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Lista de abreviaturas e simbolos

ACP Paracetamol ou acetaminofeno (do inglés, acetaminophen)

ATR Reflectancia total atenuada (do inglés, attenuated total reflectance)
CB Negro de fumo (do inglés, carbon black)

ChCl Cloreto de colina

CPE Elemento de fase constante (do inglés, constant phase element)
CTS Quitosana

CVv Voltametria ciclica (do inglés, cyclic voltammetry)

DES Solvente eutético profundo (do inglés, deep eutectic solvent)

DCF Diclofenaco

DPAdJASV Voltametria adsortiva de redissolu¢do anddica de pulso diferencial

(do inglés, diferencial pulse adsorptive anodic stripping voltammetry)

DPV Voltametria de pulso diferencial (do inglés, differential pulse

voltammetry)
ECH Epicloridrina (do inglés, epichlorhydrin)

EIS Espectroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés,

electrochemical impedance spectroscopy)

FTIR Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (do

inglés, Fourier-transform infrared spectroscopy)
GCE Eletrodo de carbono vitreo (do inglés, glassy carbon electrode)
HBA Aceptor de ligacdo de hidrogénio (do inglés, hydrogen bond aceptor)

HBD Doador de ligacdo de hidrogénio (do inglés, hydrogen bond donor)



vii
HDES Solvente eutético profundo hidrofobico (do inglés, Hydrophobic

deep eutectic solvent)

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High

Performance Liquid Chromatography)

IL Liquido i6nico (do inglés, ionic liquid)

LLE Extracédo liquido-liquido (do inglés, liquid-liquid extraction)
MEV Microscopia eletronica de varredura

OCP Potencial de circuito aberto (do inglés, open circuit potential)
PB Solucéo tampéo fosfato

RSD Desvio padréo relativo (do inglés, relative standard deviation)
RTIL Liquido idnico a temperatura ambiente (do inglés, room temperature
ionic liquid)

a, B Coeficiente de transferéncia de carga de reducéo e oxidacéo

D Coeficiente de difuséo

= Potencial padréo de reducédo formal

Ep Potencial de pico

Enc Potencial de pré-acumulacéo

o Corrente de pico

kO Constante heterogénea de transferéncia de elétrons

m Sensibilidade (coeficiente angular da curva analitica)

n Numero de elétrons

n Numero de repeticdes

Np Ndmero de protons



Resisténcia de transferéncia de carga
Resisténcia da solugéo

Tempo de pré-acumulacgéo
Velocidade de varredura de potencial
Elemento de Warburg

Parametro cinético da Equacéo de Nicholson

viii
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FIGURA 15 - Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solucéo de tampéo
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X1V
RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE ELETRODO MODIFICADO COM O SOLVENTE
EUTETICO PROFUNDO CLORETO DE COLINA/GLICEROL PARA A
DETERMINA(}AO SIMULTANEA DE PARACETAMOL E DICLOFENACO
— Neste trabalho de mestrado foi investigado o emprego de solventes eutéticos
profundos (DES) no desenvolvimento de sensores eletroquimicos. O DES foi
imobilizado na superficie de um eletrodo de carbono vitreo juntamente com
nanoparticulas de carbon black (CB) em filmes de quitosana (CTS) reticulada
com epicloridrina (ECH). No desenvolvimento do meétodo eletroanalitico para
determinacdo simultdnea de paracetamol (ACP) e diclofenaco (DCF) foram
otimizados a composicéo e concentracdo do DES no filme, pH da solugéo, tempo
e potencial de pré-concentracdo dos analitos e os pardmetros instrumentais da
técnica de voltametria adsortiva de redissolucdo anddica por pulso diferencial
(DPAdASV). Os DES utilizados neste trabalho foram caracterizados utilizando a
espectroscopia na regido do infravermelho e medidas de condutividade. O filme
modificado sobre o eletrodo de carbono vitreo (DES-CB-CTS:ECH/GCE) foi
caracterizado morfologicamente por microscopia eletrénica de varredura, sendo
observadas alteracdes morfolégicas em funcéo da incorporacéo do DES ao filme
de CB. A caracterizacdo eletroquimica se deu por espectroscopia de impedancia
eletroquimica afim de determinar parametros eletrénicos como capacitancia e
resisténcia de transferéncia de carga. Empregando-se voltametria ciclica foram
determinados o valor da constante heterogénea de transferéncia de elétrons (k°).
Usando-se o método DPAJASV, as curvas analiticas foram lineares nas faixas de
concentracdes de 5,0 x 107 a3,9x 10 °mol L parao ACPede5,0x107a 1,5
x 107° mol L™ para o DCF, com limites de deteccdo de 2,7 x 108 mol L™ e de
5,2 x 108 mol L™, respectivamente. O método proposto se mostrou preciso e
seletivo, observado a partir de estudos de repetibilidade e efeitos de possiveis
interferentes, aléem de estudos de adicdo e recuperacdo. A exatiddo do método

desenvolvido foi avaliada na determinacdo simultdnea de ACP e DCF em
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amostras farmacéuticas comerciais e fluidos bioldgicos (urina sintética e soro
bovino). Os resultados obtidos foram comparados com aqueles obtidos

empregando-se 0 metodo comparativo (HPLC/UV-Vis).

Palavras-chave: solventes eutéticos profundos; carbon black; sensores;

eletroanalitica.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A CHOLINE CHLORIDE/GLYCEROL DEEP
EUTECTIC SOLVENT MODIFIED ELECTRODE FOR THE
SIMULTANEOUS DETERMINATION OF ACETAMINOPHEN AND
DICLOFENAC - In this master’s dissertation has investigated the use of deep
eutectic solvents (DES) for the development of electrochemical sensors. DES was
immobilized on the surface of a glassy carbon electrode (GCE) within carbon
black (CB) nanoparticles in chitosan (CTS) films crosslinked with
epichlorohydrin (ECH). During the electroanalytical method development for the
simultaneous determination of acetaminophen (ACP) and diclofenac (DCF), the
experimental conditions were optimized, such as composition and concentration
of the DES within the modification, support electrolyte’s pH, time, and applied
potential for the analytes pre-concentration, and instrumental parameters for the
differential pulse adsorptive anodic stripping voltammetry technique
(DPAJASYV). The DES applied in this work were characterized by Fourier-
transform infrared spectroscopy and conductivity measurements. The proposed
modified electrode had its morphological structure characterized by scanning
electronic microscopy, which allowed to observe morphological changes after
incorporating DES into the CB film. The electrochemical characterization was
given by electrochemical impedance spectroscopy to calculate electronic
parameters, such as capacitance and charge transfer resistance, and by cyclic
voltammetry to calculate the heterogeneous electron transfer constant (k%. The
DPAdJASV method resulted in linear responses in the range from 5.0 x 107 to0 3.9
x 107° mol L™ for ACP and from 5.0 x 1077 to 1.5 x 10° mol L* for DCF, with
limits of detection of 2.7 x 10 mol L™t and 5.2 x 108 mol L™* for ACP and DCF,
respectively. The proposed method proved to be precise and selective, observed
from studies of repeatability and effect of possible interferents besides addition

and recovery studies. The accuracy of the proposed method was evaluated for the
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simultaneous determination of ACP e DCF in commercial pharmaceutical

samples and biological fluids (synthetic urine and bovine serum). The obtained
results were compared with those obtained by HPLC/UV-Vis.

Keywords: deep eutectic solvents; carbon black; sensors; electroanalysis.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

1.1 Liquidos idnicos

Liquido i6nico (IL, do inglés ionic liquid) é o termo utilizado para
definir um liquido composto inteiramente por ions (cations e anions). Usualmente
esses ions sdo provenientes de sais ou Oxidos fundidos, dessa forma os ILs

apresentam alto ponto de fuséo.

O primeiro IL com baixo ponto de fusédo foi sintetizado por Walden'
em 1914 e apresentava ponto fusdo igual a 12 °C. Outros IL também foram
sintetizados a partir do trabalho de Walden utilizando fons cloro aluminatos?. Foi
apenas no inicio da década de 1990 que o entendimento de que sais fundidos com
temperatura de fusdo abaixo de 100 °C permitiam aplicacdes unicas e, entdo, foi
atribuido o termo “Room Temperature lonic Liquids” (RTIL) a estes solventes
com baixo ponto de fusdo. Ou seja, liquidos i6nicos que se mantinham estaveis a
temperatura ambiente. Virtualmente, ndo ha um limite de combinacéo de sais que
podem apresentar baixo ponto de fuséo e, foi estimado que esse numero pode
ultrapassar a marca de 1 trilhdo®. Com o grande nimero de possibilidades de
combinacfes, é possivel a sintese de IL adequados para as mais diversas
aplicacdes como: sintese organica*®, quimica de materiais®’ e eletroquimica e

eletroanalitica® .

Diversas propriedades interessantes surgem a partir da sintese de IL,
sendo que essas propriedades podem ser previstas, a partir da selecdo adequada
dos precursores, para aplicacbes especificas. Entre as principais caracteristicas

fisico-quimicas podem-se destacar o baixo ponto de fusdo, densidade maior que



a da agua, alta condutividade i6nica, viscosidade moderada, solubilidade em
diversos solventes, afinidade com diferentes materiais e grande estabilidade
térmica e quimica. A estabilidade dos IL néo é afetada, na maioria das vezes, pela
faixa de temperatura, entretanto, esta é fortemente dependente da concentracao de

agua presente no meio.

As propriedades Unicas dos RTIL derivam da estrutura e das
interacOes entre os ions quando fundidos. RTIL sdo comumente sintetizados a
partir de céations organicos volumosos e assimétricos e anions organicos ou
inorganicos de pequeno volume. As principais interacdes entre esses ions, que
governam a sintese dos RTIL, sdo ligacGes de van der Waals, ligacGes de
hidrogénio e interacdes do tipo m—m, resumindo-se a intera¢Ges do tipo néo-
covalente. A natureza dessas interacdes tornam os ILs misciveis com substancias
polares, entretanto, simultaneamente, a presenca de uma cadeia carb6nica longa
substituida no cation também determina as solubilidades desses liquidos em

substancias com menor polaridade??.

Diversas estruturas de ILs tém sido reportadas. Na TABELA 1 séo
apresentados 0s principais cations e anions utilizados na sintese de ILs. Como
citado, diferentes cétions e anions podem ser combinados para formar um IL, e
ainda podem ser modificados covalentemente com grupos funcionais especificos.
A estrutura modular de um IL assegura que as suas propriedades fisicas e quimicas
possam ser facilmente adaptadas e controladas pela modificacdo das espécies
cationica e/ou anionica®®. Dentre as varias propriedades que podem ser alteradas,
inclui-se o préprio ponto de fusdo, viscosidade, densidade, solubilidade e
hidrofobicidade.



TABELA 1 — Cétions e anions mais comumente utilizados na sintese de IL
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Nos anos 1990, com a introducdo dos conceitos da Quimica Verde
por Anastas e Warner!*, houve um aumento do engajamento dos pesquisadores
para o desenvolvimento de liquidos ibnicos livres de metais. Até entdo acreditava-
se gue a baixa pressdo de vapor e alto ponto de ebuli¢cdo permitia caracteriza-los
como solventes verdes. Entretanto, estudos apontam alta toxicidade!®, devido aos
precursores mais comuns, e baixa biodegradabilidade, levando a comunidade
cientifica a questionar as propriedades verdes destes solventes®. Foi a busca
constante por alternativas sustentaveis, dos pontos de vista ambiental e financeiro,
para solventes tradicionais que impulsionou o desenvolvimento de uma nova

classe de liquidos idnicos, conhecidos como Solventes Eutéticos Profundos.

1.2 Solventes eutéticos profundos

Solventes eutéticos profundos (DES, do inglés deep eutectic
solvents) sdo considerados uma nova classe de IL que vem atraindo grande
atencdo nos ultimos anos por possuir propriedades fisicas e termodindmicas
favoraveis quando comparados aos ILs e outros solventes organicos tradicionais.
Comparando-se estes solventes ndo-aquosos com o0s liquidos i6nicos
convencionais, os DES sdo de baixo custo, possuem baixas volatilidade e

toxicidade, além de serem biodegradaveis!’8,

Os DES foram preparados pioneiramente, em 2001, por Abbott et
al.'® por meio de combinacdes entre diferentes sais de amoénio quaternario com
cloreto de zinco (ZnCl,). Entre essas duas espécies ocorre uma reacao acido-base,
sendo que o0 ZnCl,, atuando como &cido de Lewis, aceita um par de elétrons doado
pelo sal de amdnio quaternario, que atua como base de Lewis. Ao contrario dos
liquidos ibnicos preparados a partir de sais de aluminio, que ndo permanecem
liquidos as temperaturas menores do que 100 °C, os preparados a partir de sais de
zinco apresentam temperaturas de fusédo entre 25 — 45 °C. Esse comportamento
pode estar relacionado a deslocalizacdo de carga que ocorre nos complexos de

zinco, como descrito pelos autores. Neste trabalho também foi observado que ao



utilizar o cloreto de colina (ChCIl) em combinagdo com o ZnCl,, foram obtidas as

menores temperaturas de fusao para a mistura resultante.

Considerando as interacdes que definem um DES, estes podem ser

descritos pela formula geral:
Cat" X".zY

sendo Cat" qualquer cation de aménio, fosfénio ou sulfénico, e X~ um haleto
metalico. O complexo anidnico é formado por X~ e Y, que pode ser um &cido de
Lewis ou de Brgnsted. Os DES sdo geralmente classificados de acordo com a
natureza do agente complexante, sendo divididos em quatro classes'® (ver
TABELA 2).

TABELA 2 - Classificagdo dos solventes eutéticos profundos (DES)

Tipo Descricao Exemplo

Tipol Combinacédo sal metalico e sal organico  ZnCl, + ChCl

Combinacéo sal metélico hidratado e sal

Tipo 2 . CoCl,.6H,0 + ChCl
organico
Tipo3 Combinacdo HBD e sal organico Ureia + ChCl
MCly +

Tipo4 Combinagéo cloreto metalico e HBD o _
ureia/etilenoglicol

1.2.1 Principio de preparacao

De forma geral, os DES séo preparados a partir da combinacdo de
duas ou mais substéncias que possuem a habilidade de auto associarem entre si.
Tendo como exemplo o DES formado pela combinagdo entre ChCl e ureia, a
formacdo do DES ocorre devido as ligacdes de hidrogénio que séo estabelecidas

entre os componentes individuais da mistura?®:2L,

Existe, dessa forma, uma razdo molar especifica entre o0s

componentes HBA (do inglés, hydrogen bond aceptor) e HBD (do inglés,



hydrogen bond donor) em que a mistura resultante atinge a menor temperatura de
fusdo. Esse comportamento pode ser esquematizado pelo diagrama de fases
mostrado na FIGURA 1(a). O ponto E no gréafico representa o ponto eutético da
mistura ChCl e ureia. Neste ponto ocorre 0 aumento da estabilidade do sistema
devido as ligacdes de hidrogénio que foram estabelecidas permitindo que essa
mistura permaneca liquida a uma temperatura bem menor daquela dos seus
componentes individuais. A magnitude da diminuicdo do ponto de fusdo esta
relacionada diretamente ao grau de interagcdo entre os dois componentes que
formam o DES. Um esquema para elucidar a interacdo entre as espécies para a
formacdo do DES é apresentado na FIGURA 1(b).

