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amplitude de pulso de potencial

Ampere (unidade de corrente)

area eletroativa

concentracao

nanoparticulas de ouro

tampéo Britton-Robinson

carbon black

cetoconazol

quitosana (do inglés: chitosan)

eletrodo de carbono vitreo modificado com carbono black,
quitosana e epicloridrina

eletrodo de carbono vitreo modificado com carbono black,
quitosa e nanoparticulas de ouro

voltametria ciclica (do inglés: cyclic voltammetry)

coeficiente de difuséo

voltametria de pulso diferencial (do inglés: differential pulse
voltammetry)

difracdo de raios-x (do inglés: x-ray diffraction)

diferenca de potencial

diferenca de potencial de pico

incremento de varredura

Espectroscopia de impedancia eletroguimica (do inglés:
electrochemical impedance spectroscopy)

epicloridrina (do inglés epichlorohydrin)

frequéncia de aplicacéo de pulso

constante de Faraday (96485 C / equivalente)
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GCE eletrodo de carbono vitreo (do inglés: glassy carbon
electrode)

I corrente

Iy corrente de pico

KO constante heterogénea de transferéncia de elétrons

LD limite de deteccéo

LOS losartana potassica

SEM microscopia eletrénica de varredura (do inglés: scanning

electron microscopy)

n numero de elétrons

NPs nanoparticulas metalicas

pH concentracao hidrogenibnica

r coeficiente de correlacao

R constante universal dos gases perfeitos (8,314 J mol 1 K™)

RSD desvio padréo relativo (do inglés: relative standard
desviation)

SD desvio padréo (do inglés: standard desviation)

SWvV voltametria de onda quadrada (do inglés: square-wave

voltammetry)

v velocidade de varredura de potenciais

VS. Versus
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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS ELETROANALITICOS
PARA A DETERMINACAO DE FARMACOS EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS E FLUIDOS BIOLOGICOS EMPREGANDO SENSORES
A BASE DE CARBON BLACK. Neste trabalho, foram desenvolvidos métodos
voltameétricos para a determinacdo de losartana potéssica e cetoconazol
empregando-se um eletrodo de carbono vitreo modificado com carbon black.
Inicialmente foi proposto um sensor utilizando carbon black, quitosana e
epicloridrina e este foi empregado para a determinacdo do farmaco losartana
potassica. Avaliou-se o comportamento deste farmaco utilizando a voltametria
ciclica em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 3,0), observando-se um pico de
oxidacdo irreversivel em 1,28 V. A voltametria de onda quadrada foi selecionada
para a quantificacdo da losartana potassica em formulacOes farmacéuticas e
fluidos biologicos sintéticos, com 0s seguintes parametros avaliados: frequéncia,
amplitude de pulso de potencial e incremento de varredura. Foi observada uma
resposta linear no intervalo de concentragdes de losartana potassica de 4,97 x 10°°
a 4,76 x 10 mol L™ representada pela equacdo de regressdo linear: 1, (uA) =
—6,04 x 1078+ 0,122 [LOS] (umol L™1); com coeficiente de correlagdo linear, r =
0,990 e limite de deteccdo de 4,79 umol L. O procedimento desenvolvido foi
empregado com sucesso para a determinacéo de losartana potassica em amostras
farmacéutica comerciais e os resultados obtidos foram comparados com o0 método
de espectrofotometria UV-visivel, sendo que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os resultados, a um nivel de confianca de 95%, segundo o teste-
t pareado. Além disso, a determinacdo deste farmaco também foi realizada em
amostras de fluidos biolégicos sintéticos, obtendo-se valores satisfatorios. A
determinacéo de cetoconazol foi realizada utilizando-se um sensor com filme do
composito de carbon black, quitosana e nanoparticulas de ouro. Utilizando-se a

voltametria ciclica foi observado um pico de oxidacdo para a molécula de
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cetoconazol em 0,65 V em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 10). A determinacéo
deste farmaco foi realizada empregando-se a voltametria de onda quadrada, sendo
0s paramétros da técnica previamente otimizados. A curva obtida foi linear no
intervalo de concentracgdo de cetoconazol de 1,00 x 1077 a 2,90 x 10 mol L, e
obedeceu a seguinte equacdo de regressédo linear: I, (uA) = — 1,8 x 108 + 3,6
[CTO] (umol L™1); r =0,999, sendo o LOD igual a 4,43 nmol L. Finalmente, o
método proposto foi aplicado nas analises de amostras farmacéuticas e biologicas
sintéticas, sendo os valores obtidos comparados com aquele obtidos empregando-

se 0 método espectrofotométrico.
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Abstract

DEVELOPMENT OF ELETROANALYTIC PROCEDURES FOR
DETERMINATION OF DRUGS IN PHARMACEUTICAL FORMULATIONS
AND BIOLOGICAL FLUIDS USING SENSORS BASED ON CARBON
BLACK. In this work, voltammetric methods for determination of losartan
potassium and ketoconazole using an electrode modified with carbon black were
developed. Originally, a sensor was constructed with carbon black, chitosan and
epichlorohydrin. Than, it was used for the determination of losartan. The
electrochemical behavior of the losartan was studied with cyclic voltammetry in
0.2 mol Lt phosphate buffer solution (pH 3.0), which presented an irreversible
oxidation peak at a potential of 1.28 V. The square wave voltammetry technique
was selected for the quantification of losartan in commercial pharmaceutical
formulations and synthetic biological samples. The following parameters were
evaluated: frequency, pulse amplitude and step potential. A linear response was
observed in the concentration range from 4.97 x 10° to 4.76 x 10° mol L™
represented by the linear regression equation: Ip (nA) = — 6.04 x 108 + 0.122
[LOS] (umol L™1); r =0.990 and with a limit of detection of 4.79 x 10" mol L™
The method developed was successfully applied for the determination of losartan
in pharmaceutical formulations and the comparison of these results to UV-visible
spectrophotometry determination, do not presented significant difference at
confidence level of 95% using a t-test student. In addition, the determination of
losartan was performed in samples of synthetic biological fluids, with satisfactory
results. The electrochemical behavior of the ketoconazole was performed through
cyclic voltammetry using a glassy carbon electrode modified with carbon black,
chitosan and gold nanoparticles in 0.2 mol L™ phosphate buffer (pH 10). An
irreversible oxidation peak was observed at 0.65 V. The ketoconazole
determination was developed using square wave voltammetry under optimized

conditions. The obtained analytical curve was linear in the concentrations range
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of ketoconazole, from 1.00 x 107 to 2.90 x 10°® mol L™, according to the linear
regression equation: Ip (uA) =—1, 8 x 108 + 3.6 [CTO] (umol L™); r = 0.999,
with a limit of detection of 4.43 x 107° mol L. In addition, the voltammetric
procedures were successfully applied in the ketoconazole determination in
pharmaceutical formulations and synthetic biological samples with satisfactory
results.
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1 INTRODUCAO

1.1 Considerac0es Gerais

A eletroanalitica, também conhecida como eletroanélise, trata-se da
unido da quimica analitica e eletroguimica, onde relaciona-se o desenvolvimento,
caracterizacao e aplicacdo de métodos de analise quimica utilizando os fenoménos
eletroquimicos!. A eletroanalitica é uma poderosa ferramenta para o os cientistas
na resolucdo de problemas, além do entendimento de diversos processos
eletroquimicos, fotoeletroquimicos e determinagdes analiticas?. O desempenho
analitico dos métodos eletroanaliticos € completamente dependente do material
eletrodico empregado como eletrodo de trabalho, uma vez que as respostas obtidas
sdo referentes as reacOes redox processadas na interface eletrodo/solucéo®*. Assim,
buscando-se uma maior aplicabilidade analitica e melhora na detectabilidade foram
desenvolvidos os eletrodos modificados.

Os eletrodos modificados, também conhecido como sensores, sdo
dispositivos que possibilitam a imobilizacdo de espécies quimicamente ativas em
sua superficie®. Ao realizar a modificacdo do eletrodo, geralmente isto confere ao
sensor as caracteristicas fisico-quimicas do agente modificador, tais como
reatividade, seletividade, estabilidade, entre outras®. Neste contexto, a investigacéo
de diferentes nanomateriais para serem imobilizados na superficie do eletrodo tem
atraido grande interesse em eletranalitica®®. Dentre os diferentes tipos de agentes
modificadores, destacam-se 0s materiais nanoestruturados (materiais em escala
nanométrica) que tém proporcionado resultados bastante promissores quando
aplicados para o desenvolvimento de novas arquiteturas de eletrodos’°.

Os sensores sdo empregados juntamente com as técnicas
eletroanaliticas, como por exemplo, a voltametria ciclica (CV, do inglés — Cyclic
Voltammetry), voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés — Square Wave

Voltammetry) e voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés — Differential
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Pulse Voltammetry), podendo ser aplicadas em diferentes areas como a medicina,
biologia, bioguimica, quimica, entre outras outras'!!2, Desta forma, a utilizacdo de
sensores eletroquimicos, despertam um grande interesse da comunidade cientifica,
uma vez que podem proporcionar algumas vantagens, como por exemplo, menor
tempo de analise, custo relativamente baixo, além da possibilidade de se obter
baixos limites de deteccéo e alta sensibilidade empregando-se as técnicas de pulso.

Ademais, muitas vezes nao ha necessidade de preparo laborioso das amostras.

1.2 Nanomateriais de Carbono

Nos ultimos anos, materiais em escala namométrica tém despertado
um grande interesse, tanto na industria, quanto na area académica. A
nanotecnologia tem se revelado como uma nova area do conhecimento cientifico
multidisciplinar, pois engloba conceitos fundamentais de varias areas diferentes,
como a quimica, fisica, ciéncias dos materiais, bioquimica, entre outras. As
propriedades dos materiais, sdo fortemente dependentes do tamanho das
particulas deste material, ou seja, todas as propriedades oOticas, magnéticas,
elétricas, de transporte, cataliticas, etc’.

Para serem utilizados como agente modificador de eletrodo, os
nanomateriais podem ser selecionados de acordo com a necessidade da aplicagéo,
entretanto, o material empregado deve atender alguns dos seguintes requisitos, a
saber: elevada area superficial, boa condutividade, alta estabilidade quimica e
fisica e capacidade de aumentar a velocidade da transferéncia de elétrons. Dentre
os tipos de materiais mais comumente empregados, destacam-se 0s materiais a
base de carbono por apresentarem muitas dessas propriedades®®.

O elemento carbono é amplamente distribuido na natureza, sendo a
maior parte encontrado na forma de compostos. O carbono é destacado por possuir
diversas formas que sdo conhecidas como formas alotrépicas, gerando assim

diversos tipos de materiais 0s quais sdo compostos inteiramente de carbono, mas
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possuem estruturas fisicas e propriedades diferentes*'4, como por exemplo, o
grafite, diamante, carbono, caoita, fulerenos, dentre outras, sendo que estes
possuem estrutura cristalina. Entretanto, tambem existem as formas de carbono
amorfo com baixo grau de cristalinidade, dentre os quais se destacam o Carbon
Black (CB) (ou negro de fumo), carvao e coque. Na FIGURA 1.1 séo apresentadas
algumas estruturas de compostos de carbono. Dentre os tipos de materiais
carbonaceos encontrados, muitos estdo sendo empregados na construcdo de
sensores eletroquimicos com sucesso. Recentemente, o CB tém chamado a
atencdo como material modificador para a construcao de sensores em decorréncia
das suas boas propriedades eletroquimicas e baixo custo quando comparado aos

outros materiais carbonaceos geralmente utilizados®.

Grafite Carbono vitreo Diamante

Carbon black

FIGURA 1.1 - Estrutura de compostos de carbono.
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1.2.1 Carbon Black

O CB é um tipo de carbono amorfo, também conhecido como negro
de fumo, produzido ha muito tempo pela combustio parcial ou decomposicéo
térmica de materiais que contém derivados de carbono como, por exemplo, 6leos,
resinas e derivados do petréleo sob condices controladas e otimizadas!®. O
processo pelo qual o CB é produzido é semelhante ao que da origem a fuligem de
motores de combustdo®®. No entanto, os termos CB e fuligem séo empregados de
forma equivalente, enquanto a fuligem € um material indesejado, com
propriedades e caracteristicas muito varidveis, o CB possui especificacbes bem
definidas, que podem ser reproduzidas pelo controle das condicdes dos processos
de producéo®™®.

