNT ap0s o tratamento e, ainda, 0 aumento ou surgimento
das bandas (*) em = 1200 cm * e (#) em 1480 cm " pode ser atribuido as
mudancas estruturais provocadas pela esfoliacdo das pontas dos VACNT em
folhas de grafeno e a presenca de grupos carboxilicos polares sobre a superficie
dos VACNT-GO™*,

TABELA 4.1 - Comparacdo entre as areas das bandas extraidas dos espectros Raman obtidos
para as amostras de VACNT e VACNT-GO

Razao
Amostra
Ap/Ag AcglAc AxlAc Aw/Ac
VACNT 0,54 1,78
VACNT-GO 0,58 1,54 0,05 0,08

4.1.3 - Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X

Para identificar os grupos oxigenados presentes sobre a superficie
dos VACNT-GO, espectros de XPS para Cls e Ols foram coletados antes
(Figuras 4.3 a e b) e apos (Figuras 4.3 ¢ e d) a funcionalizacdo dos nanotubos de

carbono. Ambos os espectros foram deconvolucionados utilizando o software
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Fityk, e nas Figuras 4.3 (a) e (c) é apresenta a decomposi¢do dos picos C1s em
cinco componentes Gaussianas, referentes as ligagdes: C=C (~284,9 eV), C-O
(~285,8 eV), C=0 (287,5 eV), -COO- (289,3 eV), e a ultima em 290,8 eV
atribuida as transicdes m—n* *4°®,

As deconvolugbes dos espectros de Ol1s sdo apresentadas nas
Figuras 4.3 (b) e (d) usando trés picos. O primeiro esta localizado na faixa de
531,0 a 531,4 eV, atribuido as duplas ligacdes entre os atomos de carbono e
oxigénio. O segundo pico, na faixa de 534,6 a 536,1 eV, atribuido as ligacGes
simples carbono oxigénio e o terceiro em 534,0 eV, referente aos grupos
carboxila®. A partir dos espectros de XPS foi possivel obter o teor de oxigénio
das amostras de VACNT antes e ap0s a funcionalizacéo por plasma de oxigénio,
sendo verificado que este aumentou de 4,9% para 21,4% ap0s o tratamento.

O aumento do teor de oxigénio nas amostras de VACNT-GO sugere
a formacéo de folhas de grafeno funcionalizadas com grupos oxigenados, dai o
material ter sido nomeado como um composito de VACNT e Oxido de grafeno.
No entanto, para assim poder ser de fato denominado, a razdo C:O foi calculada
para a amostra de VACNT-GO. Para ser classificado como 6xido de grafeno, o
material carbonéceo precisa apresentar uma razdo C:O entre 1,3 e 2,25>°. Em
uma primeira estimativa, a razdo C:O para a amostra de VACNT-GO foi igual a
6, estando, portanto, fora da faixa sugerida para oxido de grafeno. Embora a
razdo C:O tenha ficado em desacordo com o reportado pela literatura, duas
consideracOes foram tomadas para a correcao deste valor previamente calculado.
Primeiramente, por meio das imagens de MEV apresentadas anteriormente
(Secédo 4.1.1), ficou evidente que o plasma de oxigénio atuou principalmente
sobre as pontas dos VACNT. Portanto, 0s grupos oxigenados deveriam estar
concentrados nesta por¢do dos VACNT-GO, correspondente a aproximadamente
até 10 um abaixo da superficie do filme de VACNT, cujo comprimento total foi
de 40 pum. Enquanto isso, em segundo lugar, € sabido que a analise de XPS

fornece o teor de oxigénio geral da amostra, ndo localizando 0s grupos
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oxigenados pela amostra. Consequentemente, a razdo C:O calculada
previamente pdde ser corrigida dividindo-a por quatro, uma vez que a maior
parte dos grupos oxigenados responsaveis pelo teor de oxigénio calculado
encontram-se localizados em um quarto da amostra. Fazendo-se isso, o valor
final da razdo C:O para os VACNT-GO foi de 1,5, no qual esta dentro da faixa
estipulada para materiais a base de 6xido de grafeno, e justificando finalmente a

nomenclatura dada ao material produzido.
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FIGURA 4.3 - Espectro XPS (C1s) obtido para a amostra de VACNT (a) antes e (c) apés o
tratamento por plasma de oxigénio. Espectro XPS (O1s) obtido para a amostra de VACNT (b)
antes e (d) apos o tratamento por plasma de oxigénio.

4.1.4 - Angulo de contato

A comparacdo da molhabilidade da superficie dos filmes de
VACNT antes e ap0s o0 processo de tratamento por plasma de oxigénio usando

um liquido polar (4gua) é apresentada nas Figuras 4.4 (a, b). A molhabilidade de
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uma superficie solida e classificada de acordo com o angulo de contato
apresentado por uma gota de agua depositada sobre a referida superficie. Assim,
h& superficies super-hidrofilicas (angulo de contato = 0°), hidrofilicas (0° <
angulo de contato < 90°), hidrofdbicas (90° < angulo de contato < 150°) e super-
hidrofébicas (angulo de contato > 150°)°*®*. Tendo-se em conta estes intervalos
de angulo de contato, pode ser observado que a superficie do filme de VACNT
como crescido exibiu um comportamento super-hidrofébico (Figura 4.4 (a)),
apresentando um angulo de contato de = 157°. No entanto, apés a
funcionalizacdo por plasma de oxigénio, o compédsito VACNT-GO adquiriu
caracteristica polar interagindo fortemente com a agua, com um angulo de
contato de = 0° (Figura 4.4 (b)). Baseando-se no baixo angulo de contato da
amostra de VACNT-GO, pode-se concluir que o tratamento por plasma de

oxigénio alterou significativamente a molhabilidade da superficie das amostras

de VACNT, passando a ser super-hidrofilica.

(a) - ® 9

187°

00

FIGURA 4.4 - Imagens de microscopia ética (ampliacdo de 200 vezes) do angulo de contato
entre a 4gua deionizada e a amostra de (a) VACNT e (b) VACNT-GO.

4.1.5 - Comportamento eletroquimico

O comportamento eletroquimico do eletrodo montado utilizando os
filmes de VACNT-GO, chamado deste ponto em diante como eletrodo VACNT-
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GO, foi estudado usando como sonda eletroquimica o par redox Fe(CN)s*". Na
Figura 4.5 € mostrado o voltamograma ciclico obtido para uma solucdo de
KsFe(CN)s 1,0 x 107° mol L™ preparada em KCI 0,1 mol L™ empregando-se o
eletrodo de VACNT-GO. Como pode ser observado, o par redox apresentou um
comportamento reversivel, com um valor de AE, igual a 59 mV, como atribuido
para um processo reversivel®*®, indicando que o eletrodo de VACNT-GO
promoveu uma rapida transferéncia eletronica. A fim de se investigar melhor o
comportamento eletroquimico verificado para o eletrodo de VACNT-GO,
estudos adicionais de voltametria ciclica foram realizados para determinacgéo da
area eletroativa e da constante de transferéncia heterogénea de elétrons para o

material de eletrodo proposto.
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FIGURA 4.5 - Voltamograma ciclico (v = 50 mV s %) obtido para uma soluc&o de KsFe(CN)g
1,0 x 10 mol LY em KCI 0,1 mol L™* empregando-se o eletrodo de VACNT-GO.
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4151 - Determinacdo da Aarea eletroativa do eletrodo de
VACNT-GO

Para a determinacdo da area eletroativa do eletrodo de VACNT-
GO, foram realizados experimentos de voltametria ciclica conduzidos a
diferentes velocidades de varredura (10 — 500 mV s ), para uma solucdo de
KsFe(CN)s 1,0 x 10° mol L™ preparada em KCI 0,1 mol L™ Os
voltamogramas ciclicos registrados, bem como os graficos de corrente de pico
anodica (l,) e catddica (I;) versus a raiz quadrada da velocidade de varredura
(™) encontram-se na Figura 4.6 (a, b). Verificou-se que com o aumento da
velocidade de varredura, as correntes de pico anddica e catddica variaram
linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando que o
processo foi totalmente controlado por difusao®®.
O calculo da éarea eletroativa foi realizado utilizando-se a equacéo

de Randles-Sevcik (Eg. 1):
l, = +(2,69 x 10°)n**AD**Cp"? (1)

sendo I, a corrente de pico anodica ou catodica, n o nimero de elétrons
envolvidos no processo redox, A a area eletroativa do eletrodo, D o coeficiente
de difusdo, C a concentracdo da espécie eletroativa e v a raiz quadrada da
velocidade de varredura.

Considerando-se D =7,6 x 10°cm?s*® n=1eC=10x10°
mol cm™3, o valor da area eletroativa foi calculado comparando-se o valor do
coeficiente angular obtido para as relacbes de corrente de pico anddica e
catddica em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura com o
coeficiente angular da Equacdo de Randles-Sevcik (Eg. 1). Os valores
determinados de coeficiente angular e area eletroativa encontram-se na Tabela

4.2. Com base nesta, verifica-se que a area eletroativa media do eletrodo de



Silva, T. A. 4 Resultados e Discussdo 35

VACNT-GO foi igual a 0,79 + 0,01 cm® A &rea geométrica do eletrodo
utilizado foi de 1,00 cm?, o que significa que em torno de 80% da &rea eletrodica

se encontra disponivel para os processos de transferéncia eletronica.
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FIGURA 4.6 - (a) Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (10
— 500 mV s ) para o eletrodo de VACNT-GO em solucéo de KsFe(CN)g 1,0 x 102 mol L™
em KCI 0,1 mol L™. (b) Grafico com o registro de lp vs. v para correntes de pico anddica
(1) e catddica (I¢).

TABELA 4.2 - Valores de coeficiente angular e area eletroativa equivalentes as curvas de
correntes de pico anddica e catédica em funcéo de v

Coeficiente angular ~ Area eletroativa Area eletroativa

Curva

(A V2512 (cm?) média (cm?)

