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FIGURA 4.38 — (A) Dependéncia linear da com corrente com o0 a velocidade de
varredura utilizando a MWCNTs-PAH/GC para VPM 1,0 x 10 mol L™ em solucéo

acido sulfarico 0,1 mol L™ em diferentes velocidades, (B) Relacdo de log | por log v.

FIGURA 4.39 — Dependéncia de E vs In v para VPM 1,0 x 10* mol L™ em &cido

SUIFANCO 0,1 MOl L. oo e e e, 89



XV

RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE ELETRODOS DE CARBONO VI"I:REO MODIFICADOS
COM NANOTUBOS DE CARBONO PARA A DETERMINACAO DE ANALITOS DE
INTERESSE FARMACEUTICO

Neste trabalho descreve-se o desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a
determinacdo de metotrexato (MTX), propiltiouracil (PTU), propranolol (PROP) e
verapamil (VPM) em formulac6es farmacéuticas. Nestes métodos foi empregado um
eletrodo de carbono vitreo (GC) modificado com filme dihexadecil hidrogénofosfato
(DHP) ou hidrocloreto de poli(alilamina) (PAH), contendo, imobilizados, nanotubos
de carbono de paredes multiplas (MWCNTS) tratados quimicamente. Inicialmente
verificou-se 0 comportamento eletroquimico desses eletrodos modificados
empregando-se voltametria ciclica, em diferentes velocidades de varredura, para
uma solucéo de hexacianoferrato (Il) de potassio 1,0 x 10° mol L™ em cloreto de
potassio 0,1 mol L. Aplicando-se a equacdo de Randles-Sevcik, observa-se um
aumento da area ativa para os eletrodos MWCNTs-DHP/GC e MWCNTs-PAH/GC de
1,5 e 3,1 vezes respectivamente quando comparado com o eletrodo de GC. Os
parametros da voltametria de onda quadrada, voltametria de pulso diferencial e
voltametria linear foram estudados e otimizados para cada analito e selecionada a
melhor técnica para o desenvolvimento do método analitico. No método
desenvolvido para a determinagédo de MTX em formulacdes farmacéuticas, utilizou-
se o0 eletrodo de GC modificado com MWCNTs e DHP (MWCNTs-DHP/GC),
empregando-se a Voltametria Adsortiva de Redissolugdo Anddica por Pulso
Diferencial (DPAJASV), apds a otimizacdo das condi¢des experimentais. A curva
analitica obtida foi linear no intervalo de concentracdo de MTX de 5,0 x 10 a 5,0 x
10° mol LY, com um limite de deteccdo (LD) igual a 1,2 x 108 O MTX foi
quantificado em amostras comerciais e os resultados comparados com um método
de HPLC, sendo que os erros relativos variaram de -4,0 e 4,0 %. O segundo método
analitico desenvolvido foi para a determinacdo de PTU em formulacdes
farmacéuticas, utilizando como eletrodo o GC modificado com MWCNTs e PAH
(MWCNTs-PAH/GC). A técnica eletroanalitica selecionada foi a Voltametria Linear
Adsortiva de Redissolugdo (LSAJCSV), apdés a otimizacdo das condicoes
experimentais. A curva analitica obtida foi linear para o PTU nas concentragfes de
50 x 10° a 5,8 x 10° mol L* com LD igual a 1,0 x 10° mol LY. O PTU foi