A variacdo das condi¢cOes e dos equipamentos utilizados para a
producdo de CB tém possibilitado obter uma grande variedade de CB, com
caracteristicas adequadas para diferentes aplicagbes industriais. Os processos
mais comumente empregados sdo: negro de fumo de canal (channel carbon black)
obtido da combustdo direta de combustiveis fosseis, negro de fumo térmico
(thermal carbon black) produzido pela combustéo térmica do metano e finalmente
0 negro de fumo de forno (furnance carbon black) que usa como matéria-prima
um 6leo aromatico (em geral residuo de cragueamento catalitico de refinaria, e/ou
material derivado do alcatrdo da hulha), que é convertido em CB mediante a
combustéo parcial ou pirdlise’’.

O CB também possui grande atuacdo como agente reforcante em
borrachas, alem de ser aplicado na producdo de papel, de material téxtil,
revestimentos, de pigmento em tintas, de agente condutor, de catalisadores e de

baterias!®1°,

1.2.2 Estrutura Morfolégica do Carbon Black

O CB pode ser definido como uma estrutura semi-grafitica, pois

apresenta uma estrutura formada por camadas hexagonais paralelas, porém com
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uma maior separacdo destas camadas do que a apresentada no grafite’®. Grupos
de trés a quatro camadas hexagonais se agregam para formar cristalitos, estes por
sua vez se combinam para formar a particula primaria de carbono. As particulas
primarias possuem geometria esférica e diametros de aproximadamente 3 a 100
nm?°, Estas nanoparticulas agregam-se formando agregados de diferentes
tamanhos e formas que podem variar de aproximadamente 30 a 1000 nm?°.
Quando muitos agregados se juntam acabam formando um aglomerado (~ 100 a
1000 um)?°, como mostrado na FIGURA 1.2.

llll.lll...llll .

l..... ‘ .' :."' ...
v Y )<  40¢f7, 20,0
Priméria .‘.*“‘ ,:..--'.-’ :”.’..

e g Qe
g“‘--““ eoet?

Nanoparticula Agregado Aglomerado
(3 - 100 nm) (30 — 1000 nm) (100 — 1000 pm)

FIGURA 1.2 - Representacao esquematica da morfologia do CB, adaptada da referéncia 19.

O CB é composto principalmente de carbono e hidrogénio,
entretanto, pode-se encontrar em sua composi¢cdo outros elementos como,
enxofre, nitrogénio, oxigénio, dentre outros®. A propor¢do e a composicéo
guimica na qual estes elementos sdo encontrados no CB difere de um material
para outro, pois depende diretamente do processo de fabricacdo, bem como
também, do tamanho das particulas primarias®?°, Assim, o CB é classificado
principalmente com base em trés propriedades: tamanho da particula, estrutura e
composicdo quimica®®. O CB Vulcan VCX72R é produzido pelo método de
decomposicdo térmica do metano cujas propriedades fisicas e quimicas sdo: area

superficial de 2412* m? g, tamanho de particula de 30—60?? nm, nimero de lodo
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de 2532 mg g (nimero de ligacdes insaturadas) e porcentagem de oxigénio 7,8°

% wit.

1.2.3 Aplicacdes do Carbon Black

O CB é um dos materiais mais fabricados, todo ano
aproximadamente 10 milhdes de toneladas de CB séo produzidas no mundo,
sendo que 90% é destinado a industria da borracha e os outros 10% tém sido
explorados e aplicados em diferentes areast®?®,

O CB é um material bastante atraente do ponto de vista
eletroanalitico, devido as suas propriedades fisico-quimicas, pois apresenta alta
area superficial, boa condutividade, estabilidade quimica e capacidade de produzir
dispersdes estaveis, dependendo do tipo de solvente, sem necessitar de
procedimentos sofisticados?*. Além disso, trata-se de um material de baixo custo
(aproximadamente R$ 4,00 reais o kg)®®. Deste modo, o nimero de trabalhos
relatados na literatura utilizando nanomateriais a base de CB para a preparacéo de

sensores esta crescendo nos Gltimos anos?*-39,

Os primeiros trabalhos reportados utilizando CB como modificador
para o desenvolvimento de sensor, em 2010, foi descrito por Arduini et al.3t. Em
um de seus trabalhos, os autores avaliaram o comportamento eletroquimico de um
eletrodo construido com pasta de CB N220 empregando-se diferentes moléculas,
tais como: hexacianoferrato (I11) de potéssio, hexacloroiridato (I11) de sddio,
cloreto de hexaamineruténio (l11), &cido ferroceno monocarboxilico, dopamina,
epinefrina, dentre outras. Os resultados obtidos apresentaram deslocamentos dos
potenciais de pico e/ou aumento da intensidade de correntes de pico quando
comparados com o eletrodo de pasta de grafite (usado como eletrodo
comparativo) demonstrando o efeito eletrocalitico ao utilizar o CB como material
modificador. Em seguida, o CB comecgou a ser empregado em diversos trabalhos

para a construcao de sensores e biosensores.
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As propriedades eletroquimicas e morfologicas de trés diferentes
tipos de CB (VXC72R, BP4750 e E2000) tambem foram estudadas e avaliadas
por Vicentini et al.?* em diferentes dispersdes poliméricas, empregando-se
diferentes sondas eletroquimicas. Os resultados apresentados pelos autores
mostraram que o eletrodo modificado com CB VXC72R teve o melhor
desempenho analitico, sendo entéo selecionado para trabalhos futuros de nosso

grupo de pesquisa.

1.3 Nanoparticulas Metalicas

As nanoparticulas metalicas (NPs) sdo denominadas como
compostos constituidos por atomos ou moléculas que apresentam um tamanho
reduzido, na faixa de 1 a 100 nm, sendo intermediario entre o 4tomo e o bulk®.
Como discutido anteriormente, as propriedades fisicas e quimicas dos materiais
estdo fortemente relacionados ao tamanho de suas particulas, deste modo, espera-
se que as propriedades Opticas, magnéticas, de transporte, eletroquimicas e
cataliticas possam ser diferenciadas em relacdo ao mesmo material quando este
se encontra na forma de sélido estendido, podendo assim ser aplicado em diversas
areas da tecnologia®-%. Existem diferentes métodos para produzir NPs, sendo a
maioria voltada para a sintese quimica, mas ainda se tem os metodos fisicos,
irradiacao e eletrodeposicéo.

De um modo geral, ha duas estratégias principais para a obtencdo de
NPs. Os métodos fisicos, chamados também de Top down em que se parte de um
material na escala bulk, quebrando as particulas até chegar a escala nanomeétrica.
A sintese quimica ou Bottom up, sdo reaces em que 0s precursores sao atomos®’,
Na FIGURA 1.3 sdo apresentadas as duas estratégias de preparacdo das NPs. A
sintese quimica é a estratégia mais utilizada, uma vez que possibilita a obtencéo

de nanoparticulas menores e com maior controle de tamanho e forma®'.
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Top Down Bottom up

D D ':>“““ <:l:.:1»‘ <I:I

H ‘,AH

Metal Graos Po Nanoparticulas Clusters Atomo

FIGURA 1.3 - Esquema das rotas de sintese Top down e Bottom up para obtencdo de NPs,

adaptada da referéncia 34.

Dentre os métodos quimicos mais empregados para a sintese de
nanoparticulas, destacam-se o Método de Turkevich, também conhecido como
Método do citrato e 0 Metodo de reducdo com borohidreto de sodio.

O Método de Turkevich® consiste na reacdo de 6xido-reducédo, em
meio aquoso, entre o citrato e o sal metalico, como por exemplo, o cloreto acido
de ouro (I11) (HAuCl,). Alem do citrato podem ser empregados outros agentes
redutores como o acido ascorbico, por exemplo.

Outro método muito empregado para a sintese de nanoparticulas
metalicas é a reducdo com borohidreto de s6dio®®%, neste caso ocorre uma reagéo
de oxido-reducdo entre o borohidreto e o sal metalico. Esta sintese é considerada
simples, rapida e reprodutivel.

As nanoparticulas metélicas tém sido cada vez mais empregadas na
eletroanalitica para a construcdo de novos sensores, uma vez que podem
proporcionar um aumento na estabilidade, maior sensibilidade, menor limite de
deteccdo, efeito eletrocatalitico, diminuindo assim os efeitos de possiveis
intereferentes presentes nas amostras ja que e permitido trabalhar em potenciais
menores. Na literatura sdo apresentados diversos trabalhos que fazem o uso de
nanoparticulas metalicas para a modificacdo de eletrodos a base de carbono*®-*,

Compton et al.* relataram uma melhora significativa na

transferéncia de elétrons do sistema quando foram utilizadas nanoparticulas de
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ouro com dimensdes reduzidas como modificador sobre a superficie de um
eletrodo de carbono vitreo.

Santos et al.** desenvolveram um método eletroanalitico para a
determinacgédo simultanea de salbutamol e propranolol utilizando um eletrodo de
carbono vitreo modificado com grafeno funcionalizado, liquido i6nico e
nanoparticulas de prata. O sensor proposto mostrou uma resposta linear de 79
nmol L *a2,9 umol L ~!para salbutamol e de 0,1 a 2,9 pmol L ~* para propranolol
com limites de deteccdo de 13 e 17 nmol L 2, respectivamente utilizando a SWV.

Zhao et al.*® sintetizaram nanofolhas de 6xido de grafeno reduzido
modificadas com nanoparticulas de Fe;O, e coresheel Ag/Au para a determinacéo
voltamétrica de arsénio (IlI). Os autores observaram um efeito sinérgico ao
utilizar as nanoparticulas metalicas e associaram este efeito ao bom desempenho
do sensor para a determinacdo de tracos de arsénio (111) da ordem de ppb em

amostras reais de agua.

1.4 Sensores a base de filmes

Os nanomateriais podem ser empregados como agentes
modificadores em eletrodos convencionais e tém sido utilizados para a fabricacao
de pasta, compdsitos ou de filmes. Existem diferentes métodos para a
imobilizacdo do agente modificador em um substrato, sendo os métodos mais
usuais: adsorcao, ligacdo covalente, recobrimento por secagem e a formacéo de
filmes poliméricos*’. A preparacéo de dispersdes estaveis com diferentes tipos de
nanomateriais para a formacdo de filmes polimeéricos tém sido cada vez mais
utilizadas para a modificacdo da superficie de diferentes tipos de eletrodo, como
0 de carbono vitreo (GCE: Glassy carbon electrode), carbono pirolitico ou de
ouro. Este tipo de modificacdo é vantajoso, pois permite a construcdo de varias
monocamadas da espécie quimica ativa na superficie do eletrodo, o que resulta no

aumento da resposta analitica. Assim, algumas substancias sao empregadas para
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o preparo dessas dispersdes estaveis, como, por exemplo, quitosana®®, dihexadecil

hidrogenofosfato®, hidrocloreto de polialilamina®, entre outros.

1.4.1 Quitosana

A quitosana (CTS, do inglés chitosan) é um heteropolissacarideo
produzido a partir da reacdo de N-desacetilagdo da quitina, um biopolimero
encontrado principalmente nas carapacas e exoesqueletos de crustaceos. A CTS
apresenta na sua estrutura grupos amina (—NH>), hidroxila (—OH) e acetamida
(-NHCOCH;) ligados diretamente ao anel heterociclico, como apresentado na
FIGURA 1.4. Este polissacarideo tem um pK, em torno de 6,5, sendo insoluvel
em agua, solventes organicos e em bases, entretanto € solivel em meio acido. Isto
pode ser explicado, pois em meio acido os grupos amino ficam protonados
(—NH3"), conferindo a molécula um carater catiénico e estas sdo solvatados por
moléculas de agua e assim, solubilizando-a®*.

A moleécula de CTS apresenta diversos sitios reativos em sua
estrutura, o que confere a este material versatilidade para modificages quimicas,
tais como N-acetilacdo, N-alquilacdo, N-carboxilacdo, dentre outras. Além disso,
pode-se fazer a reticulacdo das cadeias poliméricas da CTS que é um tipo de
modificacdo com intuito de unir as cadeias poliméricas as de outros polimeros,
gerando assim, uma rede polimérica hibrida. As reacdes de reticulacdo tem como
objetivo modificar algumas propriedades do biopolimero, como por exemplo,
estabilidade quimica e térmica, rigidez estrutural, permeabilidade, capacidade de
imobilizacéo proteica, dentre outras®. Deste modo, sdo utilizados os agentes de
reticulacdo que possuem grupos ativos capazes de fazer ligacdes inter ou
intracadeias polimeéricas. Dentre os tipos de agentes de reticulagcdo empregados,
pode-se citar: glutaraldeido, glioxal, etilenoglicol, epicloridrina, dentre outros®..