Corrente 4

o 5,78 x 10 0,78
anodica

0,79 + 0,01

Corrente i

o —5,92 x 10 0,80
catodica

4.1.5.2 - Determinagdo da constante de transferéncia heterogénea
de elétrons e estabilidade de resposta para o eletrodo de VACNT-
GO

Tendo em vista o interesse em elucidar de forma mais detalhada o
potencial de aplicacdo eletroquimica do material eletrodico proposto neste

trabalho, seguiu-se para o célculo da constante de transferéncia heterogénea de
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elétrons para o eletrodo de VACNT-GO. Para tanto, os voltamogramas ciclicos
registrados em diferentes velocidades de varredura (Figura 4.6 (a)) renderam as
informacdes necessarias para 0 cumprimento deste objetivo. Analisando-se 0s
voltamogramas da Figura 4.6 (a) verifica-se que com o aumento da velocidade
de varredura, o0s potenciais de pico anddico foram deslocados para valores mais
positivos enquanto os potenciais de pico catodico deslocaram-se para potenciais
mais negativos, resultando em um aumento da separacdo dos potencias de pico
anodico e catodico (AE,). Desta forma, o comportamento reversivel observado
em baixas velocidades de varredura, tendeu a assumir um comportamento
quase-reversivel para velocidades de varredura acima de 50 mV s ', com uma

separacéo de picos superior a 59 mV (Figura 4.7).
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FIGURA 4.7 - Dependéncia entre a separa¢éo dos potenciais de pico (AEp) e a velocidade de
varredura ().

Para o célculo da constante de transferéncia heterogénea de elétrons
(k%) para o eletrodo de VACNT-GO foi utilizado 0 método de NICHOLSON®,
amplamente aplicado no calculo da constante de transferéncia de elétrons para
sistemas quase-reversiveis controlados por difusdo. Neste método, o valor de k°

é obtido empregando-se a Eq. 2:
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¥ = k°[aDnoF/(RT)] 2 (2)

sendo ¥ um parametro cinético e os demais termos possuem seus significados
usuais. Os valores de W foram calculados utilizando-se a Eq. 3 proposta por
LAVAGNINI et al.”*, que relaciona ¥ aos valores de AE, equivalentes a cada

velocidade de varredura:
¥ = (-0,6288 + 0,0021nAEp)/(1 — 0,017nAEy) (3)

A partir dos valores calculados de ¥, um gréfico de ¥ versus 32,79
v Y2 foi obtido (Figura 4.8), a partir do qual k° pode ser determinado. O fator
32,79 corresponde ao termo [xDnF/(RT)]™™ da Equacdo de Nicholson,
calculado considerando-se D = 7,6 x 10 ° cm®s ", F = 96485 C mol }, R = 8,314
JK™*mol™ e T=298,15 K. A equacdo da reta obtida para o grafico de ¥ versus

32,79 v 2, para valores de velocidade de varredura acima de 150 mV s %, foi
(Eq. 4):

W =-1,2+0,034(32,79 v ¥?),r=0,98 (4)

Como o termo [xDnF/(RT)] ™ j4 foi contabilizado, o coeficiente
angular da equacdo da reta (Eq. 4) fornece diretamente o valor de k° sendo,
portanto, igual a 3,4 x 102 cm s*. Para se ter uma ideia da magnitude desta
constante de transferéncia heterogénea de elétrons, o valor de k° calculado para o
eletrodo de VACNT-GO foi em torno de 94 vezes maior do que o determinado
para um eletrodo de pasta de carbono (3,6 x 10™* cm s™)®, 33 vezes maior que
aquele obtido para um eletrodo de carbono vitreo (1,02 x 10~° cm s, obtido

neste trabalho) e 11 vezes maior que aquele encontrado para um eletrodo de
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VACNT ligados via ligacOes tio-éster a um substrato de silicio tipo-p (2,98 x

10 cm s ™).
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FIGURA 4.8 - Grafico de W vs. 32,79 v 2 obtido para o eletrodo de VACNT-GO em solucéo
de K3Fe(CN)s 1,0 x 103 mol L * em KCI 0,1 mol L™

Em seguida, a estabilidade de resposta do eletrodo de VACNT-GO
foi avaliada realizando-se varias medidas de voltametria ciclica a uma
velocidade de varredura fixa de 100 mV s * para a mesma solucdo de KsFe(CN)g
1,0 x 10° mol L™ preparada em KCI 0,1 mol L. Assim, 100 voltamogramas
ciclicos foram registrados e os resultados encontram-se na Figura 4.9. Os

43~ sobre o eletrodo

voltamogramas ciclicos obtidos para o par redox Fe(CN)g
de VACNT-GO permaneceram praticamente constantes durante os varios ciclos
de potencial. O valor de AE, ndo sofreu variagéo e as correntes de pico anddica e
catédica apresentaram desvio-padrdo relativo de 0,33% e 0,29%,
respectivamente. Estes resultados demonstram a alta estabilidade de resposta do

eletrodo de VACNT-GO.
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FIGURA 4.9 - Voltamogramas ciclicos (v = 100 mV s *) obtidos para uma solucdo de
KsFe(CN) 1,0 x 10~ mol L™ em KCI 0,1 mol L * usando o eletrodo de VACNT-GO.

4.2 - Determinacdo voltamétrica de atorvastatina calcica
utilizando o eletrodo de VACNT-GO

Tendo como base o bom desempenho eletroquimico demonstrado
pelo eletrodo de VACNT-GO atraves dos estudos de caracterizacédo
eletroquimica apresentados na secdo anterior, investigou-se em seguida a
utilidade deste novo material de eletrodo como sensor eletroquimico para a
determinacdo de estatinas. O primeiro procedimento eletroanalitico
desenvolvido consistiu na determinacdo voltamétrica da estatina atorvastatina

calcica em amostras farmacéuticas e biologicas sintéticas, e o0s resultados

obtidos sdo apresentados nas proximas subsecdes”.

* Os resultados desta secdo foram publicados no periédico Analyst: Tago A. Silva, Hudson Zanin, Fernando C.
Vicentini, Evaldo J. Corat e Orlando Fatibello-Filho. “Differential pulse adsorptive stripping voltammetric
determination of nanomolar levels of atorvastatin calcium in pharmaceutical and biological samples using a
vertically aligned carbon nanotube/graphene oxide electrode”, Analyst, 139, 2832-2841, 2014.
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4.2.1 - Comportamento  eletroquimico da  molécula de

atorvastatina calcica

Inicialmente, 0 comportamento voltamétrico do farmaco ATOR foi
estudado por voltametria ciclica utilizando o eletrodo de VACNT-GO. Na
Figura 4.10 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos para uma
solucdo de ATOR 5,0 x 10~ mol L™ preparada em tamp&o fosfato 0,2 mol L™
(PHcong = 2,0) contendo 20% em volume de metanol utilizando o eletrodo de
VACNT-GO e um eletrodo de carbono vitreo (GCE). O uso da porcentagem de
20% (v/v) de metanol no eletrdlito suporte foi necessario para a manutencao do
farmaco solubilizado, e o valor de 20% foi determinado mediante testes de
solubilidade da ATOR em misturas hidroalcoolicas com diferentes teores de
metanol.

Analisando-se o voltamograma apresentado na Figura 4.10, observa-se o
surgimento de um pico de oxidacdo durante a varredura anddica de potenciais a
+1,08 V, com auséncia de um pico de reducdo durante a inversdo da direcdo de
varredura de potenciais. Este resultado indicou que a oxidacdo da molécula de
ATOR ¢é um processo irreversivel, em concordancia com o comportamento
eletroguimico que tem sido reportado para a ATOR usando diferentes materiais
de eletrodo: eletrodo de carbono vitreo a +1,03 V*, eletrodo de diamante
dopado com boro a +0,98 \V* e eletrodo de pasta de carbono a +1,07 V**. Além
disso, a comparacdo com o eletrodo de GCE demonstrou o excelente
desempenho do eletrodo de VACNT-GO para a determinagdo de ATOR, com a
obtencdo de um aumento ascentuado da densidade de corrente obtida naquele

eletrodo.
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FIGURA 4.10 - VVoltamograma ciclico obtido para uma solucdo de ATOR 5,0 x 10> mol L™
preparada em tampdo fosfato 0,2 mol L™ (pHcong = 2,0) contendo 20% (v/v) de metanol,
usando o eletrodo de VACNT-GO e um GCE. » = 50 mV s *. “Branco” se refere ao
voltamograma registrado para a mistura tampao/metanol na auséncia do composto ATOR.

4.2.2 - Estudo do efeito do eletrolito suporte

Estudos de voltametria ciclica foram realizados de forma a
identificar a melhor composicdo do eletrolito suporte para a determinacéo
eletroquimica da ATOR utilizando o eletrodo de VACNT-GO. Para tanto,
diferentes eletrolitos suporte foram investigados usando uma concentracédo fixa
de ATOR, 5,0 x 10> mol L™. Os seguintes eletrélitos foram investigados: (a)
tampao fosfato 0,2 mol L™ (pHeong = 4,5); (b) H,S04 0,1 mol L™; (c) H,S0,0,5
mol L™; (d) tampdo acetato 0,2 mol L™ (pHeng = 4,5); (¢) Tampdo Britton-
Robinson (BR) 0,04 mol L™ (pHems = 4,5) e (f) KCI 0,1 mol L™ Os
voltamogramas ciclicos obtidos em cada condicdo de eletrolito suporte

encontram-se na Figura 4.11.
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FIGURA 4.11 - Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo de ATOR 5,0 x 10> mol

L™ preparada em diferentes eletrélitos suporte contendo 20% (v/v) de metanol: (a) tamp&o
fosfato 0,2 mol L™ (pHeong = 4,5); (b) H2S04 0,1 mol L™; () H2S04 0,5 mol L™*; (d) tampéao
acetato 0,2 mol L™ (pHcong = 4,5); (e) Tampao Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™ (pHeong =
4,5) e (f) KCI 0,1 mol L™ usando o eletrodo de VACNT-GO. » = 50 mV s*. Inserido as
curvas de Ep e I, vs. eletrolito suporte.