XV

guantificado em amostras comerciais, 0s resultados comparados com método
preconizado pela Farmacopéia Britanica e os erros relativos obtidos ficaram entre —
1,0 e 2,0 %. O terceiro método analitico desenvolvido foi para a determinacdo de
PROP em formulacdes farmacéuticas, utilizando como eletrodo o MWCNTs-
PAH/GC, sendo a técnica selecionada a DPAJASV. A curva analitica obtida foi linear
no intervalo de concentracdo do PROP de 7,5 x 10° a 1,0 x 10°° mol L™, com LD
igual a 6,3 x 10® mol L™.- O PROP foi quantificado em amostras comerciais e os
resultados comparados com o método proposto pela Farmacopéia Brasileira. Os
erros relativos obtidos ficaram entre —2,5 e 1,2 %. Na sequéncia, o quarto método
desenvolvido foi para a determinacdo de VPM em formulacdes farmacéuticas,
utilizando como eletrodo o MWCNTs-PAH/GC, sendo a técnica selecionada a
voltametria de redissolucdo anddica de onda quadrada (SWAdASV). A curva
analitica obtida foi linear no intervalo de concentracdes de VPM de 5,0 x 10° a 1,0 x
10~ mol L™, com um LD igual a 3,6 x 10° mol L™*. O VPM foi quantificado em
amostras farmacéuticas e os resultados comparados com os resultados obtidos
empregando o0 método espectrofotométrico preconizado pela Farmacopéia
Brasileira.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF MODIFIED GLASSY CARBON ELECTRODES WITH CARBON
NANOTUBES FOR DETERMINATION OF ANALYTES OF PHARMACEUTICAL
INTEREST

In this work, the development of electroanalytical methods for the determination of
methotrexate (MTX), propylthiouracil (PTU), propanolol (PROP) and verapamil (VPM)
in pharmaceutical formulations is described. In these methods it was employed a
glassy carbon electrode (GC) modified with dihexadecyl hydrogenphosphate (DHP)
or polyallylamine hydrochloride (PAH) film containing immobilized multi-walled
carbon nanotubes (MWCNTS). Initially, the electrochemical behavior of each modified
electrode was studied by cyclic voltammetry at different scan rates for a 1.0 x 107
mol L™* potassium hexacyanoferrate (Ill) in 0.1 mol L™ potassium chloride solution.
Applying the Randles-Sevcik equation, it was observed an increase of the active area
of MWCNTs-DHP/GC and MWCNTs-PAH/GC electrodes of 1.5 and 3.1 times
respectively in comparision with the GC electrode. The square wave voltammetry,
differential pulse voltammetry and linear sweep voltammetry parameters were
studied and optimized for each analyte and then it was selected the best technique
for the development of the analytical method. In the developed method for MTX
determination in pharmaceutical formulations, it was used the GC electrode modified
with MWCNTs and DHP (MWCNTs-DHP/GC), employing differential pulse adsorptive
anodic stripping voltammetry (DPAdASV) technique after the optimization of
experimental conditions. The analytical curve obtained was linear in the MTX
concentration range from 5.0 x 102 to 5.0 x 10® mol L™, with a limit of detection
(LOD) of 1.2 x 10, The MTX was quantified in commercial samples and the results
compared with an HPLC method, and the relative errors ranged from -4.0 to 4.0%.
An analytical method for determination of PTU in pharmaceutical formulations was
also developed using a modified GC electrode with MWCNTs within a PAH film
(MWCNTs-PAH/GC) and linear sweep adsorptive cathodic stripping voltammetry
(LSAdCSV). After the optimization of experimental conditions, the analytical curve
was linear in the PTU concentration range from 5.0 x 10° to 5.8 x 10 mol L™, with
a LOD equal to 1.0 x 10® mol L. The PTU was quantified in commercial samples
and the results were compared with those results obtained using the British

Pharmacopoeia method. The relative errors obtained were between -1.0 and 2.0%.
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Using DPAdASV technigue and a MWCNTs-PAH/GC electrode, PROP was
determined in pharmaceutical formulations. The analytical curve was linear in the
concentrations range from 7.5 x 10® to 1.0 x 10° mol L PROP, with LOD equal to
6.3 x 10® mol L™ and the results were in close agreement whit those obtained using
the Brazilian Pharmacopoeia method at a confidence level of 95 %. The relative
standard deviation ranged from 2.5 and 1.2%.