Assim, a CTS ¢ capaz de formar dispersbes estaveis com alguns

nanomateriais para a construcdo de novos sensores e biossensores. Na literatura
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sdo encontrados diferentes trabalhos®>°® empregando a CTS como agente de

dispersdo para a formacdo de filmes poliméricos.

OH HO HO OH o
s “Ho T o o OH
2 NH, NH, NH, NH,
L dn

FIGURA 1.4 — Representacéo idealizada simplificada da cadeia de CTS.

1.4.2 Epicloridrina

A epicloridrina (EPC, do inglés: epichlorohydrin) € um epdxido
organoclorado e forma ligagdes covalentes com os grupos hidroxila da CTS®". Na
FIGURA 1.5 é apresentada a reacdo entre a EPC e CTS, que resulta na abertura
do epoxido e saida do ion cloreto do monémero, assim uma molécula de EPC se
liga a duas moléculas de CTS%®%, Este agente reticulante é muito empregado para
a formacdo de filmes poliméricos, conferindo ao biopolimero formado resiténcia
a meios fortemente acidos, melhor estabilidade fisica e quimica e maior aderéncia
do filme de CTS sobre superficies®.

NH,
Owww

o (O 0

NH, CH,0

FIGURA 1.5 - Reacéo de reticulagéo da CTS com EPC.
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1.5 Anti-hipertensivos

A hipertensdo, comumente chamada de pressédo alta, € uma doenca
crénica que ocorre devido a elevacdo da pressao arterial sistolica acima de 140
milimetros de mercurio (mmHg) ou da pressédo diastolica acima de 90 mmHg, ou
14 por 9. A elevacédo da pressdo pode ser causada por varios fatores, entretanto
principalmente porque os vasos onde ha a circulacdo de sangue se contraem, assim
0 coracdo tem que exercer um esfor¢co maior que o normal para que o sangue
chegue corretamente aos outros 6rgdos. A hipertensdo pode ocasionar diversos
problemas no coragdo, rins, vasos sanguineos e cérebro, sendo assim um dos
fatores de risco mais importantes para 0 desenvolvimento de doencas

cardiovasculares, renais e cerebrovasculares®.

Segundo o Ministério da Saude, a prevaléncia da hipertensdo passou
de 22,6% em 2006 para 24,3% em 2017. A presséo alta tende a aumentar com a
idade, chegando a 60,9% entre os adultos de 65 anos ou mais. A pressao alta €
herdada dos pais em 90% dos casos, mas ha diversos fatores que influenciam os

niveis da pressdo arterial, como os habitos de vida de cada individuo®®.

A hipertensdo ndo tem cura, mas possui tratamento e pode ser
controlada. Existem, basicamente, dois tipos de tratamento contra hipertensédo
arterial: sendo o primeiro baseado na modificacéo do estilo de vida, com incentivo
a préticas de atividades fisicas, alimentacdo saudavel e o segundo baseado no
tratamento com a utilizacdo de medicamentos, neste caso, faz-se 0 uso de agentes

anti-hipertensivos®%-?,

Os tratamentos medicamentosos geralmente empregados para a
doenca consistem no uso sistematico de principios ativos de forma isolada ou pela

combinacéo sinérgica de farmacos de diferentes classes®°2,
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1.5.1 Losartana Potéassica

A losartana potéassica (LOS) (FIGURA 1.6) é um composto sintético
classificado, dentro dos anti-hipertensivos, como antagonista do receptor da
angiotensina Il. E muito empregada para o tratamento da doenca, pois reduz o
risco de acidentes cardiovasculares, cerebrais vasculares e alem disso, oferece
protecédo renal para pacientes com proteinuria e diabetes tipo 26263,

Este farmaco é bastante eficaz via admistracdo oral, sendo bem
absorvida pelo trato gastrintestinal, passando por metabolismo de primera
passagem formando um metabolito de é&cido carboxilico ativo e outros
metabdlitos inativos. Aproximadamente 4% da dose de LOS administrada via oral
é excretada na forma inalterada na urina®.

Seu comportamento farmacocineético é linear, até a dose de 200 mg,
ou seja ha um aumento da concentracédo sérica proporcionalmente ao aumento da

dose administrada®*.

Cl

HaC

FIGURA 1.6 - Formula estrutural da LOS.

A LOS parece ser bem tolerada pelos pacientes, entretanto pode
apresentar alguns efeitos colaterais adversos, como tontura, vertigem,
insuficiéncia renal e hepatica, hipercalcemia e ndo deve ser ingerido por
gravidas®. Deste modo, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos para o

controle deste farmaco em formulages farmacéuticas e fluidos biologicos. A
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maioria dos procedimentos descritos na literatura emprega as técnicas
cromatograficas®® e espectrofotométricas’®’2. Porém, poucos métodos
eletroquimicos séo descritos na literatura para a determinagdo deste farmaco™"".

Sartori et al”™, desenvolveram um método eletroanalitico para a
determinacéo de anti-hipertensivos em formulagdes farmacéuticas utilizando um
eletrodo de diamante dopado com boro (BDD, do inglés: Boron-doped Diamond).
Para LOS, o limite de detec¢éo obtido utilizando-se DPV foi de 95 umol L™, com
uma curva analitica no intervalo de concentracéo linear de 3,0 a 74 umol L.

Srivastava et al’®, utilizou um eletrodo de carbono vitreo modificado
com nanocomposito de carbono e ferro (metalo-organico), empregando-se a DPV
para determinacédo de LOS em amostras farmacéuticas. A curva analitica foi linear
no intervalo de concentragéo de LOS de 0,009 a 500 pmol L, com um limite de
detecdo de 2,03 nmol L1,

1.6 Antifangicos

Os fungos sdo microrganismos presentes em solo, ar, plantas,
animais e detritos em geral. Os fungos podem apresentar diferentes morfologias
dependendo das condigdes nutricionais e temperatura. Muitos destes
microrganismos apresentam potencial patogénico para 0S seres humanos,
ocasionando as chamadas micoses. As micoses sao classificadas em micoses
superficiais (pele, unhas e pélos), micoses subcutaneas, micoses sistémicas ou
profundas’®’®,

Nos ultimos 20 anos tem aumentado drasticamente o nimero de
individuos com infeccdes fungicas sistémicas. Os fungos se tornaram agressivos,
ou seja, estdo mais resistentes aos antifungicos, se espalhando pelo organismo e
causando infecgdes graves e fatais’® ",

No Brasil, cerca de 4 milhdes de pessoas tém infeccbes fungicas por

ano. Desse total, 2,8 milhdes sdo causadas por Candida e 1 milhdo por
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Aspergillus. Para complicar, o mesmo fungo pode ocasionar doencas diferentes,
dependendo da capacidade de defesa do organismo, por exemplo, Aspergillus
provoca dois tipos de pneumonia: a aguda e a cronica. Desta maneira, este tipo de
doenca é considerado um problema de saide publica, uma vez que o nimero de
farmacos para o tratamento de infeccdes flingicas é limitado®.

Os anti-fungicos sdo medicamentos que possuem como alvo atingir
a membrana celular do fungo, tendo como objetivo aumentar a permeabilidade da
membrana que permite o extravasamento de diversos tipos de moléculas, levando
a morte celular. A anfotericirina B e os azdis — principalmente cetoconazol,
fluconazol e itraconazol — sdo os farmacos mais utilizados para a terapia’.
Entretanto, o uso incorreto e utilizacdo constante destes medicamentos, podem

acarretar em fungos mais resistentes aos diferentes tipos de farmacos existentes®,

1.6.1 Cetoconazol
O cetoconazol (CTO) (FIGURA 1.7) é um antifingico sintético

imidazolico, dentro dos antifingicos, pertencente a classe dos azois, sendo um
dos farmacos mais empregado para o combate infeccdes flngicas, sendo o
primeiro composto azol a ser sintetizado em 1979 e administrado oralmente.
Também ele é utilizado como agente anti-inscrustrante em shampoos e cremes

dermatolégicos®t8?,
Z N
"
Cl O
O\>—\O‘©‘N/ \N //O
. — _\CH

FIGURA 1.7 — Férmula estrutural do CTO.

3
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O CTO ¢ um antifingico metabolizado em diversos metabdlitos
inativos, sendo as principais vias metabdlicas de oxidacao e degradacdo dos aneis
imidazolicos e piperazinico. Ademais, ocorre a orto-desalquilacdo oxidativa e

hidroxilagdo aromatica®.

A eliminacdo do CTO ocorre via urindria com aproximadamente
13% do farmaco na sua forma inalterada, das quais 4% é do farmaco inalterado.
Entretanto, a principal forma de eliminacdo é pela bile no trato intestinal excretado

pelas fezes (cerca de 57%)%2.

A admistracdo oral de CTO deve ser realizada com cautela, apesar
que ndo ha restricdo quanto a compra do medicamento em estabelecimento
comercial. Devido ao risco de hepatoxicidade grave, o CTO deve ser ingerido
somente quando houver a avaliacdo da fungdo hepética antes de iniciar o
tratamento para excluir o risco de doenca hepatica aguda ou crénica. Além disso,
pode ocasionar supressao da producdo de testosterona, inibicdo de esteroides
gonadais, urticarias, nauseas, vomitos dentre outros®. Assim, faz-se necessario
realizar o monitoramento, com certa frequéncia e regularidade, nos individuos em

tratamento a fim de evitar a hepatoxicidade.

Na literatura s@o encontrados diferentes métodos analiticos para a
determinacdo de CTO em formulacGes farmacéuticas e/ou fluidos bioldgicos,
como por exemplo, métodos espectrofotométricos®>®’ e cromatograficos®-%,
Alguns métodos eletroquimicos®+°>°" sdo descritos para a determinacdo deste

farmaco.

Zhang et al®, desenvolveram um método eletroanalitico para a
determinacgdo de CTO em amostras de formulagGes farmacéticas, empregando-se
um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes
multiplas e a técnica DPV. Foi obtida uma faixa linear nas concentracdes de 1,0

a 300 pmol L™, com um limite de deteccdo de 0,44 pmol L.
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Mielech-Lukasiewicz e Roginska® utilizaram um eletrodo de BDD,
juntamente com a técnica de SWV para a determinacdo de CTO em amostras
farmacéuticas. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo deste

farmaco entre 0,29 e 3,1 pumol L%, com um limite de detecdo de 0,083 pmol L.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente projeto de mestrado € o
desenvolvimento e investigacdo do comportamento eletroquimico de novos
sensores modificados com filmes de carbon black e sua aplicabilidade para o
estabelecimento de novos métodos analiticos para a determinacdo de farmacos
(losartana potassica e cetoconazol) em formulagbes farmacéuticas e fluidos

bioldgicos.

2.2 Objetivos especificos

> Sintetizar e caracterizar o compdésito de carbon black utilizando o método
de sintese quimica.

> Investigar as propriedades eletroquimicas dos sensores propostos
utilizando sonda redox.

> Desenvolver procedimentos voltamétricos para a deteccdo e determinacéo
de losartana potéassica e cetoconazol em amostras de formulagdes

farmacéuticas e bioldgicas sintéticas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo descritos os reagentes, solucdes, equipamentos,
eletrodos, célula eletroquimica e procedimentos experimentais empregados para

a realizacéo deste trabalho de mestrado.

3.1 Reagentes e solucodes

Padrdes de losartana potassica (LOS) e cetoconazol (CTO) foram
adquiridos da Farmacia Roséario (Grau de pureza > 99%).

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico (Grau
de pureza > 98 %). O CB utilizado foi 0 Vulcan VCX72R, gentilmente cedido
pela Cabot Corporation®.

A solucéo-estoque de LOS e CTO, ambas com concentracdo de 1,0
x 1072 mol L™* foram preparadas diariamente em solucdo de NaOH 0,1 mol L e
etanol, respectivamente. Todas as solucdes foram preparadas utilizando agua
ultrapura obtida em um sistema Millipore Milli-Q® (modelo Direct 8), com
resistividade superior a 18,0 MQ cm.