A partir dos valores de potencial (E,) e corrente de pico (l,) obtidos
(inserto da Figura 4.11) para a oxidacdo da molécula de ATOR nos diferentes
tipos de eletrdlito suporte, pode-se concluir que o tampao fosfato proporcionou o
sinal analitico de maior magnitude. No entanto, o potencial de oxidacdo da
ATOR no caso do tampéo fosfato foi ligeiramente deslocado para um valor mais
positivo em comparacdo com os demais tipos de eletrélitos (inserto da Figura
4.11). Tendo em conta 0s propositos analiticos deste trabalho, decidiu-se
trabalhar com o tampao fosfato como eletrolito suporte, uma vez que a obtencao
de uma corrente de pico mais alta pode levar a melhores parametros analiticos,
como alta sensibilidade (inclinagdo da curva analitica) e menor limite de
deteccdo (maior detectabilidade).

Em seguida, o efeito do pHg do tampéo fosfato 0,2 mol L™ foi
estudado na faixa de 2,0 a 8,0. Os voltamogramas ciclicos obtidos para cada

condicdo de pH (Figura 4.12) demonstraram que o pH influenciou diretamente a
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reacdo de oxidagdo da ATOR. O processo de oxidagdo da ATOR verificado
previamente apresentou maior intensidade de corrente em solucdes mais acidas,
e com o aumento do pH o sinal de oxidacdo da ATOR foi gradualmente
desaparecendo, até ndo ser mais observado em pHcng = 8,0. Assim, o tampéao
fosfato 0,2 mol L™* com PHcong = 2,0 foi selecionado para os estudos posteriores.

Na Figura 4.12 encontra-se no inserto um grafico do potencial de
pico de oxidagédo (E,) versus pH na faixa de 2,0 a 7,0. Uma relagéo linear entre

E, e pH foi obtida nesta faixa de pH, seguindo a Eq. 5:

E,=1,16-0,032pH , r = 0,981 (5)

O coeficiente angular da Eg. 5 (0,032 V/pH) foi proximo ao valor
teorico de 0,0296 V/pH, indicando que a razéo entre o nimero de elétrons e de
prétons envolvidos na etapa determinante da reacdo é 2***. Esta observacio
suporta a reacdo de eletrooxidagcdo que tem sido proposta para a ATOR,

42,44

envolvendo a oxidacdo do anel pirrol (2 elétrons e 1 proton)™™, como mostrado

na Figura 4.13.
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FIGURA 4.12 - Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo de ATOR 5,0 x 10> mol
L preparada em tampdo fosfato 0,2 mol L™ (20% v/v metanol) a diferentes pHs
condicionais usando o eletrodo de VACNT-GO. Inserido E, vs. pH e I, vs. pH. o =50 mV s ",
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FIGURA 4.13 - Reacdo de eletrooxidacdo proposta para a molécula de ATOR (Adaptado da
Ref.*4).

4.2.3 - Estudo do efeito do potencial e do tempo de pré-

concentracao

A viabilidade de se utilizar uma etapa de pré-concentracdo antes das
medidas voltamétricas foi avaliada, e, assim, o efeito do potencial e do tempo de

pré-concentracao sobre a resposta voltamétrica de uma solucdo de ATOR 5,0 x
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10> mol L™ foi investigado. Inicialmente, foi estudada a influéncia do potencial
de pré-concentracdo na faixa de 0,0 V a +0,8 V, fixando-se o tempo de pré-
concentracdo em 60 s. Os valores de corrente de pico registrados nesta gama de
potenciais foram praticamente constantes, como pode ser observado no grafico
apresentado na Figura 4.14 (a). Sendo assim, trabalhou-se com potencial de
circuito aberto nas etapas de pre-cencentracdo do analito na superficie do
eletrodo.

O tempo de pré-concentracdo foi em seguida avaliado na faixa de
30 a 300 s. A corrente de pico aumentou até o tempo de 180 s, mantendo-se
praticamente constante para os tempos de pre-concentracdo superiores (Figura
4.14 (b)). O alcance do patamar de corrente de pico para tempos superiores a
180 s indica que neste intervalo de tempo, a superficie eletrodica foi saturada
pelas moléculas do analito. Desta forma, fixou-se o tempo de pré-concentracéo

em 180 s para os demais experimentos.

100 @ 160 .
_» 00V . (b)
901 = —a—n—ng—N
| l/
N )
80- . \ e 180's
< - < /
=704 120+ /
60 .
100
50 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0 50 100 150 200 250 300
Potencial de pré-concentracéo / V Tempo de pré-concentracao / s

FIGURA 4.14 - Efeito do (a) potencial de pré-concentragdo e (b) do tempo de pré-
concentragdo sobre a corrente de pico anodica para a determinagcdo de ATOR.
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4.2.4 - Determinacdo da constante de transferéncia heterogéna de
elétrons para a eletrooxidacdo da molécula de atorvastatina

calcica

Para a determinacdo do parametro cinético constante de
transferéncia heterogénea de elétrons (k) para a eletrooxidacdo do farmaco
ATOR, experimentos de voltametria ciclica foram realizados em diferentes
velocidades de varredura. Os voltamogramas ciclicos registrados em diferentes
velocidades de varredura encontram-se apresentados na Figura 4.15 (a). Foi
verificado que o logaritmo da corrente de pico (log I,) variou linearmente com o
logaritmo da velocidade de varredura (log v), com um coeficiente angular igual
a 1,52, mais préximo do valor tipico de 1,0 reportado para processos controlados
por adsorcdo, (Figura 4.15 (b))®. Desta forma, para o calculo de k para a
oxidacdo da molécula de ATOR, a teoria de Laviron para processos eletrédicos
irreversiveis e controlados por adsorcdo foi aplicada. Segundo a abordagem de
Laviron para sistemas irreversiveis, o potencial de pico é linearmente

dependente do logaritmo natural da velocidade de varredura (Eq. 6):

Ey= £ = () m () + (G)ime ©)

onde R é a constante universal dos gases (8,314 J mol™ K™), T é a temperatura
ambiente (298,15 K), F é a constante de Faraday (96485 C mol™), v é a
velocidade de varredura (V s™) e n é o nimero de elétrons envolvidos no
processo redox. Uma relacéo linear entre E, e In v foi obtida, como ilustrado

pela Figura 4.15 (c). A equacdo da reta obtida foi (Eq. 7):

E,=1,19 + 0,026 In v, r = 0,996 ©)
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Comparando-se o0 coeficiente angular da reta obtida com o
coeficiente angular da relacdo de Laviron (Eg. 6), o valor de an foi facilmente
calculado, sendo obtido um valor de 0,99. Assumindo o valor de 0,5 para o, um
valor tipicamente determinado para a oxidacdo de moléculas organicas, o
namero de elétrons envolvidos na oxidacdo da molécula de ATOR foi calculado
como sendo igual a 1,98 (= 2,0), o que sustenta a reagdo de eletrooxidagdo
proposta anteriormente (Figura 4.13). Assim, conhecendo-se o valor de an, foi
calculado o valor de k. Isto foi possivel pela comparacdo do coeficiente linear
da reta da Eq. 7, com o coeficiente linear dado pela equagédo de Laviron (Eqg. 6).
O coeficiente linear da equacdo de Laviron envolve o valor do potencial padréo
E°*, o qual foi obtido pelo intercepto da curva de E, versus v. Assim a constante
de transferéncia heterogénea de elétrons ks foi calculada, sendo obtido o valor de
0,26 s
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FIGURA 4.15 - (a) Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo de ATOR 5,0 x 10~
mol L™ preparada em tampéo fosfato 0,2 mol L™* contendo 20% (v/v) de metanol (pHcong =
2,0) em diferentes velocidades de varredura (v): (a) 10 (b) 20 (c) 30 (d) 40 (e) 50 (f) 75 (g)
100 (h) 150 e (i) 200 mV s . (b) Gréfico de log I, versus log v. (c) Variagao de (Ep) versus In
D.

4.2.5 - Determinacdo de atorvastatina calcica por voltametria

adsortiva de redissolucdo anddica por onda quadrada e por pulso
diferencial

Para o desenvolvimento do procedimento voltameétrico para
determinacdo de ATOR utilizando o eletrodo de VACNT-GO, foram avaliadas
as técnicas de Voltametria Adsortiva de Redissolu¢cdo Anoddica por Onda
Quadrada (SWAdASYV, do inglés “Square-Wave Adsorptive Anodic Stripping
Voltammetry”) e por Pulso Diferencial (DPAJASYV, do inglés “Differential

Pulse Adsorptive Anodic Stripping Voltammetry”). Em um primeiro momento,
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0s parametros experimentais de cada técnica foram otimizados utilizando uma
solucdo de ATOR 5,0 x 10~ mol L™ preparada em tamp&o fosfato 0,2 mol L™
contendo 20% (v/v) de metanol (pHcng = 2,0). A Tabela 4.3 retne os intervalos
em que cada parametro foi estudado e os respectivos valores selecionados. Os
valores selecionados para cada parametro foram obtidos tendo em conta a
condicdo na qual a maior magnitude de corrente anddica foi registrada e com

menor contribuicdo da corrente de fundo.

TABELA 4.3 - Parametros experimentais estudados para as técnicas de SWAdASV e
DPAJASYV e os respectivos valores selecionados para a determinagdo de ATOR

Técnica Parametro Intervalo Selecionado
Frequéncia (Hz) 10a70 40
SWAdASV Amplitude (mV) 5a100 80
Incremento (mV) 1a10 3
Veloc. de varredura* (mV s ) 2,5a20 10
DPAdJASV Amplitude (mV) 10 a 100 90
Tempo de modulagao (ms) 5a20 10

*Velocidade de varredura de potencial.