()
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A
ureia
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5
I_‘
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FIGURA 1 - (a) Diagrama de fases para a mistura eutética de cloreto de colina e ureia (fora de
escala) e (b) Esquematizacdo das provaveis ligacbes de hidrogénio na mistura eutética entre

cloreto de colina e ureia.

O principio de preparacdo dos DES ¢ bastante simples, e concorda
com um dos principios da quimica verde por apresentar rendimento atémico igual
a 100 %. As misturas resultantes sdo de facil manuseio e ndo requerem purificacao
posterior??, Diversos procedimentos para a sintese dos DES sdo descritos na
literatura. De maneira geral, 0 método mais utilizado é também o mais simples,
consistindo no aquecimento e agitacdo dos precursores até a formacdo de uma
mistura liquida e homogénea. Este método pode variar e, depende dos pontos de
fusdo dos precursores individuais: 1) o componente de menor ponto de fuséo é
aquecido primeiro e, em seguida, o0 componente de maior ponto de fusdo €
adicionado para formar a mistura eutética; 2) quando ambos 0s componentes
apresentam pontos de fusdo altos, eles sdo misturados e aquecidos juntos,

resultando na formagdo de uma mistura liquida e homogénea.

E comumente reportada a pratica de secagem dos reagentes
precursores previamente ao preparo do DES?*2°, assim diminuindo a quantidade
de agua incorporada a mistura eutética. Aqui, assim como nos IL, a presenca de
agua pode afetar o comportamento dos DES. Abbott et al.?® descreveram um
procedimento para o preparo do DES, utilizando agitacdo e aquecimento, onde o
cloreto de colina foi recristalizado em etanol absoluto, filtrado e secado a vacuo
previamente ao seu uso. Os HBDs estudados neste trabalho também foram
previamente secos a vacuo. Os DES foram formados a partir da mistura e agitacéo,
a 100 °C, dos dois componentes, até a formacdo de uma mistura liquida,

homogénea e incolor.

Ainda de forma a minimizar a presenca de dgua na mistura final,
outras abordagens foram aplicadas no preparo dos DES. Foi reportado por

Guitiérrez et al.?” o preparo de misturas eutéticas pelo método de liofilizacdo. O



método consiste no preparo de solugdes aquosas individuais contendo 0s
precursores do DES, respeitando as devidas propor¢coes molares. A solucao
aquosa resultante foi congelada e subsequentemente liofilizada para a obtencéo
de um liquido viscoso e incolor. Esse método permite a incorporacéo de estruturas
nas misturas eutéticas, no seu estado puro?”?8, Brandon et al.?®, em 2015,
reportaram o uso de uma glove box, com atmosfera inerte utilizando argonio e
conteudo de oxigénio e agua menores que 1 ppm, para a sintese do DES utilizando
diferentes precursores. Neste preparo, foi utilizado o0 método de aquecimento (348

K) e agitacéo (33 rpm).

Apesar das infinidades de combinagdes possiveis para a formacéo
dos DES, o uso do ChCI, como HBA, ganhou grande destaque por sua abundancia

e baixo custo, e como HBDs, destacam-se o etilenoglicol, glicerol e ureia.

1.2.2 DES hidrofdbicos

O conceito de solventes eutéticos profundos hidrofébicos (HDES, do
inglés hydrophobic deep eutectic solvents) foi introduzido por van Osch e
coautores®®, em 2015, onde foram reportadas as combinagdes de diferentes sais
de amonio quaternario com o &cido decanoico (DecAc). Devido ao comprimento
das cadeias carbbnicas tanto do é&cido graxo quanto dos diferentes sais
quaternarios, foi possivel atribuir um carater hidrofébico as misturas eutéticas. O
mesmo principio de formacéo aplicado aos DES pode ser estendido aos HDES,
sendo também o método de agitacdo e aquecimento o mais empregado.
Diferentemente dos DES, os HDES exigem menor controle da umidade durante a
sintese ou armazenamento devido a natureza hidrofobica dos precursores. A
pratica de secagem dos reagentes previamente a sintese € comum também para 0s
HDES, em virtude da natureza higroscdpica da maioria dos sais de amonio?. A
depender da aplicacdo, pode-se ajustar a hidrofobicidade do HDES por meio da

selecé@o apropriada dos reagentes precursores.



Apesar de compartilharem muitas propriedades similares as dos
DES, os HDES sdo, em relacdo aos DES, de menor densidade e maior
viscosidade. Na TABELA 3 séo apresentados os pontos de fusdo, a densidade e
viscosidade de quatro HDES. Com destaque a viscosidade, ha indicios de que essa
propriedade da mistura eutética estd relacionada ao comprimento da cadeia
carbonica substituida no amonio quaternario e, também, que HDES contendo sais
de brometo possuem maior viscosidade quando comparado aos HDES a base de
sais de cloreto. Esse comportamento, também observado nos ILs, pode estar
relacionado a intensidade (forca) de interacdo entre o HBA, através do haleto

metalico, e o HBD.

TABELA 3 - Propriedades fisico-quimicas de alguns solventes eutéticos profundos
hidrofébicos (HDES)

Ponto de _ Viscosidade
HDES Densidade (g cm™)
fusdo (°C) (cP)
1:2 Naaas-Cl:DecAc -11,9 0,917 265,3
1:2 N7777-Cl:DecAc -16,6 0,891 172,9
1:2 Ngggs-Cl:DecAc 1,95 0,889 472,6
1:2 Ngggs-Br:DecAc 8,95 0,930 636,4

Naaas-Cl: cloreto de tetrabutilamodnio; N7777-Cl: cloreto de tetraheptilaménio; Nagsss-Cl — cloreto

de tetraoctilamonio; Ngsss-Br: brometo de tetraoctilamonio.

A principal aplicagdo dos HDES sdo em procedimentos de extragédo
liquido-liquido (LLE, do inglés liquid-liquid extraction)®. E de interesse da
comunidade cientifica o desenvolvimento de novos meios extratores que possam
substituir os tradicionais solventes organicos volateis, comumente utilizados para
este fim. Os HDES apresentam caracteristicas importantes que o0s tornam

potenciais candidatos em procedimentos de LLE sustentaveis como,
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imiscibilidade com a agua, baixa volatilidade e baixos ponto de fusdo e
congelamento®?, permitindo a sua aplicacdo em ampla faixa de temperatura. Os
HDES vem sendo explorados em procedimentos de extracdo para analitos
diversos, a saber: farmacos®®, pigmentos sintéticos34, 4cidos graxos volateis®=® e

metais3’38,

1.2.3 Aplicacdes dos DES em eletroquimica e eletroanalitica

Os DES compartilham muitas das principais e mais interessantes
caracteristicas dos tradicionais ILs, portanto, é natural que esta nova classe de
liquidos i6nicos seja um potencial candidato em aplicacdes na eletroquimica e
eletroanalitica. Devido a habilidade de dissolver 6xidos metalicos?®3°, os DES
vem ganhando espaco em pesquisas dedicadas a extracdo ou recuperacdo de
metais de interesse industrial. Alem disso, também permite a solubilizacdo de
outros sais metalicos para finalidades diversas, como sintese de nanoparticulas*,
fabricacdo de materiais de eletrodo (filmes metélicos e/ou ligas metalicas para

protecdo a corrosdo*'#? e aplicacdes em baterias*®).

A eletrossintese de polimeros condutores recebe especial atencéo. O
uso de meios organicos para a eletrossintese desses materiais ganhou destaque
pelas interessantes propriedades obtidas em termos de estabilidade, morfologia e
area superficial quando comparadas com as propriedades obtidas através da
sintese em meio aquoso convencional. Alguns exemplos recentes sdo polipirrol
em ChCl/etilenoglicol** e polianilina em mistura de 1:2 (mol/mol)
ChCl/propilenoglicol®. Os DES também séo objeto de estudo como uma escolha
ambientalmente correta para a sintese de polimeros molecularmente impressos
(MIP, do inglés: molecularly imprinted polymers) proporcionando aumento da

seletividade e sensibilidade as moléculas alvo*647.
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Outras aplicacdes dos DES em eletroanalitica também vem sendo
exploradas. Foi reportado por Yuntao Gao et al.*® o uso do DES a base de
ChCl/ureia na determinacdo de quercetina com a adi¢do de DES a uma solucgéo
tampédo fosfato (pH 7,6) utilizando um eletrodo de grafite modificado com
nanotubos de carbono como eletrodo de trabalho. Os autores otimizaram o volume
de DES adicionado a solucédo tampéo e, através de experimentos de impedancia
eletroquimica, concluiram que o DES reduziu a resisténcia de transferéncia de
carga. O mesmo grupo reportou a determinacéo de cadmio em DES de ChCl/ureia

nas mesma condicdes descritas anteriormente®.

O uso dos DES como eletrdlito suporte, sem a adicdo de agua ou
outra solucdo aquosa, também vem sendo explorado. Foram avaliadas as
propriedades eletroquimicas e de transporte, em DES 1:2 (mol/mol) ChCl/ureia,
do par redox Fe(1l)/Fe(ll1) utilizando um eletrodo de carbono vitreo (GCE, do
inglés glassy carbon electrode) empregando-se a técnica de voltametria ciclica™.
Foi observado que a reacdo apresentou um comportamento quasi-reversivel e o
coeficiente de transferéncia de carga foi calculado sendo igual a 0,44 e o
coeficiente de difusdo, em meio eutético, foi determinado sendo igual a 4,12 x
108 cm2 s71. Considerando que a viscosidade é um parametro importante para a
difusdo de espécies, a moderada viscosidade dos DES a 25°C, resulta em modesta
condutividade que pode comprometer os mecanismos de transferéncia eletronica.
Também foi explorado o comportamento do ferroceno em DES utilizando
ultramicroeletrodos e as técnicas de voltametria ciclica, cronoamperometria e
microscopia eletroquimica de varredura. Além disso, foi determinado o

coeficiente de difusdo para o ferroceno em DES, sendo igual a 2,7 x 108cm2 s
51

Até o momento os DES vinham sendo explorados em uma etapa para
a modificacdo de superficies eletrodicas, ndo desempenhando o papel de
modificador na constru¢cdo de sensores eletroquimicos. Nesse sentido,

recentemente foi reportado na literatura o uso dos DES como aglutinante em um
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eletrodo de pasta de carbono (CPE, do inglés carbon paste electrode). No trabalho
reportado por Cariati et al.®® foi explorado o uso de DES ChCl/Ureia como
aglutinante em CPE. Os autores realizaram a incorporacdo de solucdes aquosas
de sais de cloreto, que sdo totalmente solGveis e seus ions ndo sofrem hidrolise, a
matriz do eletrodo com dois objetivos principais: reduzir a viscosidade do
aglutinante e favorecer as interag6es de hidrogénio formada entre o cloreto e a
ureia que ocorrem durante a formacdo do DES. A solucédo de KCI 1,0 mol L™ foi
selecionada, levando a diminuicdo da resisténcia de transferéncia de carga e
reducédo da impedancia do elemento de Warburg, o que melhorou a transferéncia
de carga na superficie do eletrodo. Cabe aqui registrar que, como o KCI é solavel
em solugbes aquosas, as caracteristicas da pasta modificada podem sofrer

alteracdes durante o seu emprego.

Apesar das inUmeras aplicacBes possiveis e dos avangos até o
momento, ainda € evidente que a aplicacdo dos DES em eletroquimica e na

construcdo de sensores eletroquimicos permite maior exploracéo.

1.3 Materiais carbonaceos

1.3.1 Negro de fumo

O negro de fumo (CB, do inglés carbon black) é um material
composto por carbono, na forma de particulas coloidais, que sdo produzidas a
partir da combustio incompleta de hidrocarbonetos sobre condicdes controladas.
Duas formas essenciais de producéo sao responsaveis pelo abastecimento mundial
deste material®®®*. O processo conhecido como furnace black é o mais comum e
utiliza 6leos aromaticos de alta massa molar como matéria-prima®®, sendo este

método responsavel por mais de 90% da producdo mundial deste material.
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Dentre os materiais de carbono disponiveis, o0 CB esta entre 0s mais
utilizados. Tradicionalmente, o CB é aplicado como agente de reforco em pneus
mas, atualmente, € utilizado em diversas areas tecnoldgicas, incluindo seu uso em
tintas de impressora, reforcos para borracha, aditivo para materiais plasticos

condutores e como pigmento em tintas®.

Morfologicamente, o CB é um material amorfo e apresenta estrutura
quase grafitica na superficie, com didmetro medio de particula variando de 3,0 a
100 nm. Uma das caracteristicas das nanoparticulas de CB é a formacédo de
agregados de morfologia semiesférica, que por sua vez déo origem a aglomerados

de dimensdes superiores que podem chegar a 1000 pm®°4%¢ (ver FIGURA 2).

' - - Qe
Particula == C:‘"..‘g
imiri S
primaria S S 4 !!&.
3,0 a 100 nm Agregados
Aglomerados 30 a 1000 nm

100 a 1000 pum

FIGURA 2 — Representacdo esquematica das estruturas morfoldgicas do carbon black (CB).

A quimica analitica, com énfase na eletroandlise, busca pelo
desenvolvimento de métodos analiticos que oferecam vantagem tanto na
aquisicao de sinais, no preparo das amostras, além de custos competitivos. O CB
é um forte aliado por atender a essas necessidades. Primeiro, o baixo custo do
material (aproximadamente US$ 1.0/kg) o torna bastante atrativo. Segundo, o
conjunto de caracteristicas estruturais e elétricas/eletrénicas como elevada area
superficial, alta condutividade elétrica, atividade eletrocatalitica, ampla janela de
potencial e biocompatibilidade, associado a habilidade de formacéo de dispersdes

estaveis, torna o CB um interessante nanomaterial para o desenvolvimento de
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sensores e biossensores eletroquimicos®. Usualmente, o CB é empregado na
fabricacao de eletrodos modificados na forma de filmes deste nanomaterial, pasta

Ou compasitos.