Solucdes tampdo fosfato de concentragdo 0,2 mol L com pH
variando de 2,0 a 10,0 foram preparadas a partir da diluicédo do volume adequado
de H3PO4 conc. € dissolucéo das respectivas massas de KH;PO,4, K;HPO,4 e K3PO,.
Solugdes tampéo Britton-Robinson (BR) com pH igual a 2,0 e 9,0 foram
preparadas utilizando-se volumes adequados de solugbes de CH3;COOH, K3PO4 e
H3BO; todos de concentracgéo igual a 0,04 mol L™ e seguidas do ajuste do pH

com solucéo concentrada de NaOH.
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3.2 Instrumentacao

A morfologia do filme foi caracterizada por microscopia eletronica
de varredura (SEM) com um microscopio Magellan 400 L.

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato pAutolab (EcoChemie BV) interfaciado a um
microcomputador e gerenciado pelo software GPES 4.9 e/ou NOVA 2.1. A célula
eletroquimica de compartimento Unico (volume de 10 mL) contendo uma tampa
de Teflon® com trés orificios para a entrada de eletrodos, foi montada de forma a
compor um sistema convencional de trés eletrodos: GCE (g = 3 mm) modificado
como eletrodo de trabalho, um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) como
eletrodo de referéncia, e uma placa de Pt como eletrodo auxiliar.

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se um pHmetro Orion,
modelo EA 940. As balangas analiticas utilizadas para as pesagens foram e
Mettler (modelo H10) e Shimadzu (modelo AUW220D) com quatro e cinco casas
decimais, respectivamente.

Um espectrofotdmetro Shimadzu UV-2550 foi empregado no
método espectrofotométrico comparativo para a determinacdo de LOS e CTO nas

formulacdes farmacéuticas.

3.3 Procedimentos

3.3.1 Preparacao do eletrodo de trabalho CB—CTS—EPC/GCE

Antes da modificacdo, a superficie do GCE foi cuidadosamente
polida e, posteriormente, exaustivamente enxaguada com agua ultrapura. Em
seguida, o GCE foi levado ao banho ultrassdnico com alcool isopropilico seguido
de &gua ultrapura, durante 2 min cada uma, e depois seco a temperatura ambiente
(25 + 1 °C).
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Para a realizagdo da modificacdo do GCE foi preparada uma
dispersao contendo 1,0 mg de CB, 200 puL de uma solu¢do CTS 0,1 % (m/v)
(preparada em acido acético 1,0% (v/v)) e 300 uL. de uma solugao de EPC 0,1 %
(v/v) (preparada em NaOH 0,1 mol L™) e 500 uL de 4gua ultrapura, sendo a
mistura obtida levada ao banho ultrassonico durante 60 minutos.
Em seguida, 8 uL da dispersdo foi gotejada sobre a superficie do GCE
limpo e o solvente evaporado sob luz infravermelha durante aproximadamente 25
min. O eletrodo modificado foi entdo chamado de CB—CTS—EPC/GCE, conforme

apresentado no esquema da FIGURA 3.1 em seguida.

* 200l de  300pLde 500 pL de

= quitosana=- epicloridrina 4 Agua
Carbon black 196 my 0,19 miv
(1 mg)

\ . 7

Ultrassom .
Secando, 20-25 min

60 min ' 8L
' GCE CB-CTS-EPC/GCE

FIGURA 3.1 - Esquema geral de montagem do eletrodo de trabalho de CB—CTS—EPC/GCE.

3.3.2 Preparacéo do eletrodo de trabalho CB—CTS—AuNPs/GCE

Inicialmente, foi feita uma disperséo contendo 10,0 mg de CB, 1 mL
de uma solucédo de CTS, 1 % (m/v) (preparada em &cido acético 1,0% (v/v)) e 10
mL de agua ultrapura, sendo esta suspensdo sonicada em um banho ultrassom por
60 minutos. Em seguida, 400 pL de &cido tetraclorodurico (HAuCls) (1% m/m)
foram adicionados a dispersdo previamente preparada e a mistura levada

novamente ao banho de ultrassom por 30 min. Apds esta etapa, a solucdo foi
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transferida para um Erlenmeyer e sob agitacdo constante foram gotejados 1,2 mL
de borohidreto de sédio (NaBH,) 0,002 mol L™ e deixados sob agitacdo por 90
minutos.

Em seguida, 8 uL da dispersdo foram gotejados sobre a superficie do
GCE previamente limpo, como descrito anteriormente, e o solvente evaporado
sob luz infravermelha durante 25 min. O eletrodo modificado foi entdo chamado

de CB—CTS—AuNPs/GCE, conforme apresentado no esquema da FIGURA 3.2.

* 400 pL de
. .
; i 10 mL de 4 I mLde HAuCl,

.b black * Agua quitosana (1% m/m)
Carbon blac Aguz: ! ‘
1% m/v
(10 mg)
= J

Ultrassom Ultrassom

60 min 30 min
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8Sul Secando, 20-25 min @ ] o Carbon black
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Quitosana

GCE CB-CTS-AuNPs/GCE

FIGURA 3.2 - Esquema geral de montagem do eletrodo de trabalho CB—CTS—AuNPs /GCE.

3.4 Procedimentos analiticos

O CB-CTS-EPC/GCE foi caracterizado eletroquimicamente
utilizando a sonda [Fe(CN)s]*”*~ 1,0 x 102 mol L* em solucédo de KCI 0,1 mol
L™* por CV na faixa de potencial de — 0,3 a 0,7 V com velocidade de varredura de
potencial igual a 50 mV s,

Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS do
inglés: electrochemical impedance spectroscopy) foram realizadas empregando a
sonda redox [Fe(CN)e]*”*~ 1,0 x 10 mol L em solugdo de KCI 0,1 mol L™,
Para isso, o potencial aplicado foi selecionado utilizando a CV (potencial de meia-
onda, Ei/,), na faixa de frequéncia de 10 MHz a 100 kHz (10 pontos por década)
e com amplitude de 10 mV.

No desenvolvimento dos procedimentos voltamétricos para a
determinacdo dos farmacos de LOS e CTO foram seguidas etapas semelhantes,

como descritas a seguir.
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Primeiramente, foi identificado o melhor eletrolito suporte
(composicdo e pH) para a obtencdo do melhor sinal analitico (resposta
voltamétrica) para os farmacos estudados.

Os parametros que influenciam a SWV, tais como frequéncia,
amplitude e incremento, foram avaliados e otimizados. As curvas analiticas foram
construidas por meio da adicdo sucessiva de diferentes volumes das solugoes-
estoque de LOS e CTO de forma a obter-se diferentes concentragoes do analito
na celula eletroquimica. O limite de deteccdo (LOD) foi calculado como sendo
trés vezes o desvio-padrdo do branco (n = 10), dividido pela inclinacdo da curva
analitica (sensibilidade analitica).

A precisdo do procedimento voltamétrico 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 comerciais e fluidos biologicos. A concentracdo de
LOS e CTO em cada amostra farmacéutica foi determinada em triplicata por
interpolacdo na curva analitica, previamente obtida. Nas secdes seguintes sdo
descritos 0s procedimentos adotados para preparacdo das amostras citadas
anteriormente.

As amostras farmacéuticas de LOS e CTO também foram analisadas
empregando-se um metodo comparativo para a avaliacdo da exatiddo do
procedimento voltamétrico estabelecido. Foram empregados comos métodos

comparativos o espectrofotométrico na regido do UV-Vis®"°,

3.4.1 Preparacéao das amostras de formulagdes farmacéuticas

As amostras farmacéuticas de LOS (50 e 100 mg/comprimido) foram
adquiridas em comércio local. Para o preparo destas amostras, 10 comprimidos
foram pesados, macerados com auxilio de almofariz e pistilo e a massa média de
um comprimido determinada. Em seguida, a massa equivalente a um comprimido

foi pesada e transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, e volume aferido
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com solucdo de NaOH 0,1 mol L. Para garantia da total solubilizacdo do analito
alvo LOS, o baldo foi deixado em banho ultrassonico por 10 min, sendo entdo
filtrada para obtencdo de uma solucéo-estoque limpida da amostra. As solucdes-
estoque obtidas foram utilizadas imediatamente apds a sua preparacdo. Para a
adequacdo da curva analitica empregando-se o método voltamétrico, cada
solucdo-estoque foi diluida por um fator de 10, e aliquotas de 200 puL de cada
amostra diluida em &gua ultrapura foram adicionadas a célula eletroquimica
contendo o eletrolito suporte para a determinacao de LOS.

As amostras farmacéuticas de CTO (200 mg/comprimido) e creme
dermatologico (20 mg/g) foram adquiridas em comércio local. Para o prepapo das
amostras, 10 comprimidos foram pesados, macerados utilizando almofariz e
pistilo e a massa média destes comprimidos foi determinada. Em seguida, a massa
equivalente a um comprimido foi pesada e transferida para um baldo volumétrico
de 10 mL, e volume aferido com etanol. Para solubilizacdo total do analito de
CTO, o baldo foi deixado em banho ultrassom por 10 min, e mistura final obtida
filtrada para obtencdo de uma solucdo-estoque limpida. As solucBes-estoque
obtidas foram utilizadas imediatamente apds a sua preparacdo. Para adequacéo da
faixa linear do método voltamétrico, a solucéo estoque foi diluida em etanol até a
concentracdo 1 x 10 mol L™t e 120 pL foram adicionados a célula eletroquimica
contendo o eletrolito suporte para analise. J&, para o preparo da amostra de creme
dermatologico, a massa equivalente de 20 mg de CTO foi pesada e transferida
para um baldo volumétrico de 10 mL e, completada com etanol para completa
solubilizagdo da amostra. Em seguida, foi realizada a dilui¢cdo da solucao estoque
para adequacgdo da faixa linear do método voltamétrico proposto e 120 pLL foram

adicionados a célula eletroquimica para anélise.

3.4.2 Preparacéo das amostras biologicas sintéticas

Para aplicacdo do metodo analitico desenvolvido, os analitos de

interesse foram determinados em amostras de urina e soro sanguineo. As amostras
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sintéticas foram preparadas de acordo com procedimentos pré-estabelecidos na
literatura®%101,

A urina sintética foi preparada adicionando 0,73 g de NaCl, 0,40 g
de KCl, 0,28 g de CaCl,.2H,0, 0,56 g de Na,SQ,, 0,35 g de KH,PO,, 0,25 g de
NH4CI e 6,25 g de ureia em um baldo volumétrico de 250 mL e dissolvidos em
agua. No caso da amostra de soro sanguineo, 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 de acido
aspartico, 9,1 mg de alanina e 10,0 mg de arginina foram dissolvidos em agua em
um baldo volumétrico de 250 mL.

Em seguida, foram adicionadas duas concentracOes diferentes dos
analitos de interesse e uma aliquota adequada foi adicionada na célula

eletroquimica contendo o eletrolito suporte e analisada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos nos estudos da
caracterizacdo morfologica e comportamento eletroquimico dos eletrodos
modificados propostos na presenca da sonda redox de [Fe(CN)g]* ">~ e também
dos farmacos LOS e CTO. Apresentar-se-do 0s resultados obtidos no
procedimento eletroanalitico empregando-se a técnica de voltamétrica de onda

quadrada para a determinacéo desses farmacos.

4.1 Caracterizacao morfoldgica e eletroquimica do
CB—CTS-EPC/GCE

4.1.1 Caracterizacdo Morfologica

O filme de CB—CTS—EPC preparado conforme descrito na sec¢ao
experimental foi depositado sobre a superficie do GCE. Na FIGURA 4.1 sdo
apresentas as imagens de MEV obtidas para superficie do GCE (Figura 4.1 (a)) e
para o filme de CB—CTS—EPC depositadas sobre a superficie do GCE (Figura
4.1(b)). Analisando-se a FIGURA 4.1 (a), € possivel observar que o GCE
apresentou uma superficie planar uniforme. Ja na FIGURA 4.1 (b) pode ser
observada a formacéo de um filme homogéneo que foi uniformemente distribuido
sobre a superficie do GCE.

E bem conhecido que o CB é constituido por agregados de
nanoparticulas esféricas, deste modo ao observar as imagens de SEM obtidas,
pode-se concluir que ao utilizar a CTS reticulada, esta promoveu a formacéo de

um filme polimérico homogéneo com a aparicdo de pequenos poros?e,
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FIGURA 4.1 - Imagens obtidas por SEM do GCE (a) e CB—CTS—EPC/GCE (b).