Apos a otimizacdo dos parametros experimentais, foi avaliado o
desempenho analitico de cada técnica voltamétrica para a determinacdo de
ATOR. Sendo assim, foram construidas as respectivas curvas analiticas
empregando-se diferentes concentragdes de ATOR, obtidas a partir de
sucessivas adi¢Oes de pequenas aliquotas de solucdes estoque do farmaco no
eletrolito suporte.

As Figuras 4.16 (a) e (b) contem os voltamogramas de SWAdAS e
DPAJAS registrados para diferentes niveis de concentragdo de ATOR, e o
inserto nas figuras as respectivas curvas analiticas. Os pardmetros analiticos

obtidos para a determinagdo de ATOR empregando-se as técnicas de
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SWAIASYV e DPAJASYV sao apresentados na Tabela 4.4. Os limites de deteccéo

(LD) de cada técnica foram calculados com base na Eq. 8:

LD =3"S/py (8)

sendo s é o desvio-padrdo de 10 medidas do branco (apenas eletrolito suporte) e
m é o valor do coeficiente angular da curva analitica (sensibilidade).

A partir da Tabela 4.4 verifica-se que a técnica voltamétrica que
apresentou o melhor desempenho analitico para a determinacdo de ATOR foi a
DPAJASV. Embora a sensibilidade analitica da técnica de SWAdASV tenha
sido superior aquela obtida empregando-se DPAJASV, o0 emprego desta ultima
permitiu a determinacdo de ATOR em uma faixa linear de concentra¢cdes mais
ampla, em concentragcdes mais baixas e com melhor correlacdo, sendo obtido um
valor de LD significativamente menor. O melhor desempenho da DPAJASV
pode ser explicado pela menor magnitude da corrente de fundo em comparagéo
a SWAdASV, Figura 4.17. Desta forma, nos estudos posteriores envolvendo a
quantificacdo do farmaco ATOR foi utilizada a técnica de DPAdASV.

801
1204 (@) (b)
80
601 ¢
<
— 40
< < 20,
- ) R
204 [ATOR] / (umol L)
< 04 >
o5 06 07 08 09 10 11 12 13 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2
E/V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCl

FIGURA 4.16 - (a) Voltamogramas de SWAdAS obtidos para diferentes concentracGes de
ATOR: (a) 0,00; (b) 0,20; (c) 0,49; (d) 0,69; (e) 0,99; () 1,96; (g) 2,91 e (h) 3,85 pumol L™,
(Inserida a curva analitica obtida). (b) Voltamogramas de DPAdAS obtidos para diferentes
concentracdes de ATOR: (a) 0,00; (b) 0,09; (c) 0,20; (d) 0,50; (e) 0,69; (f) 0,98; (g) 1,94; (h)
2,89 ¢ (i) 3,81 umol L%, (Inserida a curva analitica obtida).
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TABELA 4.4 - Parametros analiticos obtidos para a determinagdo de ATOR utilizando as

técnicas de SWAASV e DPAJASYV

Parametro

Técnica

SWAdASV

DPAJASV

Faixa linear (x 10° mol L™)
Sensibilidade (nA mol ' L)

Coeficiente de correlagédo (r)

LD

0,20 a 3,85
3,2 x 10’
0,990
76x10°°

0,09 a 3,81
1,8 x 10’
0,994
9,4 x107°
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FIGURA 4.17 - Voltamogramas de SWAdAS e DPAJAS obtidos em tampéo fosfato 0,2 mol
L™ contendo 20% (v/v) de metanol (pHcong = 2,0).

Outros procedimentos eletroanaliticos tém sido propostos para a

determinacdo de ATOR, utilizando diferentes materiais de eletrodo. Os

parametros analiticos obtidos nestes procedimentos foram comparados com os

obtidos empregando-se 0 método voltamétrico de DPAJASV proposto neste

trabalho (Tabela 4.5). Como pode ser visto, o procedimento utilizando o
eletrodo de VACNT-GO como sensor eletroquimico e a técnica de DPAJASV

forneceu uma faixa linear de concentracdes comparavel aquelas obtidas usando
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eletrodos de carbono vitreo***

e de diamante dopado com boro*, e um LD
menor do que todos aqueles reportados para estes eletrodos. Abbar e
Nandibewoor*, usando um eletrodo de pasta de carbono, apresentaram um
procedimento de voltametria de onda quadrada com uma faixa linear de
concentracdes de ATOR maior do que a apresentada neste trabalho, e um LD
ligeiramente inferior ao atingido utilizando o eletrodo de VACNT-GO.
Entretanto, no procedimento reportado por ABBAR e NANDIBEWOOR*, uma
pré-etapa de ativacdo do eletrodo de trabalho foi necessaria, alem do uso do
surfactante brometo de cetiltrimetilaménio no eletrolito suporte como um agente
intensificador. Portanto, o procedimento proposto neste trabalho pode ser
considerado mais simples, sem a necessidade de utilizacdo de compostos desta
classe e sem qualquer pré-tratamento do sensor eletroquimico de VACNT-GO,
com a obtencédo de um LD da mesma ordem de grandeza.

Em um trabalho reportado recentemente, KAMALZADEH &
SHAHROKHIAN® apresentaram o uso de um GCE modificado com filmes do
polimero condutor polipirrol (PPY, do inglés “Polypyrrole”) contendo CNTSs
para a determinacdo de ATOR por voltametria de varredura linear (LSV, do
inglés “Linear Sweep Voltammetry”). Neste procedimento, os parametros de
desempenho analitico foram melhores do que o do procedimento proposto, no

entanto, o uso de eletrodos modificados foi dispensado no presente trabalho.
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TABELA 4.5 - Comparagdo entre os parametros analiticos obtidos para o procedimento
voltamétrico proposto utilizando o eletrodo de VACNT-GO e para outros procedimentos
eletroanaliticos reportados na literatura

Faixa linear LD
Eletrodo Técnica 5 ., Ref.
(mol L) (mol L)
GCE DPV 965x10'a3,86x10° 2,11x10 "' 4
GCE SWV 965x107a3,86x10° 205x10" 42
BDD DPV 965x107a3,86x10" 227x10° 42
BDD SWV 9.65x107a3,86x10" 1,31x10° 42
GCE DPV 200x10°%a1,00x10* 595x10° 43
GCE SWV 200x10°a1,00x10* 470x10° 43
CPE-CTAB DPV 500x10%a1,00x10° 4,08x10° 44
PPY/CNTs/ LoV 500x10°a1,00x10 e 50 % 10°° .
, X
GCE 1,00 x 10 "a 1,00 x 10°°
VACNT- . . ,  Este
DPAJASY 9,00 x 10%a 3,81 x 10 9,40 x 10
GO trabalho

GCE — Eletrodo de carbono vitreo (do inglés “Glassy Carbon Electrode”); DPV — Voltametria
de pulso diferencial (do inglés “Differential Pulse Voltammetry”); SWV — Voltametria de
onda quadrada (do inglés “Square Wave Voltammetry”); BDD — Diamante dopado com boro
(do inglés “Boron-Doped Diamond”); CPE — Eletrodo de pasta de carbono (do inglés “Carbon
Paste Electrode”); CTAB — Brometo de cetiltrimetilaménio (do inglés “Cetyltrimethyl
Ammonium Bromide”); PPY — Polipirrol (do inglés “Polypyrrole”); LSV — Voltametria de
varredura linear (do inglés “Linear Sweep Voltammetry™).

4.2.6 - Estudos de repetibilidade, interferentes e

adicao/recuperacéo

A repetibilidade intra- e inter-dias do procedimento voltamétrico foi
investigada. Para a repetibilidade intra-dia, 10 medidas sucessivas para duas
soluces de ATOR de concentracdes diferentes (6,0 x 10" mol L e 1,5 x 10°°
mol L") foram realizadas em um mesmo dia. Foram obtidos valores de desvio-
padréo relativo (RSD, do inglés “Relative Standard Deviation”) de 2,3% e 2,2%

para as medidas de corrente de pico anodica para as solucdes de ATOR 6,0 x
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10" mol L™ e 1,5 x 10°® mol L™, respectivamente. Para o estudo de
repetibilidade inter-dias, foram comparados os valores de corrente de pico
anodica registrados durante 3 dias para solugbes de ATOR com as mesmas
concentragdes utilizadas no estudo de repetibilidade intra-dia. Fazendo-se isto,
valores de RSD iguais a 6,0% e 5,9% foram obtidos. Assim, pode-se concluir
que procedimento analitico proposto utilizando o eletrodo de VACNT-GO e a
técnica de DPAdASYV exibiu boa precisao de medidas.