1.4 Quitosana

A quitosana (CTS, do inglés chitosan) é um biopolimero obtido a
partir da reacdo de desacetilacdo da quitina, que por sua vez é extraida do
exoesqueleto de insetos e crustaceos a partir de processos de mineralizacdo e
desproteinizacdo®’°8. A estrutura quimica da quitosana baseia-se em unidades de
N-acetil-D-glucosamina unidas por ligagdes glicosidicas do tipo B (1—4). Na
FIGURA 3 (a — b) séo ilustradas as estruturas quimicas dos biopolimeros de
quitina e CTS.

OH OH OH
a
(a) o - o
o) o)
HO TH HO TH HO TH

COCH, COCH , COCH 5
(b) OH OH OH
O ® O
0 o)
HO NH, HO NH, HO NH,

FIGURA 3 — Estrutura quimica idealizada da (a) quitina e (b) quitosana.

Os filmes formados a partir de CTS apresentam propriedades

desejaveis como ndo-toxicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
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estabilidade quimica e resisténcia mecanica que tornam este material atrativo para

aplicacGes em pesquisas diversas e também em produtos comerciais®.

No contexto da quimica eletroanalitica, a quitosana é amplamente
aplicada na confeccdo de sensores eletroquimicos de pasta de carbono (CPE)
modificados com quitosana. A adsorcdo de cations metalicos como Pb?*®°, Cd2*¢!,
Hg?*%! e Cu?*%2 pela quitosana, permitiu a determinacéo destes analitos em niveis
de tracos. Essa adsorcdo ocorre através dos grupos funcionais presentes na
estrutura da quitosana, principalmente os grupos aminos®, com constantes de
formacdo dos complexos relativamente altas®®. Em outra abordagem, o uso da
CTS naelaboracéo de sensores eletroquimicos é realizada pela formacao de filmes
em decorréncia de sua capacidade de incorporar diferentes materiais com alta
aderéncia em superficies eletrodicas tradicionais, como no eletrodo de carbono
vitreo (GCE)®. Neste caso, a incorporacdo de algum agente modificador de
interesse, resulta em um eletrodo modificado com propriedades eletroquimicas
aprimoradas, como melhor taxa de transferéncia de elétrons e maior &rea

superficial®®©®,

No sentido de obter filmes homogéneos e com alta estabilidade
mecéanica e quimica, a CTS é imobilizada em superficies utilizando agentes de
reticulacdo (formam ligacdes cruzadas). O uso desses agentes de reticulacdo se
faz necessario uma vez que 50 % dos grupos aminos do polimero estdo protonados
em pH igual a 6,5, que aumenta com o aumento da acidez da solucéo, tornando o
polimero sollvel, diminuido desta maneira a estabilidade do filme. Assim, entre
0s agentes de reticulacdo mais utilizados tem-se o glutaraldeido, glioxal e
epicloridrina (ECH, do inglés epichlorohydrin). Estes reagentes se ligam aos
grupos —NH, (glutaraldeido ou glioxal) ou —OH (epicloridrina) da cadeia do

polimero de CTS formando uma rede polimérica estavel®’.
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1.5 Analitos estudados

1.5.1 Paracetamol e diclofenaco

O paracetamol ou acetoaminofeno (ACP, do inglés acetaminophen,
FIGURA 4 (a) é um farmaco com acdes analgésicas e antipiréticas amplamente
empregado no tratamento de febres, dores de cabeca e dores musculares, sendo
um dos medicamentos mais consumidos em todo o mundo®®. Apesar de ser muito

Cl

NH
(a) T( (b) NH
@)

Cl OH
HO
O

FIGURA 4 — Formula estrutural das moléculas de (a) paracetamol e (b) diclofenaco.
utilizado e considerado seguro em doses terapéuticas, 0 consumo exagerado deste

farmaco pode ocasionar sérios danos cronicos aos rins e ao figado®.

O diclofenaco (DCF, FIGURA 4 (b) é um farmaco da classe dos
anti-inflamatorios ndo-esteroides que possui acdo analgésica e anti-inflamatoria.
Apesar de ser um farmaco muito utilizado no tratamento de diversas condigcdes
incluindo distarbios osteomusculares e articulares, periarticulares e condicbes
dolorosas’™, o seu uso néo foi liberado pela FDA (do inglés Food and Drug
Administration) até 1988. Em dosagem terapéutica, o diclofenaco ndo oferece
riscos a saude. Entretanto, ndo é recomendada a administracdo deste farmaco em
pacientes com quadros de gastrite, crises asmaticas e rinite aguda. Efeitos mais

graves sdo observados quando o farmaco é administrado em dosagem excessiva
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ou por longos periodos de tempo, podendo ocasionar acidentes vasculares

cerebrais, insuficiéncia cardiaca e problemas hepaticos’ 2,

No contexto desde trabalho de mestrado, estes dois analitos foram
escolhidos como sondas eletroquimicas, uma vez que Seus comportamentos
eletroquimicos e mecanismos redox ja foram amplamente explorados em

literatura recente’3-76,
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CAPITULO 2

2. OBJETIVOS

O presente trabalho de mestrado teve como objetivo investigar o uso
de trés DES, a saber: ChCl/etilenoglicol, ChCl/glicerol e ChCl/ureia, como
modificadores em filmes de quitosana reticulada sobre a superficie do eletrodo de
carbono vitreo e sua aplicacdo eletroanalitica para determinacdo simultanea de

ACP e DCF em amostras farmacéuticas comerciais e fluidos bioldgicos.
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CAPITULO 3

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes quimicos usados neste trabalho foram de grau
analitico e foram empregados como recebidos. O p6 de CB tipo VULCAN®
VXC72R foi gentilmente cedido pela companhia Cabot Corporation. O padrao de
ACP, DCF, ChCl, biopolimero de quitosana (baixa massa molar (50 — 190 kD) e
grau de desacetilacdo ndo menor que 80 %), ECH e ureia foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Etilenoglicol e glicerol foram fornecidos pela Labsynth
(Diadema, S&@o Paulo). Para as analises de FTIR, brometo de potassio (KBr,
Ecibra — Santo Amaro, Sao Paulo) foi seco em estufa a 100 °C por 24h antes da

analise.

Todas as solugcbes aquosas foram preparadas com agua ultrapura
obtida em um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore® Direct-8, Bedford, MA)
com resistividade elétrica maior ou igual a 18,0 MQ cm. Uma solucgdo-estoque de
CTS 0,5 % (m/v) foi preparada em solucdo de acido acético 1,0 % (m/v) e a
solucdo-estoque de ECH 2,5 % (m/v) foi preparada em solucdo de NaOH 0,01
mol L. Ambas as solucdes foram estocadas em refrigerador. CTS foi empregada
como matriz polimérica e ECH como agente reticulante da CTS nas etapas de
modificacdo da superficie do GCE, descritas nas secGes subsequentes. As
solucOes-estoque de ACP e DCF na concentracdo de 1,0x 102 mol L eram

preparadas diariamente em agua ultrapura.

3.2 Instrumentacao
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Para 0s ensaios voltamétricos e experimentos de espectroscopia de
impedancia eletroquimica, uma celula eletroguimica de compartimento Unico
com trés eletrodos, a saber: de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L), placa de
platina como auxiliar e, como eletrodo de trabalho, GCE com ou sem modificacao
foram empregados. Nos estudos voltamétricos e impedimétricos foi utilizado um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT-204 (EcoChemie, Holanda)
equipado com mdédulo de impedancia FRA, controlado pelo software NOVA
2.1.2. Os espectros de impedancia eletroquimica foram analisados com o software
de simulacdo Zview-Impedance e, o circuito elétrico equivalente de Randles para
ajuste e determinacdo dos valores experimentais dos parametros elétricos. As
medidas de pH foram realizadas utilizando um pHmetro Orion Expandable lon
Analyzer (modelo EA-940, EUA), equipado com um eletrodo combinado de vidro
e de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

Para a caracterizacdo estrutural dos DES preparados neste trabalho
foi utilizada a espectroscopia na regido do infravermelho (400 — 4000 cm™?) sendo
aplicada a transformada de Fourier (FTIR, do inglés Fourier-transform infrared
spectroscopy). Foi utilizado um espectrofotbmetro modelo IRPrestige 21
(Shimadzu) e o software Shimadzu IR Resolution 1.60 com apodizacdo Happ-
Genzel, 32 varreduras e resolucéo de 4,0 cm™. Os precursores em estado sélido
foram analisados em placas de KBr; os precursores e 0s DES, em estado liquido,
foram analisados acoplando um acessério ATR (do inglés: Attenuate Total

Reflectance) ao espectrofotometro.

As medidas de condutividade dos DES foram obtidas empregando-

se um condutivimetro CA 150 (Marconi — Piracicaba, Sdo Paulo).

As analises morfolégicas dos filmes obtidos foram realizadas por
microscopia eletronica de varredura (SEM, do inglés Scanning Electron
Microscope) utilizando um microscopio eletrénico de varredura com emissao de
campo, MEV XL30 FEG.
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Como método comparativo, foi utilizada a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC, do inglés High-performance liquid chromatography),
modelo Shimadzu 20 A, acoplado com um detector SPD — 20A UV-Vis um auto-
amostrador SIL — 20A e coluna cromatografica 250 x4,6 mm Shim-Pack CLC-
ODS.

3.3 Preparo do solvente eutético profundo

Os procedimentos de preparacdo dos solventes eutéticos profundos
foram amplamente estudados de forma a entender o principio de preparacéo e as
condi¢cbes minimas necessarias, como a temperatura e razdo molar entre 0s
precursores, para garantir o sucesso da sintese. Na literatura sdo descritos
diferentes procedimentos de preparacédo, sendo os mais comuns realizados com
instrumentos e/ou vidrarias simples. Assim, a partir da anélise de diferentes
procedimentos optou-se por utilizar um agitador magnético com aguecimento e

um frasco de vidro fechado hermeticamente.

A temperatura da reacdo foi controlada utilizando o proprio sistema
de aguecimento do agitador magnético e um termdmetro. O componente de menor
temperatura de fuséo foi fundido ou, no caso do componente ja se apresentar no
estado liquido a temperatura ambiente, foi aquecido isoladamente. Apds a
completa fusdo, ou estabilizagcdo da temperatura, foi incorporado o componente
de maior temperatura de fusdo. As misturas do HBA e do HBD foram mantidas
sob agitacdo e aquecimento, em temperatura de 60 °C. A préatica de fundir o
componente de menor temperatura de fusdo primeiro evita a necessidade de
atingir altas temperaturas e, assim, diminuir o gasto energético durante a sintese
dos DES. Apos aproximadamente 1h de reacdo, o aquecimento foi cessado. Sob
agitacdo, permitiu-se que a mistura resfriasse naturalmente. Em seguida, 0s

solventes obtidos foram armazenados em dessecador, com peneiras moleculares
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com poros com 3A de didmetro, para a remocdo e/ou retirada da humidade dos
DES sintetizados.

Para os DES empregados neste trabalho, utilizou-se o ChCl como
HBA e, como HBD, foram empregados a ureia, o etilenoglicol e o glicerol. Na
TABELA 4 sdo apresentadas as temperaturas de fusdo para cada um dos

componentes aplicados neste trabalho.

TABELA 4 — Temperatura de fuséo (T«/°C) das substancias empregadas nas sinteses dos DES

Componente Precursor Tt (°C)
HBA ChCl 302°C
ureia 133°C
HBD
etilenoglicol —12,9°C
glicerol 18,8°C

Fonte: Sigma-Aldrich.

3.4 Preparo do sensor eletroquimico

O eletrodo base para a execucao deste trabalho foi um GCE com 3,0
mm de didmetro. Para a modificacdo do eletrodo, inicialmente a sua superficie foi
polida cuidadosamente com pasta de alumina (microparticulas com diametro de 1
um) em um pano de polimento umedecido com adgua. Em seguida, o eletrodo foi
tratado com alcool isopropilico e agua ultrapura com o auxilio de um banho

ultrassénico por 1 minuto cada.

A superficie do GCE foi modificada com uma dispersdo aquosa
contendo CB, DES e CTS reticulada. O procedimento para a modificacdo da

superficie do eletrodo esta esquematizado na FIGURA 5. Esta dispersdo foi
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preparada a partir da mistura de 1,0 mg de CB, DES (1,0, 3,0, 5,0, 10 ou 15 mg),
200 puL de CTS 1,0 % (m/v) em &cido acético 1,0 % (m/v), 100 uL de ECH 2,5 %
(m/v) em NaOH 0,01 mol L%, e o volume foi completado para 1000 uL utilizando
agua ultrapura. A mistura foi submetida a banho ultrassénico por 30 minutos para
a obtencdo de uma dispersdo homogénea. Por fim, 8 uL desta disperséo foram
gotejados sobre a superficie do GCE, e o solvente foi evaporado por
aproximadamente 12 horas (overnight) Os eletrodos modificados foram
nomeados como CB-CTS:ECH/GCE quando modificado apenas com CB e CTS
reticulada e, como DES-CB-CTS:ECH/GCE quando modificado também com

DES.
' %= CTS* == g DES#**

carbonblack
(1 mg)
Ultrassom f{cagem
30 min 8 uL overnight
| 3 | D E—— @

GCE DES-CB-CTS:ECH/GCE
*200pL CTS 0,5 % m/v em HAc 1,0 % m/v

*#%1.0,2,5,5.00r 10,0mg de DES
+IL,0 V,,= 1000 L

FIGURA 5 — Esquema de preparacdo do eletrodo modificado a base de DES, CB e CTS

reticulada com ECH. Vs, = volume suficiente para.