4.1.2 Caracterizacao eletroquimica

Inicialmente, 0 GCE e o CB—CTS—EPC/GCE foram caracterizados
eletroquimicamente utilizando o par redox [Fe(CN)e]*™*~ como sonda
eletroguimica. Na FIGURA 4.2 sdo apresentados 0s voltamogramas ciclicos para
solucdo de [Fe(CN)g]*"*~ 1,0 x 102 mol L em solucdo de KCI 0,1 mol L
empregando-se o GCE e o CB—CTS—EPC/GCE. Como pode ser observado, pares
de pico redox bem definidos com separagéo entre os potenciais de pico (AE;) de
aproximadamente 181 mV para o GCE ¢ 70,8 mV para CB—CTS—EPC/GCE (vs.
Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L)) foram obtidos. A sonda eletroquimica apresentou um
comportamento quasi-reversivel'®2, quando o CB—CTS—EPC/GCE foi utilizado.
Além disso, o CB—CTS—EPC/GCE (FIGURA 4.2, linha vermelha) proporcionou
maiores correntes de pico anodica e catodica (lpa = +24,9 pA e lpc = —23,9 nA)
em relacdo ao GCE (FIGURA 4.2, linha preta: lp, = +16,7 pA € l,c = —12,4 pA).
Indicando assim, o efeito eletrocatalitico que o GCE modificado pode

proporcionar.
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FIGURA 4.2 - Voltamogramas ciclicos para [Fe(CN)6]* "~ 1,0 x 1073 mol L! em solucéo de
KCI 0,1 mol L™ utilizando 0 GCE (-) e CB-CTS—EPC/GCE (-); v=50 mV s ™.

O GCE e o CB—CTS—EPC/GCE foram caracterizados por EIS na
presenca de [Fe(CN)s]**~ 1,0 x 10°mol L* em solugdo de KCI 0,1 mol L. Na
FIGURA 4.3 sdo apresentados os diagramas de Nyquist empregando-se o GCE e
0 CB-CTS—EPC/GCE. Analisando-se o espectro de impedancia para GCE,
observou-se um semicirculo bem definido em altas frequéncias, o que diminui
substancialmente quando o CB-CTS-EPC/GCE foi utilizado. Este
comportamento evidenciou que a resisténcia de transferéncia de carga diminuiu
consideravelmente quando CB—CTS—EPC/GCE foi empregado, devido a

melhoria na transferéncia de elétrons sobre a superficie do eletrodo modificado.
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FIGURA 4.3 - Diagramas de Nyquist obtidos para CB—CTS—EPC/GCE (m) ¢ GCE (e). As
medidas foram realizadas em presenca de [Fe(CN)6]* "> 1,0 x 103 mol L em soluc&o de KCI

0,1 mol L em uma faixa de frequéncia de 0,01 Hz a 100 kHz.

As propriedades cataliticas da interface eletrodo/solucdo séo
responsaveis pelos valores obtidos de resisténcia de transferéncia de carga (Rq).
Utilizando os valores de R obtidos foi calculado a constante de transferéncia

heterogénea de elétrons (k°), utilizando-se a equacéo (1):

RT
kO = —— (1)
F2RAC
onde R € a constante universal dos gases, T a temperatura termodinamica, F a
constante de Faraday, R a resisténcia de transferéncia de carga, A a area

geometrica do eletrodo e C a concentracdo das espécies.
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Considerando-se, R = 8,314 J K 1 mol %, T=298,15 K, F=96485 C mol %, A =
0,0707 cm?e C = 1,0 x 1078 mol cm3, calcularam-se os valores obtidos de Ry e
k°, como apresentados na TABELA 4.1

TABELA 4.1 - Valores de resisténcia de transferéncia de carga e constante de transferéncia

heterogénea de elétrons

Constante de

Resisténcia de .
transferéncia

Eletrodo transferéncia de h . d
carga (Q) gterogenea e
elétrons (cm s™)
GCE 4,31 x 10° 8,579 x 104
CB-CTS-EPC/GCE 7,92 4,76 x 101

A excelente condutividade do CB—CTS—EPC/GCE diminuiu a
resisténcia da interface eletrodo/solucdo!®®. A diminuicdo da resisténcia de
transferéncia de carga pode ser relacionada a presenca de grupos funcionais na
superficiel®,

Em seguida, foi feita a determinacdo da area eletroativa de cada
eletrodo empregando-se a voltametria ciclica em diferentes velocidades de
varredura de potenciais (10 — 500 mV s™?), utilizando a sonda redox de
[Fe(CN)g]**~ 1,0 x 103 mol L, em meio de KCI 0,1 mol L. Os voltamogramas
ciclicos registrados, bem como os graficos de corrente de pico anddica (l,) versus
a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (v*?) encontram-se na
FIGURA 4.4 (a, b e ¢). Verificou-se que com o aumento da velocidade de
varredura, as correntes de pico anddica e catodica variaram linearmente com a
raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando que o processo foi totalmente
controlado por difuséo.

Foi realizado o célculo da area eletroativa utilizando-se a Equacéo de

Randles-Sevcik (equagéo 2):
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lp = (2,69 x 105)n¥2ADY2Cy12 )

sendo I, a corrente de pico anodica, n 0 numero de elétrons envolvidos no
processo redox, A a area eletroativa do eletrodo, D o coeficiente de difusdo, C a
concentragdo da espécie eletroativa e »'? a raiz quadrada da velocidade de
varredura.

Considerando-se D=7,6 x10%cm?s?,n=1e C=1,0 x 10° mol
cm3, o valor da area eletroativa foi calculado utilizando-se o valor do coeficiente
angular obtido para as relagdes de corrente de pico anddica em fungdo da raiz
guadrada da velocidade de varredura com o coeficiente angular da Equacéo de
Randles-Sevcik (2).
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FIGURA 4.4 - (a) Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (10
—500 mV s 1) para o GCE e (b) CB—CTS—EPC/GCE em solucio [Fe(CN)s]* "%~ 1,0 x 102 mol
Lt em KCI 0,1 mol L2, (c) Gréafico com o registro de I, vs. o2 para correntes de pico anddica
(1) para GCE e CB—CTS—EPC/GCE.
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Os valores determinados de coeficiente angular e area eletroativa
encontram-se na

TABELA 4.2. A area geometrica do eletrodo utilizado foi de 0,0707
cm?. A area eletroativa do eletrodo de CB—CTS—EPC/GCE foi igual a 0,502 cm?
e a do GCE foi igual a 0,0936, ou seja, houve um aumento de aproximadamente
5 vezes quando o eletrodo de carbono vitreo modificado foi empregado,
demonstrando assim, a potencialidade do material de carbono empregado para a

modificacdo do eletrodo de carbono vitreo.

TABELA 4.2 - Valores de coeficiente angular e &rea eletroativa equivalentes as curvas de

correntes de pico anddica em fungio de v?

Coeficiente angular

Eletrodo (A V12 517) Area eletroativa (cm?)
GCE 6,92 x 10° 0,0936
CB-CTS—-EPC/GCE 3,71 x 10 0,502

4.2 Determinagao voltamétrica de losartana potassica
empregando CB—CTS—EPC/GCE

Apds os estudos e resultados de caracterizagdo eletroquimica e
avaliacdo do desempenho eletroquimico demonstrado pelo eletrodo de
CB-CTS—EPC/GCE, investigou-se em seguida a utilidade deste material de
eletrodo como sensor eletroquimico para a determinacdo do anti-hipertensivo
LOS. O primeiro procedimento eletroanalitico desenvolvido consistiu na
determinacdo voltamétrica da losartana potassica em amostras farmacéuticas e
bioldgicas sintéticas, e os resultados obtidos sdo apresentados nas proximas

secoes.
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4.2.1 Comportamento eletroquimico da molécula de losartana
potassica

Inicialmente, avaliou-se o comportamento eletroquimico da LOS por
CV em tampdo fosfato 0,2 mol L (pH 3,0). Conforme os voltamogramas
apresentados na FIGURA 4.5, um pico anddico em 1,28 V foi obtido para o
CB-CTS—EPC/GCE na presenca de LOS 1,96 x 10 % mol L™ no eletrélito suporte
supramencionado. Além disso, ndo foi observado pico de reducédo, o que indica
um processo de oxidacao irreversivel para a LOS na superficie deste eletrodo.
Utilizando-se as mesmas condi¢des experimentais, avaliou-se também a resposta
eletroquimica da LOS 1,96 x 104 mol L™* em tampéo fosfato 0,2 mol L™* (pH
3,0) sobre o GCE ndo modificado. Entretanto, a LOS néo apresentou um pico
anodico sobre o GCE na mesma varredura de potencial, 0 que demonstra a
potencialidade do eletrodo de CB—CTS—EPC/GCE para a determinacdo de LOS.

140
| 8] _cce ——GCE
1204 & —— CB-CTS-EPC/GCE
1<,
1001 2
)
804 o
< 1 09 10 11 1,2 1,3 1,4
3 604 E/V vs. Ag/AgCI
~—~

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

FIGURA 4.5 - Voltamogramas ciclicos obtidos para solugdo de LOS 1,96 x 10™* mol L ™! em
tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 3,0), empregando-se 0 GCE () e o CB—CTS—EPC/GCE (-). v
=50mVst
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4.2.2 Efeito do pH e do eletrdlito suporte

Afim de avaliar o comportamento da LOS em diferentes valores de
concentracdo hidrogenibnica, foram obtidos voltamogramas em diferentes pHs.
Na FIGURA 4.6 (a) sdo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos para a
oxidacdo de LOS em tampéo fosfato em diferentes valores de pH (2,0; 3,0; 4,0;
5,0; 6,0 e 7,0). A partir dos voltamogramas obtidos, é possivel observar que houve
um deslocamento do potencial de pico para a oxidagdo da LOS para potenciais
menos positivos conforme o pH do tampéo foi elevado. Entretanto, € possivel
observar que para valores de pH maiores, a intensidade de sinal analitico comegou
a diminuir drasticamente. Em seguida, foram construidos graficos de corrente de
pico (Ip) vs. pH (FIGURA 4.6 (b)) e potencial de pico (Ep) vs. pH (FIGURA 4.6
(c)). Levando-se em consideracdo a maior intensidade de corrente e defini¢do de

pico, o pH 2,0 foi selecionado para estudos posteriores.

250

——pH 2,0 (a)

200 -

150 -

09 10 11 12 13 14
E/V vs. Ag/AgCI
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FIGURA 4.6 - Voltamogramas ciclicos para solugdo de LOS 1,96 x 10~* mol L ! nos diferentes
pHs (2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0), empregando-se o CB—CTS—EPC/GCE. v =50 mV s* (a), I,
vs. pH (b) e E; vs. pH (c).

Além disso, é possivel observar também, que houve quebra da
linearidade entre os valores de pH 3,0 e 4,0 e entre 5,0 e 6,0, 0 que esta de acordo

com os respectivos valores de pK, da LOS (3,85 e 5,85).

Apbs a selecdo do pH (ou da concentracdo hidrogenionica), o estudo
da composicéo do eletrolito suporte foi investigado (FIGURA 4.7) empregando-
se diferentes solucdes com pH proximos ao escolhido anteriormente: tampéo
fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0) e tampédo BR 0,04 mol L™ (pH 2,0). O potencial de
oxidacdo da LOS menos positivo e melhor defini¢cdo de pico foram observados
empregando-se a solucdo de tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0), sendo esta

solucdo empregada nos experimentos posteriores.
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FIGURA 4.7 - Voltamogramas ciclicos para solucdo de LOS 1,96 x 10™* mol L™t em tampdo
BR 0,04 mol L™ pH 2,0 (-) e tampdo fosfato 0,2 mol L pH 2,0 (-).v=50mV s

4.2.3 Efeito da velocidade de varredura de potencial

O efeito da velocidade de varredura de potencial sobre a resposta
eletroquimica da LOS empregando-se o CB—CTS—EPC/GCE foi realizado por
CV em tampéo fosfato 0,2 mol L™* (pH 2,0). Para isso, as medidas de CV foram
feitas em diferentes velocidades de varredura de potencial (10 a 200 mV s™?) na
presenca de LOS 1,96 x 10~* mol L™, como apresentado na FIGURA 4.8.
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FIGURA 4.8 - Voltamogramas ciclicos para (a) LOS 1,96 x 10~* mol L em diferentes
velocidades de varredura de potencial (10, 30, 50, 70, 100, 150 e 200 mV s™%). Inserido: (b)
Dependéncia do logaritmo da corrente de pico com o logaritmo da velocidade de varredura de

potencial para a LOS. Equacéo da reta: log Ip=—3,52 + 0,764 log v [LOS].