A possivel interferéncia de alguns compostos excipientes
tipicamente encontrados em amostras de formulagdes farmacéuticas de ATOR
sobre a resposta voltamétrica do eletrodo de VACNT-GO foi estudada. Foram
considerados como potenciais interferentes os seguintes compostos: celulose
microcristalina, croscarmelose sddica, lactose mono-hidratada, estearato de
magnésio e carbonato de célcio. Para avaliar o efeito destes compostos sobre a
resposta voltamétrica, medidas foram realizadas para uma solucdo de ATOR 5,0
x 10~ mol L™ na auséncia e presenca dos excipientes em dois niveis diferentes
de concentragdes: 1:1 e 1:10 (analito:excipiente). Os valores de RSD obtidos
pela comparacdo das correntes de pico anddica registradas na auséncia e na
presenca de cada interferente em potencial encontram-se organizados na Tabela
4.6. Como pode ser observado, os excipientes considerados ndo apresentaram
interferéncia significativa sobre a determinacdo voltamétrica de ATOR, um
resultado que também foi confirmado pelos resultados dos estudos de adicéo e

recuperacao apresentados a seguir.
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TABELA 4.6 - Efeito de possiveis interferentes sobre a determinagdo voltamétrica de ATOR
a um nivel de concentracdo de 5,0 x 10" mol L™

o Proporgao
Excipiente o RSD (%)
(ATOR:Excipiente)
1:1 +20
Celulose microcristalina
1:10 -51
_ 1:1 +0,9
Croscarmelose sédica
1:10 +23
1:1 +0,2
Lactose mono-hidratada
1:10 +33
_ 1:1 -0,2
Estearato de magnésio
1:10 +0,9
1:1 -1.8
Carbonato de calcio
1:10 — 8,6

A possivel ocorréncia de efeitos de matriz das amostras
farmacéuticas de ATOR também foi estudada, por meio de testes de adicdo e
recuperacao. Trés amostras farmacéuticas de ATOR foram usadas, e 0s ensaios
de adicdo e recuperagdo conduzidos utilizando-se duas concentragdes de ATOR:
1,0 x 10 mol L™ e 2,0 x 10® mol L™*. A partir da Tabela 4.7, pode-se observar
que porcentagens de recuperacdo no intervalo de 90 a 120% foram alcancgadas,
demonstrando, portanto, que o procedimento voltamétrico proposto néo sofreu
interferéncia significativa das matrizes destas amostras. Assim, ficou evidente
que o eletrodo de VACNT-GO foi seletivo para determinacdo de ATOR em

amostras farmacéuticas.
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TABELA 4.7 - Resultados obtidos para os estudos de adigdo e recuperacdo de ATOR em
amostras de formulacdes farmacéuticas

[ATOR] (x 10° mol L™)

Amostra Recuperacdo” (%)
Adicionado Encontrado
1,0 1,1+0,1 110
A 2,0 1,9+0,1 95
1,0 1,0+0,1 100
® 2,0 1,8+0,1 90
1,0 1,2+0,1 120
c 2,0 20+0,1 100

*RECUperaQaO (%) = [ATOR]encontrado/[AToR]adicionado X 100.

4.2.7 - Determinacdo de atorvastatina calcica em amostras

farmacéuticas e biologicas sintéticas

O procedimento voltamétrico desenvolvido utilizando o eletrodo de
VACNT-GO e a técnica de DPAJASYV foi aplicado para a determinacdo de
ATOR em amostras farmacéuticas. ATOR também foi determinada
empregando-se um método comparativo espectrofotométrico, e os resultados
obtidos em triplicata usando-se os dois metodos séo apresentados na Tabela 4.8.
Os resultados obtidos empregando-se as duas técnicas analiticas foram
comparados estatisticamente aplicando-se o teste-t pareado a um nivel de
confianca de 95%. O valor de te, (0,257) foi menor do que o valor de teitico
(2,776), e, consequentemente, pode-se concluir que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados obtidos aplicando-se os dois
métodos. Além disso, os valores de RSD de comparacdo dos resultados dos dois
métodos variaram entre —3,7% e +1,6%. Estes resultados mostram a excelente
exatiddo do procedimento voltamétrico proposto e a sua aplicabilidade na

quantificacdo de ATOR em amostras de formulacdes farmacéuticas.
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TABELA 4.8 - Determinacdo de ATOR em trés amostras farmacéuticas empregando-se 0s

métodos voltamétrico proposto (P) e comparativo (C) (n = 3)

ATOR (mg/comprimido)

Amostra Valor Meétodo Método RSD* (%)
rotulado comparativo, C proposto, P
A 10,0 10,9+£0,2 10,5+ 0,7 -3,7
B 20,0 21,1+£0,9 21,4+0,8 +1,4
C 20,0 19,3+04 19,6 £0,3 +1,6

*RSD = (P C) / C x 100.

Finalmente, o método voltamétrico proposto foi também empregado

para a determinacdo de ATOR em duas amostras bioldgicas sintéticas: urina e

soro humano. Duas concentracdes de ATOR, 7,0 x 10" mol L™ e 2,0 x 10°®

mol L‘l, foram adicionadas a estas amostras e determinadas em termos de

porcentagem de recuperacdo da concentracdo de dopagem. Os resultados obtidos

encontram-se organizados na Tabela 4.9. Como pode ser observado,

porcentagens de recuperacdo satisfatorias na faixa de 96% a 111% foram

obtidas, sendo um indicativo da potencialidade do procedimento proposto para a

determinacdo de ATOR em amostras bioldgicas de fluidos humanos.

TABELA 4.9 - Resultados obtidos para a determinacgdo voltamétrica de ATOR em amostras

bioldgicas sintéticas de urina e soro humano (n = 3)

ATOR (x 107" mol L™)

Amostra Quantidade Quantidade  Recuperacgao* (%)
adicionada encontrada
_ 7,0 78+0,1 111
Urina
20,0 190+1 95
7,0 72105 103

Soro humano
20,0 19,2 +0,3 96

*Recuperagéo (%) = [ATOR]encontrado/[ATOR]adicionado X 100
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4.3 - Determinacdo voltamétrica de rosuvastatina calcica
utilizando o eletrodo de VACNT-GO

Em continuacdo aos estudos de avaliacdo da potencialidade do uso
do eletrodo de VACNT-GO como sensor eletroquimico para a determinacéo de
farmacos da classe das estatinas, foi desenvolvido um segundo procedimento
voltamétrico utilizando o eletrodo de VACNT-GO para a determinacdo da
estatina rosuvastatina célcica (ROS). O procedimento voltamétrico desenvolvido
fez uso da oxidacdo da molécula de ROS, sendo este comportamento

eletroquimico explorado pela primeira vez”.

43.1 - Comportamento eletroquimico da molécula de

rosuvastatina calcica

O comportamento eletroquimico da molecula de ROS sobre o
eletrodo de VACNT-GO foi avaliado por voltametria ciclica. Os voltamogramas
ciclicos obtidos para uma solucdo de ROS 5,0 x 10 mol L™ preparada em
tampdo fosfato 0,2 mol L™ (pH = 2,0) utilizando o eletrodo VACNT-GO e um
GCE sédo apresentados na Figura 4.18. Como pode ser verificado, houve a
ocorréncia de um processo de oxidacdo em +1,26 V, e apoOs a inversdo da
direcdo de varredura de potenciais nenhum processo equivalente de reducéo foi
observado. Desta forma, a oxidacdo da molécula de ROS pode ser caracterizada
como um processo redox irreversivel. A comparacdo do resultado obtido com o
eletrodo de VACNT-GO com aquele coletado com o GCE demonstrou a grande
habilidade do eletrodo de VACNT-GO para a determinacdo do farmaco ROS,

* Os resultados desta secéo foram publicados no periédico Sensors and Actuators B: Chemical: Tiago A. Silva,
Hudson Zanin, Fernando C. Vicentini, Evaldo J. Corat e Orlando Fatibello-Filho. “Electrochemical
determination of rosuvastatin calcium in pharmaceutical and human body fluid samples using a composite of
vertically aligned carbon nanotubes and graphene oxide as electrode material”, Sensors and Actuators B:
Chemical, 218, 51-59, 2015.
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com a geracdo de uma elevada densidade de corrente para a oxidacdo da
molécula de ROS.
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FIGURA 4.18 - Voltamograma ciclico obtido para uma solucdo de ROS 5,0 x 10> mol L™
preparada em tampé&o fosfato 0,2 mol L™ (pH = 2,0), usando o eletrodo de VACNT-GO e um
GCE. v =50 mV s %, “Branco” se refere ao voltamograma registrado para o tampao fosfato na
auséncia do composto ROS. Inserido encontra-se os voltamogramas cilicos obtidos para o
GCE ampliados.

4.3.2 - Estudo do efeito do eletroélito suporte

A influéncia da composicdo do eletrolito suporte sobre a resposta
eletroquimica da molécula de ROS foi estudada. Assim, medidas de voltametria
ciclica para diferentes eletrolitos suporte contendo ROS em uma concentracao
de 5,0 x 10~ mol L™ foram realizadas. Os seguintes eletrélitos suporte foram
investigados: (a) H,S0,0,10 mol L™; (b) tampé&o fosfato 0,2 mol L™ (pH = 2,0);
e (c) tampdo Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™ (pH = 2,0). A Figura 4.19
contem os voltamogramas ciclicos obtidos para cada condicdo descrita. A figura
inserida na Figura 4.19 contém o gréafico dos valores de corrente (I,) e potencial

(Ep) de pico para oxidagdo de ROS versus cada um dos eletrélitos suporte
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estudados. O potencial de pico foi praticamente o0 mesmo para os diferentes
eletrolitos. No entanto, a corrente de pico anddica registrada para o analito em
solucdo de tampé&o fosfato 0,2 mol L™ (pH = 2,0) foi 35% e 43% maior do que a
obtida utilizando H,SO, 0,10 mol L™ e tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH = 2,0),
respectivamente. Consequentemente, a solugdo de tampao fosfato 0,2 mol L™

foi a composicéo de eletrélito suporte selecionada para os estudos posteriores.

1,30
501 35/ I;:p .
0 [m]
404< 30 o 1252
= wr
]
< 30{ » . o
= —11,20 J
o a b c
—“ 201 Eletrdlito suporte ~ .
10- -
0- | .

07 08 09 10 11 12 13 14
E/V vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.19 - Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solucdo de ROS 5,0 x 10~ mol
L* preparada em diferentes eletrélitos suporte: (a) H,SO4 0,1 mol L™*; (b) tampéo fosfato 0,2
mol L™ (pH = 2,0); e (c) Tampdo Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™* (pH = 2,0). v = 50 mV
s Inserido as curvas de E; ¢ I, vs. eletrélito suporte.