3.5 Preparo das amostras de formulagdes farmacéuticas

Quatro formulagbes farmacéuticas foram adquiridas em drogarias
locais (Sdo Carlos, SP), sendo as quatro compostas por ACP e DCF,
respectivamente 300 mg/comprimido e 50 mg/comprimido. Para preparar as

amostras foram utilizados dez comprimidos de cada uma das amostras, que foram
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pesados e, determinada a massa média de um comprimido. Em seguida, dez
comprimidos foram triturados utilizando-se um almofariz e pistilo. A massa
equivalente a um comprimido foi pesada e transferida para um béquer e dissolvida
em 10 mL de NaOH 0,1 mol L™ e levado ao ultrassom por 30 minutos para total
solubilizacdo dos analitos de interesse. A solucdo resultante foi filtrada em papel
qualitativo, com gramatura de 80 g cm=3, de forma a separar os componentes
insoltveis da formulacdo. Uma aliquota de 1,0 mL da solucdo resultante foi
diluida em baldo volumétrico de 25,0 mL utilizando PB 0,2 mol L™ (pH 7,0),
obtendo-se as respectivas solugOes estoque para cada amostra. Em seguida, a
amostra foi analisada empregando-se o método voltamétrico proposto e o eletrodo

DES-CB-CTS:ECH/GCE e, também, o0 método comparativo cromatografico.

3.6 Preparo das amostras de fluidos bioldgicos

A urina sintética foi preparada a partir de procedimento descrito na
literatura’” e descrito brevemente a seguir. Em um bal&o volumétrico de 250 mL
foram dissolvidos 0,73 g de NaCl, 0,40 g de KClI, 0,275 g de CaCl,.2H,0, 0,562
g de Na,SO,, 0,35 g de KH,PQOy,, 0,25 g de NH,Cl e 6,25 g de ureia utilizando
agua ultrapura. Soro bovino foi adquirido da Sigma-Aldrich (MO, USA), de
forma a simular a composi¢éo do soro humano. Em seguida, as amostras foram
fortificadas em dois niveis de concentracdes conhecidas de ACP e DCF e
analisadas diretamente empregando-se 0 metodo voltamétrico proposto e um
eletrodo de DES-CB-CTS:ECH/GCE, e pelo método comparativo

cromatografico.

3.7 Método analitico
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No desenvolvimento do método para determinacdo voltamétrica
simultanea de ACP e DCF foram seguidas diferentes etapas de otimizacgéo,
incluindo o tipo e a concentracdo de DES utilizada na modificacéo dos eletrodos,
a concentracéo hidrogenidnica do eletrolito suporte e 0s parametros experimentais

da técnica de DPV, como descritas a seguir.

Inicialmente, avaliou-se o efeito da composicéo e da concentracdo do

DES no filme de quitosana sobre as respostas eletroquimicas para os dois analitos.

Empregando-se a técnica DPV, foi estudado o efeito da concentragéo
hidrogenidnica do eletrolito suporte sobre a resposta analitica. Em seguida,
avaliou-se possiveis efeitos da pré-concentracdo de cada um dos analitos no filme
do eletrodo. Os parametros experimentais (step, a amplitude e o tempo de
modulacdo) da técnica de DPV foram entdo estudados e otimizados. Empregando-
se as melhores condic¢des experimentais selecionadas foram construidas as curvas
analiticas para ACP e DCF. As curvas analiticas foram obtidas em duas
condic¢Oes, a saber: (a) mantendo a concentragdo de um dos analitos constante e
variando a concentracdo do outro e, (b) variando a concentracdo dos dois analitos

simultaneamente.

O desempenho analitico deste método foi entdo avaliado por meio
dos pardmetros obtidos a partir das equacdes lineares, sendo a faixa linear de
resposta, o limite de deteccdo e a sensibilidade. Ademais, foram avaliadas a
repetibilidade inter-dias (n = 5) e intra-dia (n = 10), e o efeito de possiveis

interferentes.

Em seguida o método proposto foi aplicado para a determinacdo
voltamétrica simultanea de ACP e DCF em amostras farmacéuticas comerciais e
em amostras de fluidos bioldgicos (urina sintética e soro bovino). Por fim, foi
aplicado um método adaptado’ de HPLC/UV-Vis, sendo as condi¢cdes do método
para a determinacdo de ACP (fase movel: 60:40 (v/v) acetonitrila:acido acético

0,5 %; vazéo de 0,8 mL mint; volume de injecéo de 20 uL, comprimento de onda
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de 275 nm). Para o DCF, a fase mdvel: 20:70 (v/v) acetonitrila:acetato de aménio
20 mmol L™, vazéo de 0,8 mL min™?, volume de injecéo de 20 uL e comprimento

de onda de 247 nm foram empregados.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo dos DES

A caracterizacdo estrutural dos DES utilizados neste trabalho foi
realizada com o uso da espectroscopia na regido do infravermelho aplicando a
transformada de Fourier (FTIR). De forma a identificar as alteraces espectrais e
estruturais devido as ligacGes de hidrogénio formadas durante a sintese dos DES,

analisou-se os precursores individualmente e os DES produzidos a partir destes.

O espectro vibracional de absorcao no infravermelho para o glicerol
apresenta uma banda larga e forte em 3292 cm™ caracteristica do grupamento —
OH de alcoois, que estdo associados através de interacfes intermoleculares. As
bandas em 2931 e 2877 cm™! foram atribuidas ao estiramento C—H de carbonos
alifaticos primario e secundario, respectivamente. A banda em 1420 cm™
representa a deformacédo angular dos grupos —CH,. As absor¢des em 1109 cm ™t e
1031 cm?! foram atribuidas, respectivamente, aos modos de estiramento C—O de
alcoois secundarios e primarios’. O etilenoglicol apresentou espectro vibracional
semelhante ao glicerol, com uma banda larga e forte em 3292 cm™ referente ao
grupamento —OH associados através de interacdes intermoleculares. As bandas
em 2935 e 2873 cm ! sdo associadas aos modos de estiramento da ligacio C—H
de carbonos alifaticos. A deformacdo axial das ligacdes C—O foram atribuidas as

bandas de absor¢do em 1082 e 1031 cm™,

O espectro vibracional para o ChCI apresentou perfil caracteristico
de sais de amonio quaternario, com auséncia de interagdes N—H, e banda larga e

intensa na regido de 3500 cm™? referente ao grupo O—H da colina. Na regido do
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espectro entre 1480 — 1090 cm™ é possivel identificar as bandas caracteristicas
do estiramento C—N ¢, também, na mesma regido, mas de menor intensidade,
observa-se a banda de absorcédo em 1136 cm™ referente ao estiramento da ligacéo
C-0%,

A ureia também apresentou espectro vibracional caracteristico de
amidas primarias. Na regido de 3450 — 3340 cm™ observa-se banda intensa
referente aos grupos —NH; deste composto; em 790 cm™ também é observada
banda de absor¢ao referente ao estiramento da ligagdo N—H. A banda referente a
carbonila surge, na forma de dupleto, em torno de 1680 — 1620 cm™ 8L,
Finalmente, em 1460 cm™ ocorre a banda de absorcdo referente ao modo

vibracional das ligacoes C—N.

A identificacdo das interacOes de hidrogénio responsaveis pela
formacéo e estabilidade dos DES foi realizada por comparacao entre as bandas de
absorcdo discutidas anteriormente e o espectro vibracional obtido para os DES
utilizados neste trabalho. Nos trés DES estudados, observou-se diferengas entre
0s espectros na regido de 400 — 1305 cm™, regido do espectro conhecida como
fingerprinter, indicando que as interacdes de hidrogénio ocorreram
principalmente nesta regido. Os espectros obtidos tanto para os precursores como
para os DES sdo apresentados no APENDICE Al.1.

Neste apéndice estdo organizados o0s espectros vibracionais obtidos
para 0 DES ChCl:glicerol na razdo molar de 1:2. Ocorreu um ligeiro aumento de
intensidade e largura da banda caracteristica do grupo —OH podendo ser atribuida
as interacfes de hidrogénio formadas®. O modo vibracional referente ao
estiramento angular do grupo —CH, deslocou +57 cm™, sendo identificado no
espectro do DES em 1477 cm™; indicando que este grupo esta envolvido em
interacOes de hidrogénio. Foi observada reducéo de intensidade na bandaem 1109
cm?, referente a ligagdo C—O, devido as interacdes de hidrogénio formadas,

causando um deslocamento da densidade de carga sobre o atomo de oxigénio,



29

alterando o ambiente da ligacdo. Nesta regido supramencionada, na faixa de
nimero de onda entre 1460 — 1020 cm™, sdo observados estiramentos referentes
as ligacdes C — O — C e C — O —H®. Como esperado, o espectro vibracional do
DES 1:2 ChCl:etilenoglicol é semelhante ao do DES 1:2 ChCl:glicerol uma vez
que a diferenca entre o glicerol e o etilenoglicol € a presenca de um grupo —OH a
mais neste ultimo composto. A comparagdo entre 0s espectros vibracionais dos
precursores (ChClI e etilenoglicol) e do DES preparado na razdo molar 1:2
ChCl:etilenoglicol é apresentada no APENDICE A1.2.

Os espectros vibracionais referentes aos precursores (ChCl e ureia) e
0 DES produzido na razdo molar 1:2 ChCl:ureia sdo apresentados no APENDICE
Al1.3. Assim como observado para os outros DES estudados neste trabalho, o
espectro vibracional do DES produzido a partir de ChCl e ureia também
apresentou alteracfes na regido de fingerprinter, além do deslocamento para
menores ndmeros de ondas de outras bandas caracteristicas. Na regido do
espectro, em torno de 3300 cm™, ocorreu um overlap das banda de -OH e —NH,
com aumento da intensidade e deslocamento do nimero de onda®’, uma vez que
estes grupos estdo envolvidos em interacdes de hidrogénio. Como discutido
anteriormente, o envolvimento de um grupo em interacdes de hidrogénio leva ao
deslocamento da densidade eletrdnica e, assim, mudancas no ambiente quimico
das ligacdes quimicas. Como nos outros DES apresentados anteriormente, neste
caso surgiu uma banda de pequena intensidade em 3030 cm™ referente ao
estiramento da ligagdo N—H. Também foi observado o deslocamento para
menores numeros de onda das bandas referentes a carbonila e a ligagdo C—N. Na
regido de fingerprinter do espectro, € interessante destacar o deslocamento da
banda referente ao estiramento N—H, em 785 cm™?, indicando a participagéo

destes grupos em interacdes de hidrogénio.

Continuando os estudos de caracterizacdo dos DES apresentados
neste trabalho, medidas de condutividade foram realizadas em triplicata para cada

DES preparado. A condutividade do solvente que sera incorporado & modificacdo
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proposta pode afetar positivamente ou negativamente o desempenho do sensor
eletroquimico por favorecer ou ndo a transferéncia de carga na superficie
eletrodica. Os resultados das medidas de condutividade realizadas sao
apresentados na TABELA 5. Os valores determinados de condutividade estdo em
acordo com outros reportados na literatura, para os DES a base de glicerol e
etileno glicol®*®, Para o DES a base de ureia, o valor determinado foi
consideravelmente maior do que aqueles reportados. Para este DES
especificamente, tanto o HBA quanto o HBD sédo altamente higroscopicos e,
mesmo com 0 armazenamento em dissecador e 0 uso de peneiras moleculares,
pode ocorrer maior incorporagdo de agua neste sistema em relagdo aos outros. A
presenca de maior quantidade de 4gua no solvente eutético leva a diminuicdo da
viscosidade, mesmo em temperatura ambiente, podendo afetar as medidas de

condutividade.

No estudo do efeito da composicéo do DES utilizado na modificacéo
do eletrodo (secéo 4.6) é possivel observar o efeito da condutividade do solvente

eutético no sinal analitico.

TABELA 5 — Valores de condutividade determinados para os DES produzidos

DES Condutividade elétrica®® (mS cm™)
1:2 (mol/mol) ChCl:ureia (2,3£0,1)
1:2 (mol/mol) ChCl:etilenoglicol (2,9+0,3)
1:2 (mol/mol) ChCl:glicerol (11,4 +0,9)

an = 3 P Medidas realizadas a 25°C,

4.2 Caracterizacdo morfoldgica

Neste trabalho de mestrado foi proposta a preparacdo de um GCE
modificado com DES e nanoparticulas de CB imobilizados utilizando CTS

reticulada com ECH. O CB foi o0 nanomaterial selecionado por apresentar diversas
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vantagens analiticas e eletroquimicas, como aumento do sinal analitico, melhores
sensibilidade e seletividade e, atividade catalitica. A escolha de utilizar os DES
como parte da modificacdo proposta se deu pelo potencial destes novos liquidos
ibnicos em diferentes aplicacGes analiticas, eletroquimicas e eletroanaliticas,
como vem sendo reportado na literatura. Ademais, sdo materiais de baixo custo,
de facil preparacdo e armazenamento. Para garantir a aderéncia do filme na
superficie do eletrodo, utilizou-se o polimero de CTS reticulada com ECH. ACTS
forma filmes aderentes e homogéneos na superficie do GCE, assegurando a

imobilizacéo dos materiais (DES e CB).

Os filmes preparados para a realizacdo das analises morfoldgicas
seguiram o procedimento experimental descrito na FIGURA 5. Na FIGURA 6
(a — f) s@o mostradas as micrografias obtidas para CB (suspenso em agua) e CB-
DES sobre a superficie de uma placa de silicio, que foi previamente limpa com
isopropanol. Desta maneira, foi possivel observar alteragcdes nas caracteristicas
morfoldgicas das nanoparticulas de CB antes e depois da incorporacao dos outros
agentes modificadores. Nesta etapa, foi empregado o DES 1:2 ChCl/glicerol em

concentragdo de 5 mg mL ™,

Na FIGURA 6 (a — c¢) sdo apresentadas as imagens de MEV de CB
depositado na superficie de uma placa de silicio. Pode ser observado que o CB é
um material formado por nanoparticulas de geometria esférica (ou semiesférica),
gue formam aglomerados de maior tamanho. Com a incorporacdo do DES, é
possivel observar, a partir da FIGURA 6 (d — f), a ocorréncia de recobrimento
das particulas de CB pelo DES, aumentando significativamente o tamanho dos

aglomerados.
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FIGURA 6 — Imagens de MEV obtidas para (a — c) CB e (d — f) CB-DES. DES 1:2

ChCl/glicerol (5 mg mL™).