Com os dados obtidos neste estudo, construiu-se um grafico do
logaritmo da corrente de pico de oxidacdo (log I,) versus o logaritmo da
velocidade de varredura de potencial (log v) como apresentado na FIGURA 4.8
(b). Analisando-se o grafico obtido, verifica-se que houve uma relagéo linear (r =
0,994) entre log I, e log v, com o coeficiente angular igual a 0,764. Este valor
indica que o processo de oxidacdo da LOS sobre a superficie do
CB—CTS—EPC/GCE deve ser controlado por uma mistura de processos de difusao
e adsorcdo das espécies, uma vez que o valor obtido (0,76) esta entre 0,50 (para
processos controlados por difusdo) e 1,0 (para processos controlados por
adsorgdo)'%1% As relagGes entre corrente de pico anédica (Ip) vs. velocidade de
varredura (v) e entre a corrente de pico anddica (l,) vs. a raiz quadrada da

velocidade de varredura (v¥?) foram avaliadas. Tanto para a relagdo de I, vs. v
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quanto para I, vs. vt2 ndo foram verificadas relagGes lineares, indicando assim que
0 processo de oxidacdo de LOS na superficie do eletrodo proposto ocorreu, de
fato, por uma mistura de processos (adsortivo e difusional).

Estes resultados foram diferentes dos obtidos por Sartori et al®®
utilizando um eletrodo de BDD e por Srivastava et al’* empregando um eletrodo
de carbono vitreo modificado com nanocompdsito de carbono em que a LOS
apresentou processo controlado por difuséo.

Ainda utilizando-se os dados obtidos no experimento da varia¢do da
velocidade de varredura de potencial, obtiveram-se também as diferencas entre 0s
valores de potencial de pico e potencial de pico de meia onda Ep — Eps/, (com
valor de 57 mV referente a média dos valores para as diferentes velocidades de
varredura de potencial) e aplicando-se a Equacdo 3%, obteve-se o valor de an
(0,84). Considerando o = 0,50 (valor médio geralmente atribuido para moléculas
organicas), o namero de elétrons (n) calculado foi igual a 1,68, um valor mais

proximo de 2 elétrons.

|EP - Ep1/2| = % 3)

O valor obtido esta em concordancia com o namero de elétrons
relatado por Sartori et al®® e Srivastava et al’* para 0 mesmo analito. Considerando
os resultados obtidos e estudos prévios da literatura, a reacdo de oxidacao proposta
para LOS é apresentado na FIGURA 4.9. Neste caso, ocorre a oxidacdo do grupo
hidroxila do anel imidazol, resultando na formacéo do grupo aldeido envolvendo

2 elétrons e 2 protons nesta reacéao.



Silva, L. P. 4 Resultados e Discussdo 40

FIGURA 4.9 - Reacdo de oxidacdo da molécula de LOS.

4.2.4 Otimizacao dos parametros e curva analitica

Os parametros da SWV, frequéncia (f), amplitude de pulso (a), e
incremento de varredura (AEs) foram optimizados para solugdo de LOS 1,96 x
104 mol L™ em tampéo fosfato 0,2 mol L (pH 2,0). Os intervalos estudados
foram: 10 Hz<f<70 Hz, 10 mV <a<120mV ¢ 1,0 mV <AEs <10 mV. Os
valores foram selecionados (f = 10 Hz, a = 100 mV, ¢ AEs = 7,0 mV)
considerando-se a repetibilidade, a estabilidade da linha base e a magnitude do
sinal analitico para 0 CB—CTS—EPC/GCE na determinacéo de LOS.

Apdbs a otimizacdo dos parametros da SWV, a curva analitica foi
construida pela adicéo, na célula eletroquimica, de aliquotas sucessivas da solucéo
estoque de LOS de forma a obter concentracdes de LOS variando de 4,97 x 10°°
a 4,76 x 10° mol L. Os voltamogramas de SWV obtidos para as diferentes
concentragfes de LOS sdo apresentados na FIGURA 4.10. A curva analitica
(FIGURA 4.10, inserida) foi linear na faixa de concentragdo mencionada, e
obedeceu a seguinte equacéo de regressdo linear: I, (uA) = —6,04 x 1078 + 0,122
[LOS] (umol L™1); r = 0,990. O limite de deteccdo obtido foi igual a 4,79 x 107/

mol L e foi obtido como descrito na se¢do experimental.
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FIGURA 4.10 - Voltamogramas de SW obtidos usando o CB—CTS—EPC/GCE para diferentes
concentracdes de LOS em tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0): (0) 0,0 (branco); (1) 4,97; (2)
9,99; (3) 14,8; (4) 19,6; (5) 29,1; (6) 38,6 e (7) 47,6 umol L. Parametros da SWV: f = 10 Hz,
a=100 mV, AEs =7 mV. Inserido: Curva analitica (Ip vs. [LOS]).

4.2.5 Estudo de repetibilidade e possiveis interferentes

A fim de avaliar o método proposto quanto, a repetibilidade, foi
realizado estudos de repetibilidade intra-dia com dez medidas seguidas no mesmo
dia (n = 10), utilizando-se duas concentracbes distintas de LOS. Ja para a
repetibilidade inter-dias (n = 3), foi utilizado os desvios da corrente de pico obtida
da medida de trés dias diferentes, com solucéo estoque preparada diariamente de
LOS para duas concentracOes distintas. Na TABELA 4.3 estdo apresentados os
valores de RSD calculados referente a cada concentracdo. Os resultados obtidos
foram satisfatdrios, uma vez que apresentaram RSD abaixo de 11,2 %, indicando

assim, que o método apresenta boa repetibilidade.
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TABELA 4.3 - Estudo de repetibilidade intra e inter-dias para diferentes concentragcfes de LOS

RSD* (%)
[LOS]/ mol L™ Repetibilidade Repetibilidade
intra-dia inter-dias
(n=10) (n=13)
9,90 x 107° 11,2 6.04
2,91 x10°° 299 163

*RSD = (desvio padrdo / média)*100

Também foi avaliado a seletividade do método proposto,
investigando-se possiveis interferentes tipicamente presentes na composicao de
amostras farmacéuticas de LOS. Foram consideradas como interferentes em
potencial o0s seguintes compostos: lactose monohidratada, celulose
monocristalina, crospovidona e estearato de magnésio. Para avaliar o efeito destes
compostos sobre a resposta voltamétrica, medidas foram realizadas para uma
solucdo de LOS 3,0 x 10° mol L™ na auséncia e na presenca dos possiveis
interferentes. As razbes entre as concentracOes de analito/interferente estudadas
foramde 1:1 e 1:10. Na TABELA 4.4 s&o apresentados os valores de RSD obtidos
pela comparacdo das correntes de pico anddica obtidas na auséncia e na presenca
de cada interferente estudado. Como pode ser observado, 0S possiveis
interferentes considerados ndo apresentaram interferéncia significativa sobre a
determinacdo voltamétrica de LOS, uma vez que os valores de RSD obtidos

ficaram abaixo de + 5,9 %.
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TABELA 4.4 - Efeito de possiveis interferentes sobre a determinagdo voltamétrica de LOS a

um nivel de concentragéo de 3,0 x 10° mol L™

A Razéo Recuperacao
Possivel interferente analito:interferente (%)*
1:1 — 0,58
Lactose monohidratada
1:10 -19
1:1 -2,4
Celulose monocristalina
1:10 -4,8
1:1 +45
Crospovidona
1:10 +59
1:1 +4,3
Estearato de Magnésio
1:10 - 2,7

*ReCUperagéO = [(Slnal LOSpresenga— Sinal LOSauséncia) / Sinal LOSauséncia] x 100%.

4.2.6 Determinacéo de losartana potassica em amostras

farmacéuticas e bioldgicas sintéticas

Realizou-se a determinacdo de LOS em amostras farmacéuticas
utilizando o método SWV proposto ¢ o CB—CTS—EPC/GCE como sensor
eletroquimico. A LOS também foi determinada empregando-se um método
comparativo espectrofotométrico, e os resultados obtidos em triplicata usando-se
os dois métodos sdo apresentados na TABELA 4.5. Os resultados obtidos
empregando-se os dois métodos analiticos foram comparados estatisticamente
aplicando-se o teste-t pareado a um nivel de confianca de 95%. O valor de texp.
(1,32) foi menor do que o valor de tqiico (3,18), €, consequentemente, pode-se
concluir que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os resultados

obtidos. Além disso, os valores dos erros calculados variaram entre —1,0 % e
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+5,6%, demonstrando a viabilidade de se empregar o método proposto para a

determinacgédo de LOS em produtos farmacéuticos.

TABELA 4.5 - Determinacdo de LOS em trés amostras farmacéuticas empregando-se 0s

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

LOS (mg/comprimido)

Amostra Valor Método Método Erro (%0)*

rotulado  comparativo, C proposto, P

A 50,0 48,5+0,8 48+ 6 - 1,0
B 50,0 53,8+0,2 567 +4,1
C 100 90 £ 1 95+7 +5,6

*Erro (%) = [ C—P/C] x 100%.

Por fim, foi realizada a determinacdo de LOS em amostras bioldgicas
de urina e soro sintéticos. Foram preparadas solu¢des de duas concentragdes de
LOS 9,9 x 10 mol L™ e 2,9 x 10~ mol L e estas foram analisadas em termos
da porcentagem de recuperacdo da concentracdo da dopagem. Os resultados
obtidos estdo apresentados na TABELA 4.6. Como pode ser observado, obteve-
se porcentagens de recuperacdo satisfatorias na faixa de 98,3% a 105%, indicando
assim, a potencialidade do procedimento proposto para a determinacdo de LOS

em amostras bioldgicas de fluidos biologicos.
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TABELA 4.6 - Determinacdo de LOS em amostra sintética de urina e soro humano

LOS (mol L)
Amostra Quantidade Quantidade Recuperagao™ (%)
adicionada encontrada
9,90 x 10° (1,04 + 0,02) x 10 105
Urina s
2,91x10° (2,90 +0,20) x 10 99,7
9,90 x10° (9,95 +0,07) x 10 101
Soro humano S
291x10° (3,03 +0,07) x 10 104

*Recuperagéo (%) = [LOS]encontrado/[LOS]adicionado x 100.

4.3 Caracterizacdo morfoldgica e eletroquimica do
CB—-CTS—AuNPs/GCE

Em continuacdo aos estudos dos sensores eletroquimicos propostos
neste trabalho, foi desenvolvido um segundo procedimento voltamétrico
utilizando o eletrodo de CB—CTS—AuNPs/GCE para a determinagdo de
cetoconazol (CTO).

4.3.1 Caracterizacdo Morfologica

Inicialmente, foram obtidas as imagens de MEV para avaliar a
morfologia do CB—CTS ¢ CB—CTS—AuNPs sobre a superficie do GCE como
apresentadas na FIGURA 4.11 (a—d). Pode-se observar na FIGURA 4.11 (ae b)
referente ao CB—CTS, que houve a formacao de um filme poroso. J4 na FIGURA
4.11 (c e d) para o compdsito CB—CTS—AuNPs, este também apresentou um filme
poroso, entretanto ndo foi possivel com estas imagens observar a presenca das
nanoparticulas de ouro, uma vez que ao sintetizar o compésito, a CTS formou um

filme polimérico englobando tanto o CB quanto as nanoparticulas de ouro. Sendo
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assim, foram realizados outros experimentos para verificar a presenca das

nanoparticulas de ouro.

FIGURA 4.11 - Imagens obtidas por SEM do CB—CTS/GCE (a) e (b) e CB—CTS—AuNPs/GCE
(c) e (d).

Também foi realizado o estudo de difracdo de raios-x (XRD, do
inglés: x-ray diffraction) apresentado na FIGURA 4.12. As medidas
cristalograficas foram comparadas com os valores de referéncia padréo
cristalograficos do carbono amorfo e ouro, que apresentou picos de intensidade

caracteristicos para carbono (C) e ouro (111 e 220), segundo os valores de
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referéncia cristalografica (9008463) calculados utilizando o banco de dados do

Crystallography Open Database.

4000 —— CB-CTS

— CB-CTS-AuNPs

Intensidade / a.u.

20 40 60 80 100 120
20 [ graus

FIGURA 4.12 - Espectro de difracdo de raio-x para a amostra de CB-CTS (-) e
CB—CTS—AuNPs (-).