Ap6s selecionar a solucdo de tampdo fosfato 0,2 mol L™ como a
melhor composicao de eletrdlito suporte para a deteccdo de ROS, foi estudado o
efeito do pH da solucdo de tampdo fosfato sobre a resposta voltamétrica da
ROS. Os voltamogramas ciclicos obtidos para solucdes de tampéo fosfato 0,2
mol L™ em diferentes valores de pH contendo ROS 5,0 x 10~ mol L™ sdo
apresentados na Figura 4.20. Os voltamogramas sdo mostrados sem o desconto
do branco neste estudo, de forma a mostrar a variacdo da corrente de fundo

devido a liberacdo de oxigénio na regido de potenciais mais altos (proximo a
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+1,4 V). A figura inserida na Figura 4.20 contém o grafico dos valores de
corrente (l,) e potencial (E,) de pico para oxidacdo de ROS versus pH. A
oxidacdo da molécula de ROS foi mais pronunciada em pH igual a 2,0, e a
magnitude de corrente do processo anodico foi diminuindo gradualmente com o
aumento do pH da solucdo, até ndo ser mais observado em pH igual a 7,0.
Assim, a solucdo de tampdo fosfato 0,2 mol L™ (pH = 2,0) foi selecionada para
a continuidade do desenvolvimento do procedimento voltamétrico para
determinacédo de ROS. Ademais, a partir do grafico de E, versus pH, pode-se
observar que duas regides lineares foram obtidas, com a interseccdo das duas

retas em pH = 4,0, o qual esta de acordo com pK, da molécula de ROS (pK, =

3,8)%.
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FIGURA 4.20 - Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solucdo de ROS 5,0 x 10> mol
L™* preparada em tampéao fosfato 0,2 mol L™ a diferentes pHs usando o eletrodo de VACNT-

GO. v =50 mV s™. Inserido os graficos de E, vs. pH e I, vs. pH.
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4.3.3 - Estudo do efeito do potencial e do tempo de pré-

concentracao

A relevancia da aplicacdo de uma etapa de pré-concentracdo da
molécula de ROS sobre o eletrodo de VACNT-GO foi investigada, e, portanto,
avaliou-se o efeito do potencial e do tempo de pré-concentracdo. Este estudo foi
conduzido realizando-se medidas de voltametria ciclica para uma solucdo de
ROS 5,0 x 10~ mol L™* em tampéo fosfato 0,2 mol L™* (pH = 2,0). Inicialmente,
foram realizados experimentos utilizando um tempo de pré-concentracédo fixo e
igual a 60 s, e o potencial de pré-concentracdo variado na faixa de 0,0 a 1,0 V.
Na Figura 4.21 (a) € mostrada a dependéncia da corrente de pico anddica obtida
em funcdo do potencial de pré-concentracdo empregado. Como pode ser
observado a partir deste grafico, a aplicacdo de um potencial de pré-
concentracdo diferente de 0,0 V ndo proporcionou aumento do sinal analitico.
Sendo assim, na pré-concentracdo do analito, trabalhou-se em “potencial de
circuito aberto”.

Em sequida, a influéncia do tempo de pré-concentracdo também foi
avaliada. Novamente, um gréafico de corrente de pico anddica versus o tempo de
pré-concentracdo foi construido, e este é apresentado na Figura 4.21 (b). A
corrente de pico aumentou significativamente até o tempo de 60 s, a partir do
qual a corrente atingiu um patamar sem acréscimos consideraveis. O alcance de
um patamar de corrente no estudo do efeito do tempo de pré-concentracdo pode
ser entendido da seguinte forma: no tempo de 60 s a superficie do eletrodo de
VACNT-GO foi saturada pelas moléculas de ROS, e, portanto, a manutencao da
pré-concentracdo das moléculas de ROS por tempos mais elevados néo
acarretou nenhum acréscimo de sinal analitico. Desta forma, foi considerado um

tempo de pré-concentracéo igual a 60 s para 0s estudos posteriores.
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FIGURA 4.21 - Efeito do (a) potencial de pré-concentracdo e (b) do tempo de pré-

concentracdo sobre a corrente de pico anddica para a determinacgdo de ROS.

4.3.4 - Determinacdo do numero de elétrons e da constante de
transferéncia heterogénea de elétrons para a eletrooxidacdo da

molécula de rosuvastatina calcica

O numero de elétrons transferidos na oxidacdo da molécula de ROS
foi determinado por eletrélise a potencial controlado. O procedimento de
eletrélise foi conduzido empregando-se uma solugdo de ROS 5,0 x 10 mol L™
em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH = 2,0), com a aplicacio de um potencial fixo
de +1,3 V durante 1800 s. Assim, o0 numero de elétrons envolvidos foi obtido

fazendo-se uso da equacéo de Faraday (Eq. 9):

Q =nACF (9)

onde Q é a carga elétrica gerada durante a eletrdlise, n € o nimero de elétrons
envolvidos, AC ¢é a variacdo do numero de mols (quantidade de matéria) de
ROS, e F ¢ a constante de Faraday. O valor de Q obtido na eletrélise foi igual a
23,2 mC. A variacdo do nimero de mols de ROS foi determinado por meio de
medidas de SWAdASYV realizadas antes e apds o ensaio de eletrolise. O valor de

AC obtido foi de 3,2 x 10" mols. Considerando-se os resultados experimentais
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de Q e AC, o nimero de elétrons foi determinado, sendo igual a 0,75, um valor
proximo a 1.

Outra abordagem foi utilizada para confirmar a transferéncia de 1
elétron na reacdo de eletrooxidacdo da molécula de ROS previsto pelo estudo de
eletrolise. Esta segunda abordagem consistiu em um estudo por voltametria de
onda quadrada (SWV, do inglés “Square-Wave Voltametry”) variando-Se 0
parametro de frequéncia na faixa de 10 a 70 Hz. De acordo com a teoria da
SWV®, o potencial de pico é linearmente dependente do logaritmo da

frequéncia de aplicacdo dos pulsos (Eg. 10):

E, = (2,3 RT/anF)log f (10)

onde « € o coeficiente de transferéncia de carga, f € a frequéncia de aplicacédo
dos pulsos de potencial, e os demais termos tem seus significados usuais.
Portanto, a partir de um grafico de E, versus log f o nimero de elétrons
envolvidos no processo pode ser calculado utilizando-se o coeficiente angular
deste grafico. Na Figura 4.22 o gréafico de E, versus log f obtido para o caso da
oxidacdo da molécula de ROS é apresentado. A equacdo de regressdo linear

equivalente a este grafico foi (Eq. 11):

E,=1,11 +0,12 log f, r =0,987 (11)

Comparando-se os valores de coeficiente angular das equacgdes (10)
e (11) um valor de an igual a 0,49 foi obtido. Assumindo a como sendo igual a
0,5 (um valor tipicamente determinado para moléculas organicas), o numero de
elétrons pdde ser previsto como 0,98 (= 1,0), em concordancia com o mesmo
resultado encontrado no estudo de eletrolise a potencial controlado. Esta

informacdo sobre o numero de elétrons foi util para a determinacdo de
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parametros cinéticos bem como para a previsdo da possivel reacdo de

eletrooxidacdo da molécula de ROS, como discutido a seguir.

| |
1,35-
> 1,30-
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1.25-
1.0 12 1.4 16 18
log f/ Hz

FIGURA 4.22 - Grafico de E, versus logaritmo da frequéncia de aplicacéo dos pulsos de
potencial nas medidas de SWV.

Estudos de voltametria ciclica em diferentes velocidades de
varredura foram conduzidos para determinar o comportamento da oxidagao da
molécula ROS (adsortivo e/ou difusional) e a respectiva constante de
transferéncia heterogénea de elétrons (k). Os voltamogramas ciclicos obtidos na
faixa de velocidades de varredura de 10 a 200 mV s* para uma solucdo de
tampdo fosfato 0,2 mol L™ (pH = 2,0) contendo ROS 5,0 x 10~ mol L™ s&o
apresentados na Figura 4.23 (a). Uma relacdo linear entre o logaritmo da
corrente de pico anddica (log I,) e o logaritmo da velocidade de varredura (log
v) foi obtida (Figura 4.23 (b)), com um coeficiente angular de 0,58. Este valor
indica que a oxidacdo da molécula de ROS é um processo redox controlado
majoritariamente por difusdo, uma vez que o coeficiente angular da curva log I,
vs. log v ficou proximo ao valor tedrico previsto para processos controlados por

difusdo (coeficiente angular = 0,5)%*. Ainda, para confirmar este resultado, uma
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relacdo linear foi verificada entre a corrente de pico anddica e a raiz quadrada da

velocidade de varredura (Grafico de I, vs. v, Figura 4.23 (c)).
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FIGURA 4.23 - (a) Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solu¢do de ROS 5,0 x 10~ mol
L™ preparada em tampéo fosfato 0,2 mol L™* (pH = 2,0) em diferentes velocidades de
varredura (v): (a) 10 (b) 20 (c) 30 (d) 40 (e) 50 (f) 75 (g) 100 (h) 150 e (i) 200 mV s . (b)
Grafico de log I, versus log v. (c) Variagdo da corrente de pico (l,) em fungdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura (v*?).