4.3 Caracterizacdo eletroquimica

Seguindo os estudos de caracterizacdo do eletrodo de filme

modificado com DES, investigou-se o comportamento eletroquimico dos

eletrodos modificados com o par redox Fe(CN)g . Assim, experimentos de
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espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS, do inglés eletrochemical
impedance spectroscopy) foram realizados em solugcdo KCI 0,1 mol L™ contendo
5,0 x 1072 mol L™ do par redox (1:1 mol/mol), sendo as medidas feitas em
potencial de circuito aberto (OCP, do inglés open circuit potential). Para a
caracterizacdo eletroquimica foi verificada a contribuicdo de cada agente
modificador. A superficie do GCE foi modificada inicialmente apenas com CB
em quitosana (CB-CTS:ECH/GCE) e depois modificada com DES (1:2 mol/mol
ChCl/glicerol) e CB (DES-CB-CTS:ECH/GCE). Na FIGURA 7 sdo apresentados
os diagramas de Nyquist obtidos para os eletrodos de GCE sem modificacdo, CB-
CTS:ECH/GCE e DES-CB-CTS:ECH/GCE. Os espectros de EIS foram obtidos
na faixa de frequéncia de 0,1 — 100 kHz. Nos diagramas de Nyquist, a impedancia
registrada em altas frequéncias corresponde aos processos de transferéncia de
carga na interface eletrodo/solucéo e, a impedancia registrada na regido de baixa

frequéncia, esta relacionada aos processos de difuséo.

2,5
—-— GCE
1 ® —e— CB-CTS:ECH/GCE
2,044 —A— DES-CB-CTS:ECH/GCE
IR
5
1,5- 0
C} 85 9 95 100 105 0,1 Hz
RV ] -Z2'1Q
—~ 1,01
N .
0,51
0,0- , ,

00 05 10 15 20 25
7" 1 KQ

FIGURA 7 — Diagramas de Nyquist obtidos para (m) GCE, () CB-CTS:ECH/GCE e (A) DES-
CB-CTS:ECH/GCE. Inserido: ampliacdo dos diagramas de Nyquist. DES 1:2 ChCl/glicerol (5
mg mL™).
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FIGURA 8 — Circuito equivalente de Randles (Rs = resisténcia da solu¢do; CPE = elemento de

fase constante; R¢t = resisténcia de transferéncia de carga; Ws = elemento de Warburg.

Para a avaliagdo quantitativa dos resultados obtidos nestes
experimentos, os espectros de impedancia foram ajustados ao circuito equivalente
de Randles (FIGURA 8), constituido de uma resisténcia (atribuida a resisténcia
da solucéo do eletrolito suporte, Rs) em série com uma combinacdo em paralelo
de um elemento de fase constante (CPE, do inglés constant phase element),
representando a formacéo da dupla camada elétrica como um capacitor ndo-ideal,
e uma segunda resisténcia (atribuida a resisténcia de transferéncia de carga, R)

em série com um elemento de Warburg (referente a difusdo das espécies, W;).

Na TABELA 6 sdo mostrados os parametros ajustados para 0S
resultados experimentais utilizando os elementos do circuito de Randles. Para as
medidas de impedéancia eletroquimica, foi determinado o potencial de circuito
aberto. OCP ¢ a diferenca de potencial entre dois terminais elétricos quando nao
h& nenhuma corrente externa fluindo entre eles. O sistema NOVA 2.1.2 determina
0 OCP em um intervalo maximo de 120 s de imersdo do eletrodo em solucéo, de
forma a garantir condi¢Oes estacionarias. Assim, na TABELA 6, ¢ também

indicado qual foi o potencial de circuito aberto determinado em cada caso.

Dos resultados apresentados na TABELA 6 observa-se que houve
variacdo significativa na resisténcia da solucdo. No grafico de Nyquist, R refere-
se ao ponto inicial do grafico. Esse parametro pode ter sofrido variacdo devido a
dois fatores: primeiro, a composicdo do filme na modificacdo do eletrodo;

segundo, a queda 6hmica uma vez que a distancia relativa entre os eletrodos de
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trabalho e de referéncia ndo é controlada com precisdo®. Os valores de
capacitancia, determinados a partir do CPE, aumentaram quando comparados aos
valores do GCE sem modificacao e dos eletrodos CB-CTS:ECH/GCE e DES-CB-
CTS:ECH/GCE, o que pode estar relacionado com o aumento da rugosidade da
superficie eletrodica®” e reflete inversamente no valor da Ry que diminuiu em
relacdo ao GCE sem modificacdo. A diminuicdo da resisténcia de transferéncia de
carga na superficie do eletrodo indica que o processo eletroquimico ocorreu com
mais facilidade e maior rapidez. Com a modificagdo do GCE com CB (CB-
CTS:ECH/GCE) ocorreu diminuicdo da R, da ordem de 490 vezes e, com a
posterior incorporacdo do DES no filme do eletrodo, a R atingiu valor proximo
a 3,5 Q. Em seguida, a area eletroativa dos eletrodos modificados foi determinada

a partir de experimentos por voltametria ciclica.

TABELA 6 — Parametros ajustados a partir do circuito equivalente de Randles

Eletrodo Rs () C (pFs*?) a Ru(Q) OCP (mV)
GCE 63,85 0,783 0,91 2835 20,01
CB-CTS:ECH/GCE 91,49 69,46 0,70 5,786 15,95
DES-CB-

84,82 61,90 0,76 3,435 15,28
CTS:ECH/GCE

Rs = resisténcia da solucéo; C = capacitancia; Rt = resisténcia de transferéncia de carga; OCP

= potencial de circuito aberto.

4.4 Determinacdo da area eletroativa do eletrodo

Prosseguindo com a caracterizacdo eletroguimica dos eletrodos,
foram realizados experimentos aplicando-se a técnica de voltametria ciclica
variando-se a velocidade de varredura do potencial objetivando-se calcular a area

eletroativa dos eletrodos em estudo, a saber. GCE sem modificacdes, CB-
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CTS:ECH/GCE e DES-CB-CTS:ECH/GCE. Nesta etapa empregou-se o0 DES 1:2
ChCl/glicerol, 5 mg mL™.

Os voltamogramas ciclicos foram registrados na faixa de potencial
de 10 — 100 mV s em solucédo de KCI 0,1 mol L™ contendo o par redox
Fe(CN)s ¥ na concentragdo de 1,0 x 102 mol L™ (1:1 mol/mol) empregando-se
0s eletrodos de GCE sem modificagdo, CB-CTS:ECH/GCE e DES-CB-
CTS:ECH/GCE, respectivamente. Os voltamogramas obtidos nas condicdes
descritas séo apresentados na FIGURA 9 (a—¢). Como pode ser observado nestas
figuras, hd um aumento das correntes de pico anodica e catédica com o aumento
da velocidade de varredura de potencial para os trés eletrodos. Na FIGURA 9 (d)
sdo apresentadas as correntes de picos em funcdo da raiz quadrada da velocidade
da varredura de potencial. A dependéncia linear de I, vs. v!/2, como previsto pela
equacio de Randles-Sevcik (EQUACAO 1), indica que o transporte de massa da

espécie eletroativa é difusional.

lp, = + (2,69 x 10°%) n¥2ADY2Cy*?2 EQUACAO 1

sendo I, a corrente de pico anddica ou catodica, n nimero de elétrons envolvidos
no processo redox, A area eletroativa do eletrodo em cm?, D coeficiente de difusdo
emcm?s !, C concentragdo da espécie eletroativa em mol cm™ e v2 raiz quadrada

da velocidade de varredura do potencial em V s,

Considerando-se D# =76 x10%cm?s?, n=1eC=1,0 x 10 ® mol cm™3,
os valores da area eletroativa foram calculados como sendo iguais a 0,075, 0,175
e 0,181 cm? para GCE, CB-CTS:ECH/GCE e DES-CB-CTS:ECG/GCE,
respectivamente. Os valores obtidos de area eletroativa para cada eletrodo
avaliado estdo organizados na TABELA 7. A area eletroativa do eletrodo CB-
CTS:ECH/GCE foi 2,4 vezes maior que aquela obtida para o GCE, sendo que a
posterior modificacdo do eletrodo com o DES (DES-CB-CTS:ECH/GCE)
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proporcionou um aumento de 2,5 em relacdo ao GCE e de 1,1 vez maior que a
area obtida empregando-se o eletrodo CB-CTS:ECH/GCE. Como pode ser
observado, a incorporacdo do DES no filme do eletrodo ndo proporcionou
aumento consideravel de area. No entanto, como sera discutido, a incorporagéo
do DES ao filme do eletrodo exerce funcdo de relevancia na pré-concentracéo de

cada um dos analitos (ver secéo 4.9).

TABELA 7 —Areas eletroativas, em cm? determinadas para os eletrodos GCE, CB-
CTS:ECH/GCE e DES-CB-CTS:ECH/GCE

Eletrodo Area eletroativa (cm?)
GCE 0,072
CB-CTS:ECH/GCE 0,175

DES-CB-CTS:ECH/GCE 0,181
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FIGURA 9 — Voltamogramas ciclicos obtidos empregando os eletrodos a) GCE, b) CB-
CTS:ECH/GCE e ¢) DES-CB-CTS:ECH/GCE. Eletrolito suporte: KCI 0,1 mol L. [Fe(CN) ]
=1,0 x 10 mol L. v: 10 — 100 mV s*. d) Relagdes lineares de I, vs. (v*'2) para os eletrodos
(8) GCE, (m) CB-CTS:ECH/GCE ¢ (A ) DES-CB-CTS:ECH/GCE. DES 1:2 ChCl/glicerol (5 mg

mL L.

4.5 Determinacéo da constante heterogénea de transferéncia de
elétrons (k°)

Na investigacdo do efeito da incorporagdo do DES ao filme de CB
em CTS reticulado foi entdo empregado os analitos ACP e DCF. O principal
pardmetro a ser considerado € a constante heterogénea de transferéncia de elétrons
k%), sendo a mesma determinada para cada um dos analitos, empregando-se 0s
eletrodos de carbono vitreo (GCE), CB-CTS:ECH/GCE e DES-CB-

CTS:ECH/GCE e, 0 modelo cinético mais adequado considerando o processo de



39

oxidacdo de cada analito nestes estudos (reversivel ou irreversivel), que foi

constatado experimentalmente.

A técnica de voltametria ciclica foi utilizada nesta etapa, aplicando-
se uma ampla faixa de velocidades de varredura do potencial mais adequado nos
processos de transferéncia de elétrons dos analitos selecionados. Todos 0s
experimentos de voltametria ciclica foram conduzidos em solucdo tampéo fosfato
(PB) 0,2 mol L (pH 7,0) como eletrélito suporte. Os eletrodos foram
modificados com o DES 1:2 ChCl/glicerol (5 mg mL™).

Para o ACP, os voltamogramas ciclicos foram registrados em solucao
de PB 0,2 mol L™* (pH 7,0) contendo o ACP na concentragdo de 5,0 x 10~* mol
L. A velocidade de varredura de potencial foi na faixa de 10 — 100 mV s*. Os
voltamogramas obtidos nas condi¢bGes descritas para os eletrodos GCE, CB-
CTS:ECH/GCE e DES-CB-CTS:ECH/GCE sao apresentados na FIGURA 10 (a
—¢). A molécula de ACP apresentou um processo redox classificado como quasi-
reversivel e, assim, o modelo cinético tedrico que melhor se aproxima para o
célculo de k° é método proposto por Nicholson®®. Neste método k° é obtido
empregando-se a EQUACAO 2.

Y=Kk[nDnF/(RT)] /2 v1/? EQUAGCAO 2

sendo y um pardmetro cinético e¢ os demais termos ja foram definidos
anteriormente. Os valores de y encontram-Se tabelados para valores de AE, a
298,15 K para processos de eletrodo envolvendo um elétron®® ou aplicando-se
diretamente as EQUACOES 3 e 4, propostas por Lavagnini et. al.®® que
relacionam y e o valor de AE, para cada velocidade de varredura do potencial
aplicado. Na EQUACAO 4, foi atribuido o valor de 0,5 para o coeficiente de

transferéncia de carga (5), sendo os demais termos definidos anteriormente.



40

_ (-0,6288+0,0021n4E,)
~ (1-0,017n4E))

EQUACAO 3

Y=2,18[B / m]*/? exp[(B? F)/RT) ndE,] EQUACAO 4

O uso destas equagdes depende do valor de AE, determinado em cada
velocidade de varredura do potencial. A EQUACAO 3 é aplicada para valores de
n x AE, < 200 mV, e a EQUACAO 4 quando o produto n x AE, > 200 mV. Dessa
forma, cada equacéo foi aplicada para o calculo de y em funcdo dos valores do
produto n x AE,. Para a determinagdo do valor de k° é necessario construir o
grafico de y em fungdo de 10,37 v 2, sendo 10,37 equivalente ao termo
[rDnF /(RT)]~? da EQUACAO 2, considerando D° = 3,8 x 10° cm? s, A
partir da relagdo linear entre y e 10,37 v o valor de k° é determinado
diretamente pelo valor do coeficiente angular. Aplicando-se 0 método matematico
supramencionado, os valores de k° obtidos foram de 1,51 x 103cm s, 2,06 x
103 cm ste 4,49 x 102 cm s, para os eletrodos de carbono vitreo, CB-
CTS:ECH/GCE e DES-CB-CTS:ECH/GCE, respectivamente (ver TABELA 8).
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FIGURA 10 — Voltamogramas ciclicos obtidos para (a) GCE, (b) CB-CTS:ECH/GCE e (c)
DES-CB-CTS:ECH/GCE em PB 0,2 mol L™ (pH 7,0) e [ACP] =5,0 x 10 * mol L. Parametros:
v: 10 — 100 mV s, Inserido: curvas log I, vs. log v correspondentes. DES 1:2 ChCl/glicerol (5
mg mL ™).

Os mesmos experimentos de voltametria ciclica em diferentes
velocidades de varredura de potencial foram conduzidos utilizando-se o DCF
como sonda eletroquimica. Os voltamogramas obtidos nesta etapa para 0s
eletrodos GCE, CB-CTS:ECH/GCE e DES-CB-CTS:ECH/GCE sao apresentados
na FIGURA 11 (a - c). Como a molécula de DCF apresentou um processo redox
irreversivel, empregou-se o método proposto por Nicholson e Shain®2. De acordo
com este meétodo, existe uma relacdo logaritmica neperiana entre a corrente de
pico com a diferenca entre o potencial de pico (E,) e o potencial padréo formal

(E”) para processos irreversiveis controlados por difusdo, EQUACAO 5:
Inl,=1n(0,227nFACK?) +( )(E E?) EQUACAO 5

sendo C a concentracdo da espécie eletroativa ([DCF] = 5,0 x 107" mol cm™), e 0
coeficiente de transferéncia de carga, ao qual foi atribuido o valor de 0,5, e 0s
outros termos ja foram introduzidos anteriormente. Empregando-se a
EQUACAO 5, k° pode ser determinado a partir do coeficiente linear do gréfico
de In 1, vs. (E, — E”). O valor de E’ foi determinado a cada corrente calculada
como sendo | = 0,82 I, para as diferentes velocidades de varredura de potencial,
considerando os trés eletrodos em estudo, sendo os valores médios determinados
iguais a (0,60 £ 0,01) V, (0,63 £ 0,02) V e (0,68 £ 0,04) V para o GCE, CB-
CTS:ECH/GCE e DES-CB-CTS:ECH/GCE, respectivamente. Aplicando-se o
método descrito, os valores de k° obtidos foram de 1,93 x 103 cm s, 4,84 x 1073
cm st e 6,82 x 10° cm st para o0 GCE, CB-CTS:ECH/GCE e DES-CB-
CTS:ECH/GCE, respectivamente (ver TABELA 8).
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FIGURA 11 — Voltamogramas ciclicos obtidos para (a) GCE, (b) CB-CTS:ECH/GCE e (c)
DES-CB-CTS:ECH/GCE em PB 0,2 mol L™* (pH 7,0) e [DCF] = 5,0 x 10~* mol L. Pardmetros:
v: 10 — 100 mV s L. Inserido: curvas log I, vs. log v correspondentes. DES 1:2 ChCl/glicerol (5
mg mL™Y).