4.3.2 Caracterizacao eletroquimica

Inicialmente foi estudado o perfil voltamétrico dos eletrodos
CB—CTS—AuNPs/GCE, CB—CTS/GCE e GCE, em éacido sulfirico 0,5 mol L™,
para verificar a presenca das nanoparticulas de ouro. Os voltamogramas ciclicos
obtidos estdo apresentados na FIGURA 4.13. Como pode ser observado nesta
figura, somente o eletrodo contendo AuNPs apresentou um pico anddico (P;) no
potencial de + 1,3 V e um pico catodico (P,) no potencial de + 0,86 VV em quando
se ciclou o potencial de 0,6 a 1,6 V, 0 que comprova a presenca das AuNPs no
filme com CB e CTS. Nas esquac6es de 4 a 6 estdo apresentadas as reacdes das

nanoparticulas de ouro na superficie do eletrodo em meio de acido sulfurico®?’.
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AU—(H20)as —> AU-OH+H" + ¢ (4)
Au—OH —> Au=O+H" +e" (5)
Au=0 + H,O —> O=Au—(H20)ags (6)
100
{ ——GCE
804 —— CB-CTS/GCE
| = CB-CTS-AuNPs/GCE
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< 40-
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= 20-
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FIGURA 4.13 - Voltamogramas ciclicos para GCE (-), CB-CTS/GCE (-) e
CB—CTS—AuNPs/GCE (-) em &cido sulfurico 0,5mol L. v=50 mV s,

Ainda utilizando a CV foi realizado o estudo de velocidade de
varredura de potencial para GCE, CB—CTS/GCE e CB—CTS—AuNPs/GCE,
utilizando a sonda redox de [Fe(CN)s]*”*~ 1,0 x 1073 mol L™ preparada em KCI
0,1 mol L. Os voltamogramas ciclicos, bem como os graficos de corrente de
pico anddica (I,) versus a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial
(v¥?) encontram-se registrados na FIGURA 4.14 (a, b, ¢ e d). Verificou-se que

com o aumento da velocidade de varredura, as correntes de pico anddica variaram
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linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando que o

processo de transporte de massa é controlado preferencialmente por difuséo®°,

300
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104 100
< o0 < 0
-10; s00mvst | -100- 500 mV/ s
-20 ) }
10mvs! -2001 10mVs"
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T T T T T -300 T T T T T
-04 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 -04 -02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V vs. Ag/AgCI E/V vs. Ag/AgCI
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FIGURA 4.14 - (a) Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (10
— 500 mV s?) para o eletrodo de GCE (b) CB—CTS/GCE e (c) CB—CTS—AuNPs/GCE em
solugdo [Fe(CN)6]*"*~ 1,0 x 103 mol L—1 em KC1 0,1 mol L. (d) Grafico com o registro de
I, vs. oY para correntes de pico anodica (ls) para GCE, CB-CTS/GCE e
CB—CTS—AuNPs/GCE.

Em seguida, foi calculado a area eletroativa utilizando-se a equacéo
de Randles-Sevcik (Eg. 2), apresentada anteriormente, sendo os resultados
encontrados apresentados na

TABELA 4.7. Pode-se verificar, que ndo houve um aumento da area

eletroativa tdo significativo quando se preparou o eletrodo CB—CTS/GCE
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contendo AuNPs para se obter 0 CB—CTS—AuNPs/GCE. Neste estudo foi
empregado o par redox [Fe(CN)s]*”* na concentragdo supramencionada como
sonda eletroguimica. Este comportamento ja foi observado e relatado por Janegitz
et al'® e de Chikae et al*® em que foram utilizados eletrodos modificados com
AUNPs.

TABELA 4.7 - Valores de coeficiente angular e &rea eletroativa equivalentes as curvas de

correntes de pico anédica em fungio de v'?

Coeficiente angular

Eletrodo (A V12 5177) Area eletroativa (cm?)
GCE 3,51 x10° 0,0473
CB—CTS/GCE 7,50 x 10 1,01
CB—CTS—AuNPs/GCE 7,80 x 107 1,05

4.4 Determinacgao voltametrica de cetoconazol utilizando o
eletrodo de CB—CTS—AuNPs/GCE

Apds realizar os estudos de caracterizacéo eletroquimica e avaliacédo
do  desempenho  eletroquimico  empregando-se o eletrodo de
CB-CTS—AuNPs/GCE, investigou-se em seguida a utilidade deste material
eletrodo como sensor eletroquimico. O segundo procedimento eletroanalitico
desenvolvido consistiu na determinacdo voltamétrica de CTO em amostras
farmacéuticas e bioldgicas sintéticas, e os resultados obtidos sdo apresentados nas

préximas secoes.

4.4.1 Comportamento eletroquimico da molécula de cetoconazol
Primeiramente, foi avaliado o comportamento eletroquimico da

molécula de CTO sobre os eletrodos de GCE, CB-CTS/GCE e

CB—CTS—AuNPs/GCE utilizando a técnica de voltametria ciclica. Os



Silva, L. P. 4 Resultados e Discussdo 51

voltamogramas ciclicos obtidos sdo apresentados na FIGURA 4.15, para uma
solucdo de CTO 1,0 x 10~* mol L utilizando como eletrdlito suporte a solucéo
de tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 10). Como pode ser observado analisando-se
0s Vvoltamogramas obtidos, houve a ocorréncia de um pico anodico em
aproximadamente + 0,65 V, e apds a inversdo da direcdo de varredura de
potenciais ndo houve nenhum pico catodico. Desta forma, a oxidacdo da molécula
de CTO pode ser caracterizada como um processo redox irreversivel sobre
CB—CTS—AuNPs/GCE.

6
54— l(JsrciinEco @) —_ ?:r;'lCcOTS/GCE ()
30
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FIGURA 4.15 - Voltamogramas ciclicos obtidos em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 10) para
o eletrodo de GCE (a), CB—CTS/GCE (b) e CB—CTS—AuNPs/GCE (c) na presenca de CTO
1,0 x 10*mol L. Comparagio entre os trés voltamogramas obtidos para GCE, CB—CTS/GCE
e CB—CTS—AuNPs/GCE (d). v = 50 mV s *. “Branco” se refere ao voltamograma registrado

para o tampéao fosfato na auséncia do composto CTO.
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Assim, tem-se que 0 eletrodo CB—CTS—AuNPs/GCE demonstrou
grande habilidade para a determinacdo do farmaco CTO. Além disso,
proporcionou um aumento da intensidade de corrente de pico, sendo Iy, = + 4,41
MA, lpa = + 235 PA € lpa = + 33,7 pA para GCE, CB-CTS/GCE e
CB—CTS—AuNPs/GCE, respectivamente, ou seja, houve um aumento de
aproximadamente 8 vezes quando comparado com a intensidade de corrente

proporcionada pelo GCE.

4.4.2 Efeito do pH e eletrdlito suporte

Apds avaliar o comportamento eletroquimico da molécula de CTO
sobre diferentes eletrodos, foi estudada a influéncia do pH (concentracédo
hidrogenidnica) sobre a resposta voltamétrica de CTO. Os voltamogramas
ciclicos, apresentados na FIGURA 4.16, foram obtidos para a oxidacdo de CTO
em tampao fosfato 0,2 mol L™ para diferentes valores de pH (5,0; 6,0; 7,0; 8,0;
9,0 e 10,0) na presenca de uma solucdo de CTO 1,0 x 10 mol L. Pode-se
observar a partir dos voltamogramas, que houve um deslocamento do potencial
de oxidacdo para valores de potenciais menos positivos e também aumento da
intensidade de corrente conforme o pH do tampéo foi elevado. Foram construidos
os graficos de corrente de pico (l,) vs. pH (FIGURA 4.16 (b)) e potencial de pico
(Ep) vs. pH (FIGURA 4.16 (c)). Analisando os gréaficos obtidos, observa-se que a
intensidade de corrente foi mais pronunciada para a solucdo tampéo de pH 9,0 e
que houve uma quebra da linearidade entre os valores 6 e 7 (no gréafico de E; vs.
pH), o0 que estd de acordo com o valor de pK; do CTO (6,42). Levando-se em
consideracdo a maior intensidade de corrente e melhor defini¢ao de pico, o pH 9,0

foi selecionado para a continuagéo dos estudos.
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FIGURA 4.16 - Voltamogramas ciclicos em tampao fosfato 0,2 mol L™ para solugdo de CTO
1,0 x 104 mol L* nos diferentes valores de pHs (5,0; 6,0; 7,0; 8,0; 9,0 e 10,0), empregando-se
0 CB—CTS—AuNPs/GCE. v =50 mV st (a), Ip vs. pH (b) e Ep vs. pH (c).

Apoés a selecdo do pH, foi estudado a influéncia da composicao da
solucéo do eletrolito suporte sobre a oxidagdo da molécula de CTO. Deste modo,
foram realizadas medidas utilizando a voltametria ciclica para diferentes

eletrélitos suporte contendo CTO com concentragdo de 1,0 x 10™* mol L. Os
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eletrélitos suporte investigados foram os seguintes: tampéo fosfato 0,2 mol L™
(pH = 9,0); tampdo Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™ (pH = 9,0) e cloreto de
s6dio 0,1 mol L ajustado com NaOH 0,1 mol L™ para pH 9,0. Os voltamogramas
obtidos neste estudo estdo apresentados na FIGURA 4.17. O potencial de pico foi
praticamente o0 mesmo para o tampao fosfato e BR. Deste modo, foi selecionado
como eletrélito suporte o tampéo fosfato 0,2 mol L™ para os estudos posteriores,
uma vez que a composicdo deste eletrélito se aproxima da composicdo do meio

bioldgico para a realizacdo de analises em amostras bioldgicas.

40 -
] Tampé&o Fosfato 0,2 mol L~
30 —— Tamp#o BR 0,04 mol L™
1 ——Nacio,1molL™
20 -
<
3. 101
\ -
O i
10 W
-20 T T T T T

o0 02 04 06 08 1,0
E/V vs. Ag/AgCI
FIGURA 4.17 - Voltamogramas ciclicos para solucéo de CTO 1,0 x 10~ mol L! em tampéo

fosfato 0,2 mol L™ (pH 9,0) (-), tampdo BR 0,04 mol L™ pH 9,0 (-) e NaCl 0,1 mol L pH
9,0(-).v=50mVvs?
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4.4.3 Efeito da velocidade de varredura de potenciais

O efeito da velocidade de varredura de potenciais (10 a 200 mV s 1)
sobre a resposta eletroquimica da CTO 1,0 x 10~* mol L foi estudado utilizando-
se 0 CB—CTS—AuUNPs/GCE empregando-se a CV em tampao fosfato 0,2 mol L™
(pH 9,0), como apresentado na FIGURA 4.18. A fim de avaliar se 0 processo de
oxidacdo do CTO é controlado por difuséo ou adsorcéo, foi contruido um gréafico
do logaritmo da corrente de pico de oxidacao (log I,) versus o logaritmo da
velocidade de varredura de potencial (log v) como apresentado na FIGURA 4.18
(b). Analisando-se os dados, pode-se verificar que houve uma relagéo linear (r =
0,991) entre log I, e log v, com o coeficiente angular da reta sendo igual a 0,521.
Este valor indica que o processo de oxidacdo do CTO sobre a superficie do
CB—CTS—AuUNPs/GCE deve ser controlado preferencialmente pelo processo de
difusdo das espécies, uma vez que o valor obtido (0,52) esta muito préximo de
0,50 que € o valor tedrico obtido para moléculas com processos controlados por
difuséo?®®.

Ademais, foram avaliadas as relacdes entre corrente de pico anddica
(Ip) vs. velocidade de varredura (v) e entre a corrente de pico anddica (l,) vs. a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v?). A relagdo de I, vs. v ndo foi linear,
enquanto para I, vs. v*’2 obteve-se uma relagéo linear (r = 0,990), indicando assim
que o processo de oxidacdo de CTO na superficie do eletrodo € controlado por

difuséo, o que esta de acordo com os dados reportados na literatura® 111,112,
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FIGURA 4.18 - Voltamogramas ciclicos para (a) CTO 1,0 x 10~* mol L™ em tampéo fosfato
0,2 mol L—1 (pH 9,0) para diferentes velocidades de varredura de potencial (10, 20, 30, 50, 75,
100, 150 e 200 mV s3). Inserido: (b) Dependéncia do logaritmo da corrente de pico com o

logaritmo da velocidade de varredura de potencial para a CTO. Equagao da reta: log Ip =— 3,90

+ 0,521 log v [CTO].