A determinacéo de ks para a eletrooxidacdo da molécula de ROS foi
realizada utilizando-se a teoria de NICHOLSON e SHAIN® para o caso
especifico de reacOes irreversiveis controladas por difusdo. Esta teoria foi
utilizada, pois, como visto anteriormente, o processo de oxidacdo da ROS foi
predominantemente controlado pelo transporte de massa por difusdo. De acordo
com esta teoria, a corrente de pico (l,) € linearmente dependente da diferenca
entre o potencial de pico (E,) e o potencial formal (E°’) para diferentes
velocidades de varredura (Eq. 12):
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1,=0227n FACkexwp (%) (E,~E )] (12)

onde C é a concentracdo da espécie eletroativa (neste estudo, 5,0 x 10~ mol
cm ), A é a area geométrica do eletrodo de VACNT-GO (neste estudo, 0,70
cm?®) e 0s outros termos tem seus significados usuais. Aplicando-se a funcdo
logaritmo natural em ambos os membros da Eq. 12, e rearranjando a equagao
final, obtém-se (Eq.13):

Inl, =1n (0,227 n FA Ck)+ (R—f) (E~E) (13)

Desta forma, o valor de ks foi calculado a partir do coeficiente linear
da relacéo entre In I, e (E, — E°*). O grafico de In I, vs. (E, — E®) € mostrado na
Figura 4.24, e a relacdo linear obtida descrita pela seguinte equacao de regressao
linear (Eq. 14):

Inl,=—-11,23 + 16,16 (E, — E*), r = 0,998 (14)

O valor de E” foi determinado como sendo o potencial
correspondente a cada corrente calculada como | = 0,82 Ip70 para as diferentes
velocidades de varredura, e um valor médio de E* = (1,22 + 0,03) V foi obtido.
Por conseguinte, ks foi calculada pela comparacdo do coeficiente linear da
equacdo linear experimental (Eg. 14) com o coeficiente linear da equagéo
Nicholson e Shain (Eq. 13), e um valor de 1,73 x 102 cm s * foi obtido.

De forma a se ter uma confirmagdo adicional as observacdes
realizadas anteriormente sobre o nimero de elétrons envolvidos na oxidacdo da
molécula de ROS, o coeficiente angular da curva de In I, vs. (E, — E*) foi

comparado com o coeficiente angular da equacéo Nicholson e Shain (Eg. 13), e
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um valor de an igual a 0,42 foi calculado. Este resultado estd em concordancia
com o valor determinado no estudo por SWV, e, assim, corroborando com a

transferéncia de 1 elétron para a oxidagdo da ROS.
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FIGURA 4.24 - Variagdo do logaritmo natural da corrente de pico (log Ip) em funcdo da
diferenca entre E, — E’.

Baseando-se nas informacdes anteriores, um possivel mecanismo de
eletrooxidacao para a molécula de ROS foi proposto, envolvendo uma reacao de
eletrolise de Kolbe do grupo éacido carboxilico localizado na porcdo acido
dihidroxihepta-6-endico da molécula de ROS, Figura 4.25. Nesta reacdo, 0
grupo &cido carboxilico protonado perde um préton e um elétron em uma reacao
de oxidacdo irreverssivel com a formacgdo de uma espécie radicalar. Devido a
instabilidade desta espécie, o grupo radicalar perde rapidamente dioxido de
carbono (CO,), gerando um radical centrado em carbono. Finalmente, o0s
radicais centrados em carbono sofrem uma reacdo de acoplamento, formando

um dimero como produto™ .
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FIGURA 4.25 - Mecanismo de eletrooxidacdo proposto para a molécula de ROS.
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4.3.5 - Determinacdo de rosuvastatina calcica por voltametria

adsortiva de redissolucdo anodica por onda quadrada

Para o desenvolvimento do procedimento voltamétrico para
determinagdo de ROS utilizando o eletrodo de VACNT-GO, foram avaliadas as
técnicas de SWAJASYV e DPAdJASV. Inicialmente, os parametros experimentais
de cada técnica foram otimizados utilizando uma solucdo de ROS 5,0 x 10~ mol
L preparada em tamp&o fosfato 0,2 mol L™ (pH = 2,0). A Tabela 4.10 re(ine os
intervalos em que cada parametro foi estudado e os respectivos valores
selecionados. Os valores selecionados para cada parametro foram obtidos tendo
em conta a condicdo na qual a maior magnitude de corrente anddica foi

registrada e com menor contribuicdo da corrente de fundo.

TABELA 4.10 - Parametros experimentais estudados para as técnicas de SWAdASV e
DPAJASYV e os respectivos valores selecionados para a determinagdo de ROS

Técnica Parametro Intervalo Selecionado
Frequéncia (Hz) 10a70 10
SWAdASV Amplitude (mV) 5a100 90
Incremento (mV) 1a10 9
Veloc. de varredura* (mV s ) 2,5a20 10
DPAdJASV Amplitude (mV) 10 a 100 80
Tempo de modulagao (ms) 5a25 25

*Velocidade de varredura de potencial.

Apesar da otimizacdo realizada para as técnicas de SWAdASV e
DPAdASV, as correntes de pico anodica obtidas utilizando DPAJASV foram
significativamente inferiores aquelas fornecidas pela SWAdASV, mesmo sob as
condi¢des otimizadas. Desta forma, os estudos posteriores foram conduzidos
utilizando-se a técnica de SWAJASV.
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A Figura 4.25 contem os voltamogramas de SWAdAS registrados
para diferentes niveis de concentracdo de ROS, e inserido na figura encontra-se
a respectiva curva analitica. A curva analitica foi linear no intervalo de
concentragdes de 4,8 x 10" a 4,67 x 10> mol L™, obedecendo & seguinte
equagio de regressao linear: I, (uA) = 1,94 x 10° (WA mol ™" L) [ROS] (mol L™)
— 1,14 (nA); r = 0,998. O LD foi calculado utilizando-se a Eg. 8, sendo obtido o
valor de 6,10 x 10 mol L™

100
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< |
=l 0/
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20+
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FIGURA 4.26 - Voltamogramas de SWAdAS obtidos para diferentes concentracdes de ROS:
(a) 0,0; (b) 0,48; (c) 1,9; (d) 4,7; (e) 9,4; (f) 14,1; (9) 18,8; (h) 23,5; (i) 28,1; (j) 32,8, (k) 37,4,
(I) 42,1 e (m) 46,7 pmol L. Inserida a curva analitica obtida.

Na Tabela 4.11 encontram-se os parametros analiticos obtidos por
procedimentos eletroanaliticos reportados na literatura e pelo procedimento
voltmeétrico proposto neste trabalho para a determinacdo de ROS. ALTNOZ e
UYAR" propuseram um método voltamétrico para a determinacdo de ROS
utilizando-se a reducéo da molécula de ROS sobre um eletrodo de gota pendente
de mercurio (HMDE, do inglés “Hanging Mercury Drop Electrode”). Neste
trabalho, os autores reportaram uma faixa linear de concentracdes de 2,00 x 10~
a 9,99 x 10°® mol L™, com um LD de 6,99 x 10°° mol L™. Fazendo-se uso,
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também, da reducio da molécula de ROS, RAMADAN et al.*” utilizando-se um
eletrodo gotejante de mercurio (DME, do ingles “Dropping Mercury Electrode™)
e polarografia por pulso diferencial (DPPA, do inglés “Differential Pulse
Polarographic Analysis”) para a determinagdo de ROS no intervalo de
concentragdes de 9,62 x 10 a 2,30 x 10> mol L™, com um LD de 1,24 x 10°®
mol L' Comparando-se o0s pardmetros de desempenho analitico, no
procedimento proposto nesta dissertacdo a curva analitica foi linear por
aproximadamente duas décadas de concentracdo, assim como 0s procedimentos
reportados na literatura, e o LD foi menor que o obtido por ALTNOZ e UYAR*

e maior do que o reportado por RAMADAN et al.*.

No entanto, o0s
procedimentos da literatura fizeram uso de eletrodos de mercdrio, o qual tem
sido substituido por materiais de eletrodo alternativos de menor toxicidade que o

mercirio™.

TABELA 4.11 - Comparacdo entre os parametros analiticos obtidos para o procedimento
voltamétrico proposto utilizando o eletrodo de VACNT-GO e para outros procedimentos
eletroanaliticos reportados na literatura

) Faixa linear LD
Eletrodo Técnica 5 ., Ref.
(mol L) (mol L)
HMDE SWV 200x107a9,99x10° 6,99x10° 4
DME DPPA 962x10%a230%x10° 124x10°® 47
VACNT- - - 4 Este
DPAJASY 48x107a4,67 x10 6,10 x 10
GO trabalho

DME - Eletrodo gotejante de mercurio (do inglés “Dropping Mercury Electrode”); DPPA —
Anélise polarogréfica por pulso diferencial (do inglés “Differential Pulse Polarographic
Analysis”); HMDE — Eletrodo de gota pendente de mercurio (do inglés “Hanging Mercury
Drop Electrode”); SWV — Voltametria de onda quadrada (do inglés “Square Wave
Voltammety”).
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436 - Estudos de repetibilidade, interferentes e

adicdo/recuperacao

A precisdo do procedimento voltamétrico proposto foi avaliada por
meio de estudos de repetibilidade intra- e inter-dias. Para o estudo de
repetibilidade intra-dia 10 medidas voltamétricas de SWAdASV (n = 10) foram
realizadas em um mesmo dia para duas solugdes de ROS (5,0 x 10°e 3,0 x 107
mol L) preparadas em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH = 2,0). Os valores de
RSD obtidos para as correntes de pico anddica coletadas para as medidas
realizadas para as duas solugdes foram iguais a 3,1% e 1,9%, respectivamente.
Para o estudo de repetibilidade inter-dias comparou-se as correntes de pico
registradas em medidas voltamétricas realizadas durante trés dias para as
mesmas duas solucdes do estudo de repetibilidade intra-dia (n = 3). Os valores
de RSD obtidos neste estudo foram de 5,4% e 4,1%, respectivamente. Os
resultados de RSD obtidos em ambos os estudos de repetibilidade
demonstraram, mais uma vez, a boa estabilidade de resposta do eletrodo de
VACNT-GO.