TABELA 8 — Comparacio dos valores de k° determinados para ACP e DCF empregando 0s
eletrodos GCE, CB-CTS:ECH/GCE e DES-CB-CTS:ECH/GCE

kO (x 102 cmss™)
Eletrodo
ACP DCF
GCE 1,51 1,93
CB-CTS:ECH/GCE 2,06 4,84
DES-CB-CTS:ECH/GCE 4,49 6,82

A partir da analise dos resultados apresentados na TABELA 8 tem-se que
a incorporacdo do DES a modificacdo de CB em filme de CTS reticulada
aumentou os valores da constante heterogénea de transferéncia de elétrons
significativamente quando comparado ao GCE sem modificacdo e ao eletrodo
modificado apenas com CB em filme de CTS. Considerando o analito ACP, a
incorporacdo do DES a base de 1:2 (mol/mol) ChCl/glicerol levou a um ganho na
cinética de transferéncia de elétrons de aproximadamente 300% em relacdo ao
GCE sem modificacdo, e de 220% comparado ao eletrodo modificado com CB.
Para o DCF, esse ganho foi em torno de 350% e 140%, comparado ao GCE sem
modificacdo e ao eletrodo modificado com CB, respectivamente. Em cinética
guimica, o aumento do valor da constante de velocidade indica que a energia do
estado de transicdo diminuiu, favorecendo a formacgdo dos produtos. Nos
préximos estudos (composicao e concentracdo do DES, secdo 4.6) sera observado
0 aumento da corrente de pico ao incorporar o DES a modificacdo, sendo este
ganho de corrente justificado pelo aumento no valor de k° calculado

anteriormente.
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4.6 Efeito do tipo e concentracdo do DES

De forma a otimizar a resposta eletroquimica e, obter o melhor
desempenho analitico do sensor proposto, os efeitos da composicado do DES e de
sua concentracdo foram investigados. As quantidades dos outros modificadores
foram descritas em secdo anterior (secao 3.4). Em estudos anteriores realizados
pelo nosso grupo de pesquisa, concentracdes de CTS a 1,0 % (m/v) e ECH a 0,25
% (m/v) apresentaram as melhores condigbes experimentais para a formacéo de
um filme de CTS reticulada sobre a superficie do GCE utilizando nanomateriais
carbonaceos, que proporcionaram a formacao de um filme homogéneo, estavel e
com menor corrente capacitiva®. Neste contexto, a ECH é um composto
organoclorado com a presenca de um agrupamento epoxido, que forma ligacGes
covalentes com os grupos hidroxila da CTS melhorando a adesdo do filme a

superficie.

O tipo do DES foi avaliado em funcdo do HBD e mantida fixa a
molécula do HBA, neste caso o ChCIl. Os DES estudados neste trabalho foram
selecionados em funcdo da grande disponibilidade do ChCIl e dos HBDs
investigados e, do grande nimero de estudos utilizando os mesmos DES que
foram aplicados neste trabalho®*%, além de apresentarem valores de
condutividade ibnica satisfatérias para aplicacdo em processos eletroquimicos
(ver TABELA 5). Foram utilizados os seguintes DES: 1:2 ChCl/glicerol (DES 1),
1:2 ChCl/ureia (DES 2) e 1:2 ChCl/etilenoglicol (DES 3). As trés misturas
eutéticas foram preparadas em razdo molar 1:2, sendo 1 HBA: 2HBD. Para este
estudo, as dispersdes foram preparadas utilizando os DES em concentracao fixa
de 5,0 mg mL™,

A influéncia do tipo do DES foi avaliada empregando-se a técnica de
voltametria de pulso diferencial (DPV, do inglés differential pulse voltammetry)
utilizando-se os eletrodos modificados DES-CB-CTS:ECH/GCE e os DES (1),
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(2) e (3) para uma solugédo contendo ACP e DCF a 1,0 x 10 mol L' em PB 0,2
mol L™t (pH 7,0). Os voltamogramas registrados sdo apresentados na FIGURA
12 (a). Na FIGURA 12 (b) tem-se as correntes de pico anodicas obtidas para 0s

trés DES avaliados nesta etapa do trabalho.

40+ (b
40{@  acp ——DES1 (b)
o | W

30- ——DES3 30-
= DCF S
101 -

10+
0_ —_—

02 04 06 08 10 172 urea etilenoglicol glicerol
E (vs. Ag/AGCI) [V tipo HBD

FIGURA 12 — (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solu¢cdo de ACP e DCF 1,0
x 107* mol L™t em PB 0,2 mol L™* (pH 7,0) utilizando o eletrodo DES-CB-CTS:ECH/GCE
variando o tipo de DES utilizado na fabricagéo do eletrodo (DES 1: 1:2 ChCl/glicerol; DES 2:
1:2 ChCl/ureia; DES 3; 1:2 ChCl/etilenoglicol). Parametros: step =5 mV, a=25mV, t =50

ms (b) Correntes de pico registradas para cada analito em funcéo do tipo de HBD.

Considerando-se as condutividades determinadas e apresentadas na
TABELA 5, além do valor de viscosidade reportado na literatura (DES 1:2
mol/mol ChCl/glicerol 259 cP a 25 °C®) é possivel indicar que a transferéncia de
carga foi facilitada na superficie do eletrodo modificado com o DES 1:2
(mol/mol) ChCl/glicerol. O maior valor de condutividade para este DES,
combinado a sua viscosidade moderada, podem facilitar a difuséo das espécies no
filme, resultando assim, em um aumento do sinal analitico como observado na
FIGURA 12 (a). Assim, o DES composto por ChCI e glicerol (DES 1) foi

selecionado para os estudos posteriores.
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Em seguida foi avaliada a influéncia da concentragao do DES 1(1:2
mol/mol ChCl/glicerol) no desempenho analitico do sensor. Dessa forma, cinco
concentracdes do DES na dispersdo foram estudas, a saber: 0; 3,0; 5,0; 10 e 15
mg mL™%, sendo as respostas analiticas e o gréafico de tendéncia da corrente de
pico em fungéo da concentracdo de DES apresentadas na FIGURA 13 (a—b). A
influéncia da concentracdo foi avaliada empregando-se a técnica de voltametria
de pulso diferencial. Para os dois analitos, ACP e DCF, observa-se o0 aumento do
sinal da corrente de pico em funcao da concentragdo de DES incorporada ao filme,
atingindo o méaximo em 5 mg mL ™. Para o ACP, o sinal de corrente aumentou de
8,1 pA a 13 pA quando utilizado 0 e 5 mg mL™ de DES, respectivamente,
decrescendo para as concentracdes de 10 e 15 mg mL™. Para o DCF, um
comportamento similar foi observado. Entre 0 e 5 mg mL™ de DES foram
registradas correntes de pico igual a 3,1 pA e 9,4 pA, com queda quando
concentracdes maiores de DES foram incorporadas. Nos dois casos, portanto, foi
observada queda do sinal analitico em concentragdes acima de 10 mg mL ™ o que
pode ser atribuido ao blogueamento das nanoparticulas de CB pelo DES,
diminuindo a sensibilidade analitica do sensor®®. Essa conclusdo pode ser
suportada em funcdo das micrografias apresentadas anteriormente, onde observa-
se 0 recobrimento das particulas de CB pelo DES. Considerando os resultados
apresentados e discutidos acima, a concentracdo de 5,0 mg mL*do DES 1 (1:2

mol/mol ChCl/glicerol) foi selecionada para dar continuidade aos estudos.
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FIGURA 13 — (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solu¢cdo ACP e DCF 1,0 x
10 mol L™t em PB 0,2 mol L™ (pH 7,0) utilizando os eletrodos DES-CB-CTS:ECH/GCE
variando a concentragdo de DES 1 (mg mL ™) presente no filme. Parametros DPV: step =5 mV,
a=25mV,t=50 ms. (b) Correntes de pico registradas para cada analito em funcdo da

concentracédo de DES.

4.7 Perfil eletroquimico das moléculas de ACP e DCF

Apds a selecdo e otimizacdo do tipo e da concentracdo do DES na
modificacdo, o comportamento eletroquimico dos analitos ACP e DCF foi
avaliado por meio da técnica de voltametria ciclica empregando-se 0 GCE e 0s
eletrodos modificados CB-CTS:ECH/GCE e DES-CTS:ECH/GCE em solucgéo
PB 0,2 mol L™ (pH 7,0) e, concentragdo dos analitos de 1,0 x 10~* mol L. Neste
estudo, foi utilizada uma dispersdo de CB com o DES a base de glicerol em
concentracdo de 5 mg mL™*. Na FIGURA 14 sdo mostrados os voltamogramas
ciclicos obtidos em velocidade de varredura de potencial de 50 mV s na faixa
de potencial de —0,1 V a +1,1 V nas condic¢des supramencionadas. Em todos os
casos, o sentido da varredura de potencial deu-se inicio no sentido positivo, sendo
observado um pico de oxidacdo em potencial em +0,4 V para o ACP e outro
processo de oxidacdo em potencial de +0,7 V para o DCF. Quando o sentido da

varredura de potencial foi invertido, foi observado apenas um pico de redugéo em
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potencial igual a +0,3 V para a molécula de ACP. Uma comparacao das correntes
de picos anodicas para DCF e ACF obtidas empregando-se o eletrodo DES-
CTS:ECH/GCE com aquelas obtidas empregando-se os eletrodos sem
modificacdo (GCE) e CB-CTS:ECH/GCE, foram observados aumentos do sinal
analitico de 10 e 2,4 vezes respectivamente para 0 ACP e de 2,9 e 1,4 vezes

respectivamente para DCF.

40
— GCE
—— CB-CTS:ECH/GCE
—— DES-CB-CTS:ECH/GCE
20-
<
3.
= 0{i=
_20 i

00 02 04 06 08 10
E vs.(Ag/AgCl) / V

FIGURA 14 — Voltamogramas ciclicos obtidos utilizando GCE, CB-CTS:ECH/GCE e DES-CB-
CTS:ECH/GCE para concentracdo de ACP e DCF de 1,0 x 10™* mol L™ em solugdo tampao
fosfato 0,2 mol L™* (pH 7,0). Parametros: v=50 mV s .

O eletrodo modificado com o DES 1:2 (mol/mol) ChCl/glicerol
proporcionou um aumento do sinal analitico (magnitude de corrente) para os dois
analitos, além dos aumentos da sensibilidade e detectabilidade (menores limites
de deteccdo (LOD) e de quantificacdo (LOQ)) (ver 4.10), como também maior
constante de (ou, melhor cinética de) transferéncia de elétrons (ver TABELA 8,

secéo 4.5).

O DES imobilizado no filme de quitosana pré-concentra cada um dos

analitos, aumentando assim o desempenho analitico do método eletroquimico
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proposto, como sera discutido nesta dissertagdo. Esta hipotese foi confirmada,
agitando-se uma solucéo contendo os analitos na etapa de pré-concentragdo. Em
seguida, o eletrodo foi retirado da solucdo de amostra, enxaguado com solucao do
eletrdlito suporte, sendo transferido para uma ceélula eletroquimica contendo
apenas o eletrolito suporte. A obtencdo de voltamogramas similares aqueles
obtidos anteriormente e, mostrados na FIGURA 14 corroboraram com a hipotese
supramencionada. O nosso grupo de pesquisa empregou 0 DES 1:2 (mol/mol)
brometo de tetrabutilaménio/acido octandico na microextracdo dos corantes
alimenticios vermelho 40 e tartrazina mostrando a eficiéncia e as vantagens do
emprego de DES em substituicdo aos solventes organicos de alta toxicidade!®,
alem dos efeitos de pré-concentracdo dos analitos na matriz eutética. Esse
conceito foi estendido para a aplicacdo do DES imobilizados na superficie do

eletrodo.

4.8 Efeito da concentracdo hidrogenionica (pH)

Em trabalhos envolvendo processos eletroquimicos € importante
considerar a influéncia da concentracao hidrogeniénica (pH) do eletrolito suporte.
Desta forma, foi avaliado o efeito da variacdo do pH do eletrolito suporte frente
as reac0es de eletrooxidacao das moléculas de ACP e DCF. A partir do estudo da
variacdo do pH é possivel obter informacdes do processo redox ocorrendo em
solucdo. Foram utilizadas neste trabalho solucdes tampéo fosfato 0,2 mol L™t com
pH variando de 3,0 a 12. A técnica selecionada nesta etapa foi a voltametria de
pulso diferencial. Os voltamogramas obtidos em cada condicdo de pH estudada
sdo apresentados na FIGURA 15. Em solugdo tampdo fosfato em valor de pH
igual a 12 n&o foi obtido sinal analitico mensuravel, provavelmente devido a baixa
concentracdo hidrogenidnica (= 1072 mol L™), uma vez que as reacoes redox
envolvendo esses analitos sdo dependentes da concentracdo de H* (ver FIGURA

16 e FIGURA 17). Assim, este valor de pH foi desconsiderado neste estudo.
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FIGURA 15 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solugéo de tampéo fosfato 0,2
mol L em diferentes pHs (3,0 — 12) contendo 2,5 x 10> mol Lt de ACP e DCF. Parametros
da técnica de DPV: step =5 mV, a=25mV e t = 50 ms. Inserido: curva de Ep vs. pH para (m)
ACP ¢ (o) DCF.