Ainda utilizando os dados obtidos do efeito da velocidade de
varredura de potencial de potencial, foram obtidos os valores de E,—Epi/2, sendo a
média foi calculada de 112 mV. Deste modo, empregando-se a Equacédo (3),
descrita anteriormente, obteve-se o valor de an igual a 0,43. Em seguida, 0 nimero
de elétrons foi calculado, utilizando-se o = 0,50 (valor atribuido para as moléculas
organicas) resultou em um numero de elétrons (n) igual a em 0,86 (= 1).

Na literatural'® a reacdo de oxidagcdo da molécula de CTO que

envolve 1 elétron, forma um cétion radicalar que posteriormente decai de forma
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gradual resultando em um produto estavel. A perda deste elétron na reacéo pode

ocorrer no anel imidazol ou no grupo metoxil da molécula de CTO.

4.4.4 Otimizacao do parametros e curva analitica

Primeiramente foram estudados os parametros da SWV para o
desenvolvimento do procedimento voltamétrico, empregando o o eletrodo de
CB—CTS—AuNPs/GCE. Os parametros da técnica, como frequéncia (f),
amplitude de pulso (a), e incremento de varredura (AE;) foram avaliados para
solucdo de CTO 1,0 x 10*mol L™ em tampéo fosfato 0,2 mol L™* (pH 9,0). Na
TABELA 4.8 estdo descritos os intervalos em que cada parametro foi estudado e
0s respectivos valores selecionados. Os valores selecionados foram avaliados
levando-se em conta a estabilidade, repetibilidade, magnitude de corrente e menor

contribuicao de corrente de fundo.

TABELA 4.8 - Parametros experimentais estudados para a técnica de SWV e 0s respectivos

valores selecionados para a determinagdo de CTO

Técnica Parametro Intervalo Selecionado
Frequéncia (Hz) 10a 50 10
SWv Amplitude (mV) 10a90 60
Incremento (mV) 2a9 5

A curva analitica foi construida adicionando-se na célula
eletroquimica, aliquotas sucessivas da solucdo estoque de CTO de forma a obter
concentragdes variando de 1,00 x 1077 a 2,90 x 10°° mol L. Os voltamogramas
de onda quadrada obtidos para as diferentes adi¢bes de concentracdes de CTO sdo
apresentados na FIGURA 4.19. A curva analitica (FIGURA 4.19, inserida) foi
linear na faixa de concentracdo mencionada, e obedeceu a seguinte equacao de
regressao linear: I (uA) = — 1,8 x 1078 + 3,6 [CTO] (umol L™?); r = 0,999. O
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limite de deteccéo foi calculado como descrito na secéo experimental, obtendo-se
o valor de 4,43 x 10™° mol L™ para a determinacdo de CTO com 0 sensor
CB—CTS—AuUNPs/GCE.

12
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E/V vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.19 - Voltamogramas de SW obtidos usando o CB—CTS—AuNPs/GCE para
diferentes concentragdes de CTO em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 9,0): (0) 0,0 (branco); (1)
0,100; (2) 0,299; (3) 0,497; (4) 0,794; (5) 1,19; (6) 1,57 e (7) 1,96; (8) 2,44 € (9) 2,91 umol L.
Parametros da SWV: £ = 10 Hz, a = 60 mV, AEs = 5 mV. Inserido: Curva analitica (Ip vs.
[CTQ)).

Foi construida a TABELA 4.9 a fim de comparar os parametros
analiticos obtidos do método proposto neste trabalhno com alguns métodos ja
relatados na literatura para a determinacdo de CTO. Como pode ser observado, o
procedimento empregando 0 CB—CTS—AuNPs/GCE como sensor eletroquimico
e a SWV proporcionou uma faixa linear comparavel com aquelas apresentadas

em outros artigos empregando diferentes técnicas eletroanalitcas e outros tipos de



Silva, L. P. 4 Resultados e Discussdo 59

eletrodo. Além disso, obteve-se um limite de deteccdo inferior aos métodos
comparados. Deste modo, com o eletrodo desenvolvido neste trabalho foi possivel
a obtencdo de algumas vantagens como resposta rapida, facilidade na preparacao

do sensor e baixo custo de nanomaterial carbonaceo empregado.

TABELA 4.9 - Comparacdo entre os parametros analiticos obtidos para 0 método voltamétrico
proposto utilizando o eletrodo de CB—CTS—AuNPs/GCE e para outros métodos eletroanaliticos

reportados na literatura

o Faixa linear LD
Eletrodo Técnica Ref.
(mol L™) (mol L™)
Carbono AdDPV 24x10%a4,8x10" 2,33x10°8 81
BDD SWv 29x107a3,1x10° 8,29 x 10°8 9%
Pt DPV 5,7x10%al12x10* 1,00 x 10°® 113
AuUNPs/GCE CcVv 2,0x10°a1,0x10* 2,3x10° 9
GCE SWv 32x107a9,6 x10°° 3,2x10° 112
MWCNTSs/G
DPV 1,0x10%a3,0x%x10° 4,4 x 1077 84
CE
p-AgSAE SWV 48x107a4,3x10° 1,2 x 1077 o1
CB-CTS— Este
SWv 1,00x107a290%x10°% 443x10°
AuUNPs/GCE trabalho

BDD - Diamante dopado com boro (do inglés “Boron-Doped Diamond”); Pt — placa de platina;
AuUNPs/GCE - Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticula de ouro; GCE —
Eletrodo de carbono vitreo (do inglés “Glassy Carbon Electrode”); MWCNTSs/GCE — Eletrodo
de carbono vitreo modificado com nanotubo de carbono de paredes multiplas; p-AgSAE -
Eletrodo de amalgama solido prateado polido; AdDPV — Voltametria de redissolucdo anddica
adsortiva (do inglés “Adsortive Stripping Voltammetry”); DPV — Voltametria de pulso
diferencial (do inglés “Differential Pulse Voltammetry’); SWV — Voltametria de onda quadrada
(do inglés “Square Wave Voltammetry”); CV — Voltametria ciclica (do inglés “Cyclic
Voltammetry”);
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4.4.5 Estudo de repetibilidade e interferentes

A fim de avaliar a precisdo do procedimento voltamétrico proposto
foram realizados estudos de repetibilidade intra e inter-dias. No estudo de
repetibilidade intra-dia foram realizadas 10 medidas voltamétricas de SWV (n =
10) sucessivas no mesmo dia, utilizando-se duas solugdes de CTO (4,97 x 10" e
1,96 x 10°mol L) preparadas em etanol. Os valores de RSD obtidos para as
correntes de pico anddica para as duas concentracfes foram de 7,82 % e 9,04 %,
respectivamente. No estudo de repetibilidade inter-dias foram comparadas as
correntes de pico anodica das medidas voltamétricas realizadas em trés dias
diferentes (n = 3), utilizado as mesmas concentracdes de CTO utilizadas no estudo
intra-dia. Os valores de RSD obtidos neste estudo foram de 3,59 % e 0,802%,
respectivamente. Os resultados de RSD em ambos estudos demonstraram a boa
estabilidade da resposta do eletrodo de CB—-CTS—AuNPs/GCE para a
determinacéo de CTO.

Algumas das substéncias encontradas em amostras de formulacfes
farmacéuticas de CTO foram avaliadas como sendo possiveis interferentes para a
determinacéo voltamétrica de CTO. Deste modo, uma solugéo de CTO 3,0 x 107
mol L foi analisada utilizando o eletrodo de CB—CTS—AuNPs/GCE na auséncia
e presenca de cada uma das seguintes substancias em proporcdes
analito:interferente (1:1 e 1:10): celulose microcristalina, lactose monohidratada,
estearato de magnésio e crospovidona. Os resultados em porcentagem de
recuperacdo obtidos para a comparacao dos sinais de corrente anddica registrados
para as solu¢bes de CTO na auséncia e presenca de cada um dos possiveis
interferentes estdo apresentados na TABELA 4.10. Pode-se verficar que a
porcentagem de recuperacgédo variou de —3,3 a +8,2%, néo interferindo assim de

forma significativa na determinacdo de CTO em amostras farmacéuticas.
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TABELA 4.10 - Efeito de possiveis interferentes sobre a determinacéo voltamétrica de CTO a

um nivel de concentragéo de 3,0 x 10° mol L™

_ o Recuperacao
Possivel interferente Razao analito:interferente
(%)*
1:1 +7.5
Celulose monocristalina
1:10 +6,8
1:1 +4.9
Lactose monohidratada
1:10 —7,4
_ 1:1 —6,2
Crospovidona
1:10 +8,2
_ 1:1 —5,4
Estearato de Magnésio
1:10 -3,3

*Recuperagéo = [(S|na| CTOpresenga — Sinal CTOauséncia) / Sinal CTOauséncia] X 100%

4.4.6 Determinacao de cetoconazol em amostras farmacéuticas e
biologicas sintéticas

A aplicacdo do método voltamétrico proposto para a determinacéo
de CTO foi empregada na analise de dois tipos diferentes de amostras
farmacéuticas (comprimido e creme dermatologico) e fluidos bioldgicos
sintéticos de urina e soro, utilizando-se 0 CB—CTS—AuNPs/GCE como sensor
eletroquimico. Inicialmente, foram analisadas duas amostras farmacéuticas
adquiridas no comércio local e contendo diferentes teores de CTO. Para fins de
comparacdo, foi realizado a determinacdo destas amostras empregando-se 0
método de espectrofotometria UV-vis, os resultados obtidos em triplicata séo
apresentados na TABELA 4.11. Os valores de RSD obtidos estdo dentros dos
valores permitidos para a vialibilizacdo do metodo proposto para a determinacao

de CTO em amostras de produtos farmacéuticos.
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TABELA 4.11 - Determinacdo de CTO em duas amostras farmacéuticas empregando-se 0s

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

CTO (mg)
Amostra Valor Meétodo Meétodo RSD (%)*
rotulado comparativo, C proposto, P
Comprimido 200 195+ 1 215+2 — 10
Creme

o 20 21,1+0,2 21,9+0,2 -3.,8
dermatolégico

*RSD (%) = [C — P / C] x 100%.

Finalmente, foi realizada a determinacdo de CTO em amostras bioldgicas
sintéticas de urina e soro humano. Foram preparadas solucdes de duas
concentragdes diferentes de CTO 4,97 x 10 'mol L™ e 1,96 x 10° mol L ! e estas
foram analisadas em termos da porcentagem de recuperacdo da concentracdo de
CTO. Os resultados obtidos estao descritos na TABELA 4.12. Analisando os
resultados obtidos, pode-se verificar que as porcentagens de recuperacdo foram
satisfatorias, indicando assim a potencialidade do método para a determinacgéo de

CTO em amostras bioldgicas.

TABELA 4.12 - Determinacdo de CTO em amostra sintética de urina e soro humano

CTO (mol L)
Amostra Quantidade Quantidade Recuperagéo™ (%)
adicionada encontrada
4,97 x 1077 (5,3 £0,2) x 0 107
Urina i
1,96 x10° (2,07 +0,07) x 10 106
497 x107" (5,44 £ 0,06) x 0 109
Soro B
1,96 x 10°° (2,1 £0,9) x 10 106

*Recupera(;éo (%) = [CTO]encontrado/[CTO]adicionado x 100.
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5 CONCLUSOES

Arquiteturas de sensores eletroquimicos foram propostos neste
trabalho baseando-se em estudos prévios e demostrando a eficiéncia do uso do

CB como agente modificador.

Para o primeiro sensor proposto CB—CTS—EPC/GCE foi observado
a estabilidade da dispersdo ao formar um filme polimérico empregando a CTS
reticulada com epicloridrina .J4 para o segundo sensor CB—CTS—AuNPs/GCE foi
sintetizado um composito de forma rapida e simples, quando comparado com

outros metodos dispostos na literatura, formando um composito estavel.

A SWV foi utilizada para o desenvolvimento dos metodos
eletroanaliticos propostos neste trabalho. Ambos os métodos desenvolvidos foram
aplicados com sucesso na determinacdo de LOS e CTO em amostras comerciais
de formulacdes farmacéuticas e fluidos biologicos sintéticos. Alem disso, também
foi avaliada e comprovada a estabilidade de resposta dos sensores desenvolvidos

pelos estudos de repetibilidade intra e inter-dias.

Os resultados apresentados neste trabalno mostraram a
potenciabilidade da aplicagdo do CB como agente modificador para a construcdo

de novas arquiteturas de sensores eletroquimicos.
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