Alguns dos excipientes encontrados em amostras de formulacgdes
farmacéuticas de ROS foram avaliados como possiveis interferentes para a
determinacdo voltamétrica de ROS. Assim, uma solucdo de ROS 2,0 x 10~ mol
L foi analisada utilizando o eletrodo de VACNT-GO na auséncia e presenca de
cada uma das seguintes substancias em proporcdes analito:excipiente de 1:1 e
1:10: celulose microcristalina, lactose mono-hidratada, estearato de magneésio e
crospovidona. Os resultados de RSD obtidos para a comparacdo dos sinais de
corrente anddica registrados para as solu¢fes de ROS na auséncia e presenca de
cada um dos excipientes sdo apresentados na Tabela 4.12. Como pode ser
observado, os valores de RSD variaram na faixa de —8,2% a +3,5%, com
excecao para o caso da crospovidona 1:10 (RSD = —17,1%), indicando alguma

interferéncia da crospovidona neste nivel de concentracdo. No entanto, a razéo
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de concentracdo de 1:10 ROS:cropovidona estudada foi bem maior do que
aquela encontrada em amostras de formulacdes farmacéuticas’®. Sendo assim,
pode-se concluir que as determinac@es voltamétricas ndo sofreram interferéncias
significativas, como pode ser observado no estudo de adicao/recuperacdo

apresentados a seguir.

TABELA 4.12 - Efeito de possiveis interferentes sobre a determinacéo voltamétrica de ROS a
um nivel de concentracdo de 2,0 x 10° mol L™

o Proporc¢ao
Excipiente o RSD (%)
(ROS:Excipiente)

_ o 1:1 +3,5

Celulose microcristalina
1:10 —5,1
1:1 +0,2

Lactose mono-hidratada
1:10 +2,9
_ 1:1 +2.4

Estearato de magnésio
1:10 —8,2
_ 1:1 -39
Crospovidona

1:10 -17,1

Potenciais interferéncias a partir das matrizes de amostras
farmacéuticas também foram investigadas a partir de experimentos de adicdo e
recuperacao. Duas amostras farmacéuticas de ROS foram usadas, e 0s ensaios
de adicdo e recuperacdo conduzidos utilizando-se duas concentracdes de ROS:
1,0 x 10° mol L™ e 2,0 x 10° mol L™ Os valores de porcentagem de
recuperacao obtidos encontram-se organizados na Tabela 4.13. As porcentagens
de recuperacéo estiveram entre 93,3% e 106,5%, demonstrando a ndo ocorréncia
de efeitos de matriz sobre as determinagdes de ROS por SWAdJASV.
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TABELA 4.13 - Resultados obtidos para os estudos de adi¢do e recuperagédo de ROS em
amostras de formulacdes farmacéuticas

[ROS] (x 10° mol L™)

Amostra Recuperacao* (%)
Adicionado Encontrado

3,0 2,9+0,3 96,7

A
20,0 202+0/4 101
3,0 2,8%£0,2 93,3

B
20,0 21,304 106,5

*RECUperaQaO (%) = [Ros]encomrado /[Ros]adicionado X 100.

4.3.7- Determinacdo de rosuvastatina calcica em amostras

farmacéuticas e biologicas sintéticas

A aplicabilidade do procedimento voltametrico desenvolvido foi
avaliada por meio da determinacdo de ROS em trés diferentes matrizes de
amostras, de formulagcbes farmacéuticas e bioldgicas sintéticas de urina e soro
humano. Inicialmente, foram analisadas duas amostras farmacéuticas adquiridas
no comércio local e contendo diferentes teores de ROS. A determinacdo dos
teores de ROS nestas amostras foi feita também empregando-se um método
comparativo (espectrofotometria UV-vis). Na Tabela 4.14 sdo apresentados 0s
resultados obtidos empregando-se os dois métodos analiticos. Os resultados
obtidos empregando-se 0 método proposto voltamétrico e o método
espectrofotométrico foram concordantes, uma vez que no teste-t pareado, um
valor de texperimentar 19Ul @ 0,54 foi calculado, sendo este muito inferior ao valor
de tesrico (12,71), a um nivel de confianca de 95%. Além disso, os valores de

RSD foram iguais a —2,0% e +1,1%, respectivamente.
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TABELA 4.14 - Determinacdo de ROS em duas amostras farmacéuticas pelos métodos
voltamétrico proposto (P) e comparativo (C) (n = 3)

ROS (mg/comprimido)

Amostra Valor Meétodo Método RSD* (%)
rotulado comparativo, C proposto, P
A 10,0 95+0,1 9,3+0,1 -2,1
B 20,0 18,8 £0,2 19,0+ 04 +1,1

*RSD = (P C) / C x 100.

Finalmente, dois tipos de amostras bioldgicas sintéticas dopadas
com uma quantidade conhecida de ROS foram analisadas pelo metodo
voltamétrico proposto. A Tabela 4.15 reune os resultados obtidos para a
quantificacdo de ROS em amostras de urina sintética e de soro humano sintetico,
dopadas com diferentes niveis de concentracdo de ROS. Como pode ser
observado, as porcentagens de recuperacdo variaram de 91% a 102%, indicando
a potencialidade do novo procedimento voltameétrico desenvolvido para a analise

de ROS em amostras de fluidos bioldgicos.

TABELA 4.15 - Resultados obtidos para a determinacdo voltamétrica de ROS em amostras
bioldgicas sintéticas de urina e soro humano (n = 3)

ROS (x 10™° mol L™)

Amostra Quantidade Quantidade Recuperacao* (%o)
adicionada encontrada
_ 2,00 2,03 £ 0,07 102
Urina
20,0 19,1 +0,2 95,5
2,00 2,00 £ 0,07 100

Soro humano
20,0 18,2+ 0,2 91

*Recupera(}éo (%) = [ROS]encontrado/[ROS]adicionado X 100
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5 - CONCLUSOES

Uma nova arquitetura de sensor eletroquimico foi proposta neste
trabalho para a determinacdo de estatinas em diferentes matrizes de amostras. A
arquitetura desenvolvida baseou-se em estudos prévios demonstrando a
eficiéncia do uso de nanotubos de carbono verticalmente alinhados devido a
méaxima exposicdo de sitios edge-plane. Assim, VACNT foram eficientemente
sintetizados empregando-se 0 método MWCVD, e submetidos a esfoliacdo e
funcionalizagdo com grupos oxigenados das respectivas pontas dos VACNT por
meio de um tratamento por plasma de oxigénio. O procedimento de tratamento
por plasma de oxigénio proporcionou a geracdo de um composito de VACNT e
oxido de grafeno (VACNT-GO), de carater super-hidrofilico, contrastando com
0 comportamento super-hidrofébico dos VACNT sem tratamento.

O compdsito VACNT-GO foi caracterizado eletroquimicamente
utilizando-se a voltametria ciclica e a sonda de hexacianoferrato (I11) de
potassio, e um excelente desempenho eletroquimico foi observado para este
material, configurando-se como uma interessante op¢do como material de
eletrodo para aplicacbes diversas. Particularmente para aplicagbes em
eletroanalise, os resultados obtidos para os dois parametros eletroquimicos
avaliados para o eletrodo de VACNT-GO demonstraram seu relevante potencial
para atuar como sensor eletroquimico. Uma elevada area eletroativa foi
observada para 0 VACNT-GO, o que é de grande importancia para o
estabelecimento de meétodos voltamétricos com parametros de desempenho
analitico diferenciados, devido ao aumento de sinal analitico obtido (corrente ou
carga). Ademais, uma elevada constante de transferéncia heterogénea de
elétrons foi estimada para o eletrodo de VACNT-GO, o que significa que este
material apresenta uma rapida promocédo da transferéncia de elétrons, desejado
para a diminuigdo dos sobrepotencias de trabalho e melhoria da seletividade dos

meétodos eletroanaliticos.
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Baseando-se no bom desempenho eletroquimico do eletrodo de
VACNT-GO, este material foi empregado no desenvolvimento de novos
métodos voltameétricos para a determinacdo das estatinas atorvastatina célcica
(ATOR) e rosuvastatina célcica (ROS). Durante as etapas analiticas percorridas,
ensaios eletroquimicos foram realizados dedicados a determinar o
comportamento e as propriedades eletroquimicas de cada uma das moléculas
investigadas. A partir destes resultados, foi possivel apresentar possiveis reacdes
de eletrooxidacdo para as moléculas de ATOR e ROS.

Utilizando-se a técnica voltamétrica de DPAJASV, a curva
analitica construida para a ATOR foi linear no intervalo de 9,0 x 10°® a 3,8 x
10°® mol L™, com um limite de deteccdo de 9,4 x 10~° mol L. Relativamente a
determinacédo de ROS, a técnica de SWAJASYV foi utilizada, e a curva analitica
construida foi linear no intervalo de 4,8 x 10" a 4,7 x 10~ mol L™, com um
limite de deteccdo de 6,0 x 10° mol L™. Ambos os procedimentos
voltamétricos desenvolvidos foram seletivos para a determinacdo dos
respectivos farmacos em amostras de formulacbes farmacéuticas como
demonstrado pelos resultados de estudo de possiveis interferentes e
adicdo/recuperacdo. Registrando-se 0s sinais de corrente de pico durante o
mesmo dia (repetibilidade intra-dia), e durante trés dias (repetibilidade inter-
dias), foi comprovada a estabilidade de resposta do eletrodo de VACNT-GO por
um namero significativo de medidas sucessivas. Por fim, os analitos alvo foram
quantificados com sucesso em amostras de formulagGes farmacéuticas e
bioldgicas sintéticas.

Os resultados apresentados nesta dissertacdo demonstraram a
potencialidade do uso do composito VACNT-GO para aplicagdes como sensores
eletroquimicos. Ademais, este material pode ainda ser utilizado para iniUmeros
estudos futuros, incluindo o seu uso como plataforma para a imobilizacdo de
especies bioldgicas para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos, uso

deste como base para o estabelecimento de novas arquiteturas de carbono,
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combinando outras formas tipicas de carbono, como filmes de diamante dopado

com boro e carbono tipo-diamante, etc.
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