As moléculas de ACP e DCF apresentam valores de pK,
relativamente distantes, 9,4 e 4,0'%, respectivamente. Com isso, a forma quimica
que a molécula estara presente em determinado valor de pH poderéa influenciar no
sinal analitico e, assim, no desempenho do eletrodo modificado em
desenvolvimento. Analisando-se as magnitudes de correntes obtidas mostradas na
FIGURA 15, observa-se que ndo houve efeito significativo no sinal analitico para
0 DCF. Por outro lado, as correntes registradas para o ACP sofreram variacoes
mais pronunciadas quando se alterou o pH da solucdo. A selecdo da melhor
concentracdo hidrogenionica (pH) da solucdo de trabalho levou-se em

consideracéo as respostas analiticas para os dois analitos. No pH 7,0 foi observado
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um ligeiro aumento de corrente para o DCF, sendo que neste pH, a corrente
registrada para o ACP foi ligeiramente menor que a corrente obtida em pH igual

a 6,0. Assim, selecionou-se o pH igual a 7,0 para a continuacéo do trabalho.

O potencial de pico (Ep) em funcdo da variagdo do pH da solucéo
também pode oferecer informacgdes sobre 0 mecanismo de oxidacao-reducdo da
espécie eletroativa. Para isso, avaliou-se a linearidade entre E, em fungéo da

concentracdo hidrogenibnica (pH) do meio.

O ACP apresentou uma relacao linear entre E, e pH, na faixa de pH
estudada, sequindo a equacdo linear (EQUACAO 6):

ACP: E,=0,768 — 0,053pH; r> = 0,994 EQUACAO 6

O coeficiente angular da reta entre E, e pH foi igual a —0,053 V pH™,
um valor préximo do coeficiente Nernstiano teérico de —0,0592 V pH™ para
processos redox que envolvem o mesmo ndmero de prétons e elétrons. Esta
relacdo esta de acordo com o processo redox para a molécula de ACP apresentado

na literatural®21%, envolvendo dois prétons e dois elétrons (FIGURA 16).

Y

-, —+
o O
HO © O

FIGURA 16 — Reacdo de oxidacdo proposta para a molécula de ACP.

O DCF também apresentou uma relagdo linear entre E, e 0 pH,
seguindo a equacéo linear (EQUACAO 7):
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DCF: E, = 0,965 — 0,049pH; r*> = 0,999 EQUACAO 7

O valor do coeficiente angular neste caso (—0,049 V pH™) também
se aproximou do valor Nernstiano teérico (—0,0592 V pH™). Este comportamento
estd de acordo com a reacdo de oxidacdo proposta na FIGURA 17, ja reportado

na literatura'®, envolvendo dois prétons e dois elétrons.

H,O

OH HO OH
m - 2¢ ;- 2H' m
0 _— 8
NH = NH
CI\©,CI c|\©/<:|

FIGURA 17 — Reacdo de oxidacdo proposta para a molécula de DCF.

4.9 Estudos de pré-acumulacdo e otimizacdo dos parametros da
técnica de DPV

A partir dos resultados obtidos nos estudos anteriores, observou-se a
tendéncia de adsorcéo dos analitos no filme sobre a superficie do eletrodo. Sendo
assim, empregou-se a técnica de voltametria adsortiva de redissolucdo anddica
por pulso diferencial (DPAJASYV, do inglés differential pulse adsorptive anodic
stripping voltammetry) para a determinacdo dos analitos. Nesse sentido,
inicialmente avaliou-se o efeito da aplicacdo de um potencial de pré-concentracéo
(Epc) no sinal analitico de cada analito investigado buscando otimizar as respostas

eletroquimicas.

Foi avaliada a aplicagéo de E,: (50, 100, 150 e 200 mV) em funcéo
do tempo de pré-concentracdo (t,) de 30; 60; 90; 120; 180 e 240 s. Analisando-
se as correntes de pico registradas em funcdo do E, aplicado e do tempo de

aplicacédo do potencial (FIGURA 18 (b)) observou-se que aplicacdo do potencial
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de 50 mV por 30 s apresentou o melhor resultado. A aplicacdo de potenciais
maiores pode levar a oxidacdo das moléculas alvo, diminuindo assim o sinal
analitico. J& em relacdo ao tempo de pré-acumulacdo, com a aplicacdo de
potencial por tempos muito longos pode ocorrer saturacdo da superficie do
eletrodo de trabalho, causando variacdo significativa da intensidade de corrente
registrada. Nos estudos aplicando Epc. = 50 mV néo ocorreu estabilizacdo do sinal
analitico, podendo ser um indicativo que nesta condicdo a saturacdo da superficie
do eletrodo de trabalho ocorre em tempos de pré-concentracdo maiores que 240
s. Assim, para a continuacdo do trabalho e a aplicacdo analitica do eletrodo
proposto selecionou-se o t,c = 30 s e aplicagao de E,. = 50 mV. Os voltamogramas

obtidos nestas condic¢des sdo apresentados na FIGURA 18 (a).

@ —30s 144 (b) e DcFsomy

—A— ACP 100 mV
—v— DCF 100 mV
—&— ACP 150 mV
—<— DCF 150 mV
—— ACP 200 mV
_—— DCF 200 mV
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X
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o
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FIGURA 18 — (a) Voltamogramas de pulso diferencial empregando um eletrodo DES-CB-
CTS:ECH/GCE aplicando Epc = 50 mV em diferentes tyc (30 — 240 s). [ACP] = [DCF] = 1,0 x
10~* mol L. Eletrolito suporte: solucio tamp&o fosfato 0,2 mol L™t (pH 7,0). Parametros:
step =5 mV, a=25mV; t = 50 ms. (b) Correntes de pico anddica registradas em funcéo do
potencial de pré-concentragdo aplicado e do tempo de pré-concentracdo para ACP e DCF.

De forma a otimizar a determinacdo analitica de ACP e DCF, foram
estudados os parametros operacionais da técnica de voltametria de pulso

diferencial, a saber: amplitude, tempo de modulagéo e step. A faixa de valores
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para cada parametro estudada e o respectivo valor selecionado encontram-se
organizados na TABELA 9. Durante a otimizacdo do parametro step teve-se o
cuidado de acompanhar a velocidade de varredura resultante, atingindo-se o valor

maximo de 10 mV s 2, obtido quando o valor do step é igual a 5 mV.

TABELA 9 — Parametros estudados na voltametria de pulso diferencial (DPAdASV) e os

valores selecionados para a determinacédo simultanea de ACP e DCF

Paréametro Faixa estudada Valor selecionado
Amplitude (a) 10 — 100 mV 40 mV
Tempo de modulagao (t) 10 -100 ms 20 ms
Step 1-5mV 5mV

4.10 Aplicacdo analitica do eletrodo DES-CB-CTS:ECH/GCE

Em complemento as investigacGes dos eletrodos de CG modificados
com filme contendo DES, nesta etapa do trabalho apresentar-se-ao as aplicagdes
destes eletrodos na determinacdo de ACP e DCF utilizando-se a DPAdASV, nas
condicOes experimentais otimizadas anteriormente. De forma a avaliar possiveis
interferéncias na determinacdo de um dos analitos na presenca do outro,
inicialmente as curvas analiticas foram construidas mantendo-se a concentragéo
de um dos analitos fixa e variando a concentracdo do outro. A existéncia ou ndo
de interferéncia durante as medidas eletroquimicas foi avaliada a partir dos
valores de desvio padréo relativo (RSD, do inglés relative standard deviation)
para as correntes de pico registradas em relacdo ao analito com concentracgéo fixa

durante o experimento.

A curva analitica para o paracetamol foi construida mantendo-se a
concentragdo de DCF constante (1,0 x 10> mol L™). Neste estudo, os

voltamogramas DPAJAS foram registrados variando-se a concentracdo de ACP,
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sendo obtida uma faixa linear entre 5,0 x 107" e 2,0 x 10° mol L%, como mostrado
na FIGURA 19. Neste intervalo de concentracao, foi obtido excelente coeficiente
de correlacédo (r = 0,999). Também a partir da FIGURA 19, observa-se que a
corrente de pico anddica para o ACP aumentou linearmente com a sua
concentracdo de acordo com a relagao linear: I, (uA) =—7,97 x 1077 + 0,154 Cacp
(umol L™1). Os sinais analiticos para o DCF apresentaram um RDS = 6,1 %,
indicando que a determinacdo de DCF nédo ¢ afetada pela presenca de diferentes

concentragdes de ACP no meio ou vice-versa.

4,0{ 1, (1) = 7.97 x 107 + 0154 C,.,, (umol L")
4 — 3,54 r=0.999
3,0
3- 151
10/
< 8 05— : , : :
2 0 5 0 B 2
= Cep ! (umol LY
~~ J
14 RSD = 6.1 %
T

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
E (vs. Ag/AgCl) /V
FIGURA 19 — Voltamogramas adsortivos de redissolugdo anddica (DPAJASYV) obtidos
utilizando um eletrodo DES-CB-CTS:ECH/GCE para vérias concentracdes de ACP (1 —8: 0,5 -
20 x 107® mol L) a uma concentracio fixa de DCF (1,0 x 1075 mol L™). Eletrolito suporte:
solucéo tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 7,0). Parametros: Epc = 50 mV, t,e =30 s, step =5mV; a
=40 mV; t = 20 ms. Inserido: curva analitica correspondente.

A mesma metodologia foi aplicada para a constru¢do da curva
analitica para o DCF. Neste caso, manteve-se a concentracdo de ACP fixaem 1,0
x 107> mol L. Os voltamogramas adsortivos de redissolucédo anddica por pulso
diferencial (DPAdASYV) foram obtidos na faixa de concentracdo de DCF de 5,0 x
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10%a 2,4 x 10°° mol L. Na FIGURA 20 sdo apresentados os voltamogramas
obtidos nas condi¢fes descritas e, observa-se que a corrente de pico anddica para
o DCF aumentou linearmente com a sua concentracdo de acordo com a relacéo
linear: I, (uA) = —9,68 x 1077 + 0,37 Cpcr (umol L) (r = 0,999). Os sinais

analiticos referentes ao ACP apresentaram um RDS = 8,8 %.

1, (nA) =-9.68 x 107 +0.37 C . (umol L)
1 r=0990

5 10 15 20 25

1
Coge / umol L

o0 02 04 06 08 10 1,2
E (vs. Ag/AgCl) /V

FIGURA 20 — Voltamogramas adsortivos de redissolugdo anddica por pulso diferencial
(DPAJASYV) obtidos utilizando um eletrodo DES-CB-CTS:ECH/GCE para varias
concentragBes de DCF (1 —8: 5 — 24 x 10°® mol L ™) a uma concentragéo fixa de ACP (1,0 x
10~° mol L™). Eletrdlito suporte: solugdo tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 7,0). Parametros:
Epc = 50 mV, tpc = 30 s, step = 5 mV; a = 40 mV; t = 20 ms. Inserido: curva analitica

correspondente.

Em seguida, foram construidas curvas analiticas com a variacao
simultanea da concentracdo do ACP e do DCF utilizando DPAdJASV. Na
FIGURA 21 (a) tem-se os voltamogramas obtidos, e as correspondentes curvas
analiticas obtidas (FIGURA 21 (b —c).
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FIGURA 21 — (a) Voltamogramas adsortivos de redissolucdo anddica por pulso diferencial
(DPAJASV) obtidos em PB 0,2 mol L1 (pH 7,0) contendo diferentes concentracfes de ACP e
DCF, sendo construidas as respectivas curvas analiticas para os analitos ACP e DCF (FIGURA
21 (b —c)). As curvas analiticas apresentaram linearidade (r > 0,990) na faixa de 5,0 x10"a 3,9
x 10 % mol Lt para ACP e 5,0 x10 " a 1,5 x 10 °mol L * para DCF, de acordo com a EQUACAO
8 e EQUACAO 9, respectivamente.

I, (nA) =— 8,08 x 1078 + 0,289 Cacp (umol L?) EQUACAO 8
I, (MA) =—4,48 x 108 + 0,120 Cpcr (umol L?) EQUACAO 9
O desempenho analitico do método foi também avaliado calculando-

se 0s limites de deteccdo (LOD =3 X o/m), sendo ¢ o desvio padrio de 10

medidas do branco e, m o coeficiente angular da curva analitica. O limite de
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deteccdo calculado para o ACP foide 2,7 x 108 mol L™ e 5,2 x 108 mol L™ para
o0 DCF. A faixa linear de concentracdo para cada analito e os respectivos limites
de deteccéo séo apresentados na TABELA 10.

TABELA 10 — Parametros analiticos obtidos para ACP e DCF

Parametros analiticos ACP DCF
Faixa linear (umol L) 05-39 0,5-15
Sensibilidade (nA L mol™) 0,289 0,120
Coeficiente de correlacéo (r) 0,992 0,995
Limite de deteccdo (mol L™)? 2,7%x10°8 52x 108

2LOD=3Xxag/m.

O desempenho analitico do método voltamétrico proposto utilizando
0 eletrodo DES-CB-CTS:ECH/GCE para a determinacdo simultanea de ACP e
DCF foi comparado com outros métodos reportados na literatura e apresentados
na TABELA 11. A faixa linear e os LODs obtidos para 0 ACP e DCF utilizando
0 eletrodo proposto e DPAJASYV foram bem similares aos reportados na literatura
empregando eletrodos modificados a base de nanoparticulas de ouro® ou grafeno
funcionalizado®, por exemplo. E de interesse, em eletroanalitica, o
desenvolvimento de materiais de eletrodo que possam fornecer bom desempenho
analitico e que, também, sejam de baixo custo. Nesse sentido, o eletrodo proposto
neste trabalho além de apresentar desempenho analitico comparavel ao de outros
eletrodos e métodos descritos na literatura, emprega o uso de CB, um
nanomaterial de baixissimo custo, e dos DES, que sdo alternativas sustentaveis,

de baixo custo e facil preparacdo.
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TABELA 11 — Métodos voltamétricos reportados para a determinacdo de ACP e DCF

ACP DCF
Eletrodo Técnica Ref.
Faixa Linear (mol L™  LOD (mol L) Faixa Linear (mol L) LOD (mol L)

Diacereina/MCPE DPV 20%x10*-50x 10" 2,4 x10°° 2,0x10*-5,0x10"* N.R.2 105
CTBA - CPE LSV 20x10°-9,0x10° 76x10°% 6,0x10'-5,0x10° 7,3x10°7 106
AuNPs-Gr-PAG/GCE LSV 50x107-5,0x107° 4,0%x10°8 50x107-5,0x10"° 8,0x10°® 107
PDDA-Gr/GCE DPV 30%x10°-20x 10" 2,2%x 1077 1,0x10°-1,0x 10 6,1 x 1077 78
SPCE/MWCNT-COOH  DPAdSV ~ 50x10°-5,0x10° 1,4 x 10°° 1,0x10°-20x10°® 30x 104 108
DES-CB-CTS:ECH/GCE  DPAdSV  50x107-39x10° 2,7x10°® 50x107-1,5x10°° 52 x10°® trtho

Diacereina/MCPE: Eletrodo de pasta de carbono modificado com diacereina; CTBA - CPE: Eletrodo de pasta de carbono modificado com brometo
de cetiltrimetilamonio; AuNPs-Gr-PAG/GCE: Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro, grafeno e poli(L-arginina); PDDA-
Gr/GCE: Eletrodo de carbono vitreo modificado com grafeno funcionalizado em poli(cloreto de dialildietilamonio); SPCE/MWCNT-COOH: Eletrodo

impresso de carbono modificado com nanotubos de carbono de paredes mdaltiplas funcionalizado com grupos carboxila; # Nao reportado.
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4.11 Estudo da repetibilidade intra e inter-dias e efeito de possiveis
interferentes

O estudo da repetibilidade inter-dias e intra-dia foram realizados
utilizando solugédo PB 0,2 mol L™ (pH 7,0), o método voltamétrico proposto e o
eletrodo DES-CB-CTS:ECH/GCE. A repetibilidade intra-dia foi determinada a
partir de medidas sucessivas (n = 10) em solucdo contendo ACP e DCF em
concentracéo igual a 4,0 x 10°° mol L, sendo entdo calculados os RSDs. Os
RSDs obtidos para ACP e DCF foram 2,5 % e 3,6 %, respectivamente. Também
foram realizadas medicGes sucessivas (n = 10) utilizando um nivel maior de
concentracdo, a saber: 2,0 x 10~° mol L. Neste caso, os RDSs obtidos foram de
4,8 % para ACP e 5,1 % para DCF. A repetibilidade inter-dias foi determinada
por meio de medidas realizadas em dias diferentes (n = 5), utilizando solucdo PB
0,2 mol L™* (pH 7,0) e concentracdes de ACP e DCF igual a 4,0 x 107® mol L™,
Os RSDs obtidos foram de 4,3 % para ACP e 3,7 % para DCF. Foi avaliada a
repetibilidade inter-dias utilizando um nivel maior de concentracdo para ambos
analitos, sendo igual a 2,0 x 10~ mol L. Os RSDs obtidos foram de 4,9 % para
ACP e 5,3 % para DCF.

Os resultados obtidos nos estudos de repetibilidade intra-dia e inter-
dias foram satisfatorios, com RSDs menores do que 6,0 % considerando os dois
analitos e os dois niveis de concentracdo avaliados. Estes resultados indicam
excelente precisdo do metodo proposto utilizando o eletrodo modificado com
DES.

A analise de possiveis interferentes foi realizada utilizando alguns
dos incipientes mais comumente encontrados em formulagbes farmacéuticas
contendo ACP e DCF, a saber: amido, celulose monocristalina, estearato de
magnésio, dioxido de silicio, lactose monoidratada, povidona e croscarmelose
sédica. Neste estudo, utilizou-se solugdo tampéo fosfato 0,2 mol L™t (pH 7,0)
como eletrdlito suporte contendo ACP 6,6 x 10° mol L™t e DCF 3,1 x 10~° mol
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L~1. O efeito destes possiveis interferentes foi avaliado a partir do erro percentual
guando comparados 0s sinais analiticos entre as medidas realizadas sem e com a
presenca do interferente. Os erros percentuais obtidos para cada um dos

interferentes avaliados sdo apresentados na TABELA 12.

TABELA 12 — Estudo dos interferentes em potencial na determinacéo voltamétrica de ACP e
DCF em tampao fosfato 0,2 mol L™* (pH 7,0) utilizando um eletrodo DES-CB-CTS:ECH/GCE

Erro (%)?
Possiveis interferentes

ACP DCF
Amido —0,7 —-0,3
Celulose monocristalina +2,6 +2,4
Estearato de magnésio -3,9 +3,0
Dioxido de silicio +1,1 +2,7
Lactose monoidratada +4,1 -1,4
Povidona +3,8 —-0,8
Croscarmelose sddica -1,9 +3,3

a EI’I’O (%) = [(S|nal ana"tOpresenga — Sinal analithusencia) / Sinal analithusencia] X 100 %

4.12 Determinacdo simultanea de ACP e DCF em formulacdes
farmacéuticas

Em seguida, 0 método voltamétrico proposto e utilizando o eletrodo
DES-CB-CTS:ECH/GCE foi aplicado na determinacéo de ACP e DCF em quatro
formulagGes farmacéuticas comerciais. Para determinar a concentragdo de ACP e
DCF nestas formulacdes foi utilizado o metodo de interpolacdo nas respectivas
curvas analiticas de cada um dos analitos. Na TABELA 13 sdo mostrados 0s
resultados obtidos da determinacdo de ACP e DCF em amostras farmacéuticas
comerciais empregando o0 método proposto e o método cromatografico
comparativo (HPLC/UV-Vis).
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TABELA 13 — Resultados obtidos para a determinacao simultanea de ACP e DCF em produtos
farmacéuticos utilizando o método proposto (técnica de DPV e um eletrodo DES-CB-
CTS:ECH/GCE) e um método cromatografico comparativo (HPLC/UV-Vis)

Valor
Método Método
Analito declarado _ Erro® Erro°
comparativo? proposto?
(mg) (%) (%)
(mg) (mg)
(300,0+0,1) (302+1) +0,67 +0,67
299,5+0,1 316+1 +5,33
Paracetamol 300 ( ) ( ) +5,68
(319,2+0,1) (302+3) +0,67 ~533
(317,8+£0,1) (316+1) +5,33 -0,57
(50,310,1) (50,1+0,4) +0,20 —0.,40
53,8+0,1 53,4+0,3 +6,8 _
Diclofenaco 50 ( ) ( ) 0,74
(51,2+0,1) (51,7+0,5) +3,4 +0,98
(50,5+0,1) (51,1+0,4) +2,8 +1,19

an = 3; "Erro = ([Método proposto — Valor declarado)/Valor declarado) x 100];
°Erro = ([Método proposto — Método comparativo)/Método comparativo] x 100.

Os resultados mostrados na TABELA 13 apresentam erros relativos
(método proposto/valor declarado e método proposto/método comparativo)
menores do que £ 6,0 %. Entretanto, apenas os valores calculados de erro relativo
néo séo suficientes para inferir semelhanca ou diferenca entre os valores, do ponto
de vista estatistico. Nesse sentido, foi aplicado o teste t de Student, que é
amplamente utilizado para identificar a existéncia ou ndo de uma diferenca
significativa na precisdo entre um conjunto de dados e outro conjunto obtido por
um metodo de referéncia.

Se o valor de t calculado (t;) for menor do que o valor de t tabelado
(t), significa que ndo existe diferenca estatistica significativa, entre os dois

conjuntos, dentro de um intervalo de confianca de 95 %.
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Os resultados apresentados na TABELA 13 foram submetidos ao
teste t de Student. Em um intervalo de confianca de 95 %, o valor de t
experimental para ACP e DCF foi calculado, sendo 0,96 e 0,65 respectivamente.
Para N — 1 graus de liberdade, t; = 3,18. Como t; < t;, para 0s dois casos, entdo 0s
resultados obtidos aplicando o0s dois métodos fornecem resultados
estatisticamente semelhantes. Esse resultado comprova a exatiddo do método

voltamétrico proposto.

4.13 Determinacdo simultanea de ACP e DCF em amostras de
fluidos bioldgicos sintético e comercial

A determinacdo simultanea de ACP e DCF em amostras de fluidos
bioldgicos (urina sintética e soro bovino comercial) foi realizada utilizando o
método voltameétrico proposto e o eletrodo DES-CB-CTS:ECH/GCE, e um
método cromatografico comparativo (HPLC/UV-Vis). As amostras de urina
sintética e soro bovino foram fortificadas com duas concentracdes diferentes e
conhecidas de ACP e DCF. A partir da farmacologia cinética desses farmacos,
contidas nas bulas dos correspondentes farmacos, foi possivel identificar que entre
1 — 4% do ACP ¢é excretado na urina de forma inalterada e, que, menos de 1% de
DCF ¢ excretado inalterado. Essas informac6es direcionaram a determinacédo de
ACP e DCF em fluidos biologicos. Os resultados apresentados na TABELA 14
de porcentagem de recuperacéo variando de 92,6 a 102 % indicam que ndo houve
efeitos de matriz significativos para as amostras analisadas utilizando o método
proposto e o eletrodo DES-CB-CTS:ECH/GCE.
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TABELA 14 — Resultados obtidos para a determinacéo simultanea de ACP e DCF em amostras

de fluidos bioldgicos utilizando o método proposto (técnica de DPV e um eletrodo DES-CB-
CTS:ECH/GCE) e um método cromatografico comparativo (HPLC/UV-Vis)

Método .

) Método proposto Recupe
) Add (mol comparativo B Erro°

Analito Amostra (mol L) racio,
LY (mol L) (%)

%)
Encontrado? Encontrado®
Urina 27x107 (2,7+01)x10" (25+03)x10" 92,6 —7,4
ACP Sintética 55x107 (52+0,1)x107 (56+0,1)x107 101 +7,7
Soro 55x107 (54+01)x107 (55+0,3)x107" 99,7  +1,8
bovino 1,1x10°% (1,1+0,1)x10°% (1,1+0,1)x10° 99,3 0

Urina 2,7x107 (28+0,1)x10-7 (26+0,4)x107 985 =71
- sintética  55x10 (58+0,1)x10-7 (56+02)x107" 102 34
Soro 55x107 (53+0,1)x10-7 (54+0,1)x107" 98,2 +1,9
bovino  1,1x10°® (1,1£0,1)x10-6 (1,0%£0,3)x10°® 945 -91

an = 3; P Rec (Recuperagéo) = [Encontrado/Add] x 100; °Erro = [(Método proposto — Método

comparativo)/Método comparativo] x 100.
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CAPITULO5

5.  Conclusodes e perspectivas futuras

No presente trabalho de mestrado foi proposta a constru¢do de uma
nova arquitetura de sensor eletroquimico a partir da modificacdo da superficie de
um GCE empregando CB, CTS reticulada com ECH e a incorporacéo de DES.

Nesse sentido, foram pré-selecionados trés DES de interesse para
compor a modificacdo proposta. Os DES sintetizados neste trabalho foram
caracterizados empregando-se a espectroscopia na regido do infravermelho, o que
permitiu constatar a existéncia de intera¢6es intermoleculares entre os precursores
nas misturas eutéticas, e medidas de condutividade.

Do ponto de vista eletroquimico e morfolégico, teve-se como foco as
alteracdes provocadas pela incorporacdo do DES a uma modificacdo ja
amplamente estudada (CB em filme de CTS reticulada). Apds estudos de
composicdo e concentragcdo do DES na modificacao, foi selecionado o DES 1:2
(mol/mol) ChCl/glicerol em concentracdo de 5 mg mL™t. Combinando os
resultados obtidos a partir das técnicas de MEV, EIS, voltametria ciclica e dos
experimentos de pré-concentracédo foi possivel observar que ocorreram alteracdes
morfoldgicas, por meio do recobrimento das particulas de CB pelo DES
incorporado, além de maior aglomeracéo das particulas do nanomaterial aplicado;
diminuicéo da resisténcia de transferéncia de carga contribuindo para o aumento
da k% e que, o DES aplicado como um agente modificador, atuou na pré-
concentracdo dos analitos no filme do eletrodo de GCE. O conjunto das
propriedades morfoldgicas e eletroguimicas obtidas resultaram no aumento
significativo do sinal analitico e da cinética de transferéncia de carga para 0s dois

analitos.
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A aplicacdo analitica do eletrodo proposto foi explorada para a
determinacdo de ACP e DCF. Em condicdes experimentais otimizadas, a técnica
de DPAJASYV proveu uma faixa linear de resposta de 5,0 x10~" a 3,9 x 10~ mol
L para ACP e 5,0 x107 a 1,5 x 10° mol L™* para DCF, e limites de deteccgdo
iguais a 2,7 x 108 mol L e 5,2 x 10 mol L%, respectivamente. Através de
estudos de repetibilidade e efeito de possiveis interferentes, contatou-se que o
método proposto apresenta boa precisao e seletividade.

A exatiddo do metodo desenvolvido e, em esséncia, a efetividade do
uso de DES como agentes modificadores de superficies eletrodicas foi avaliada
na determinagdo simultanea de ACP e DCF em amostras farmacéuticas
comerciais e fluidos biologicos (urina sintética e soro bovino). Os resultados
obtidos foram comparados com aqueles obtidos empregando um método
cromatografico comparativo.

O trabalho apresentado nesta dissertacdo de mestrado € passivel de
desdobramentos e, assim, ampliar a aplicagdo dos DES em
eletroquimica/eletroanalitica. Quando imobilizados em superficies eletrodicas, 0s
DES promovem aumento do sinal analitico e, em muitos casos, um aumento da
sensibilidade do método, quando comparado a outros métodos reportados. Além
disso, também pode ser explorada a imobilizagdo de materiais biolégicos em DES
para a confeccdo de biossensores. Por fim, duas frentes ainda pouco exploradas
sdo a funcionalizacdo de (nano)materiais em solventes eutéticos profundos,
objetivando-se construir sensores eletroquimicos cada vez mais eficientes e a
determinacéo in situ de analitos de interesse em DES, ap0s procedimento de

(micro)extracdo dos mesmos.
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— DES 1:2 ChCI/Glicerol
— Glicerol
— ChCI

% Transmitancia

v ! ’W.Wv
4000 3000 2000 1000
nimero de onda / cm™

APENDICE Al 1 — Espectros na regido do infra-vermelho para o DES 1:2 (mol/mol) ChCl/glicerol e os precursores glicerol e ChCI.




—— DES 1:2 ChCl/Etilenoglicol
— Etilenoglicol
— ChCl

% Transmitancia
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APENDICE Al. 2 — Espectros na regio do infra-vermelho para o DES 1:2(mol/mol) ChCl/etilenoglicol e os precursores etilenoglicol e
ChCI.



— DES 1:2 ChClI/Ureia
Ureia
— ChClI
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APENDICE Al. 3 — Espectros na regido do infra-vermelho para o DES 1:2 (mol/mol) ChCl/ureia e os precursores ureia e ChCI.
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