Finally, as a fourth electroanalytical method, a square wave adsorptive anodic
stripping voltammetry (SWAASV) was proposed for determination of VPM in
pharmaceutical formulations using a MWCNTs-PAH/GC electrode. The analytical
curve was linear over the VPM concentration range 5.0 x 10° - 1.0 x 10”7 mol L™,
with an LOD of 3.6 x 10° mol L . The VPM was quantified in pharmaceutical
samples and the results compared with results obtained using the method of the

Brazilian Pharmacopoeia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Nanotubos de Carbono

A primeira concepcéo sobre nanotubos de carbono (do inglés Carbon
Nanotubes, CNTs) surgiu em 1991 com o trabalho de lijima’, porém a primeira
citacdo das fibras de carbono com 4 nm de diametro aparece no trabalho de Peter
Wiles e John Abrahamson da Universidade de Canterbury em Christchurch, Nova
Zelandia em 1978%. Em 1993, em trabalhos independentes de lljima e
colaboradores®, no Japdo e, Bethune e colaboradores?, nos EUA, publicaram
simultaneamente a sintese dos nanotubos de carbono de paredes simples.

Uma forma simples de se imaginar como os nanotubos de carbono séao
formados, seria como se uma ou varias folhas de grafeno fossem enroladas em

forma cilindrica formando uma cavidade interna oca, como ilustrado na FIGURA 1.1.

FIGURA 1.1 — Diagrama ilustrando a formacédo do nanotubo de carbono a partir da

folha de grafeno.

Como se sabe, os nanotubos de carbono ja séo sintetizados como tal
e, 0 contrario seria verdadeiro, uma folha de grafeno seria formada se o CNT
pudesse ser cortado. Os nanotubos de carbono sdo classificados em relacdo ao
namero de camadas. A FIGURA 1.2 apresenta as duas principais formas de
nanotubos de carbono, a saber: nanotubos de carbono de paredes multiplas (“Multi-
Walled Carbon Nanotubes - MWCNTSs”) (A) que sdo varios nanotubos de carbono
concéntricos separados entre si por uma distancia de alguns ou fracbes de
nandmetros (nm) e com diametros que variam entre 2 e 100 nm*®, e os nanotubos
de carbono de paredes simples (“Single-Walled Carbon Nanotubes - SWCNTs”) (B)
gue consistem em uma unica folha de grafeno enrolada entre si (um nanotubo) e

possui diametros de 1 a 2 nm >4,
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FIGURA 1.2 — Representacdo esquematica das principais formas de nanotubos de
carbono: (A) MWCNTSs e (B) SWCNTSs.

A pequena dimensdo dos CNTs lhe confere propriedades Unicas e
vantagens importantes para seu uso em eletroanalises. Propriedades como,
aumento da sua area superficial, resisténcia mecanica, alta condutividade térmica e
elétrica, além de apresentar comportamento eletrénico de semicondutor ou condutor
com facilidade para promover a transferéncia de elétrons diminuindo o
sobrepotencial de trabalho possibilitando assim a sua aplicacdo em eletroanalitica®.

Os CNTs podem apresentar propriedades metalicas ou de
semicondutores, dependendo da sua estrutura. Para explicar a estrutura de um
nanotubo de carbono, faz se uma analogia com uma folha de grafeno, FIGURA 1.3,
enrolada na forma de um cilindro, mais ndo de forma aleatoria. Define-se entdo um
vetor quiral (C,), € é este vetor é que caracteriza nanotubo de carbono. O vetor quiral
pode ser definido em funcdo de duas componentes, chamados de vetores unitarios
da rede hexagonal a; e a, € n, m sdo ndmeros inteiros, como sdo apresentados na
FIGURA 1.3. Sendo assim, pode-se definir o vetor quiral da seguinte maneira:

C, = na; + ma,.
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0) zigzac

(n,n) armchair

FIGURA 1.3 — Esquema da representacdo dos vetores unitarios (ay) e (a;), vetor

quiral (Z';) e vetor de translagao (7) sobre uma folha de grafeno.

Os CNTs podem ser classificados com relacdo a quiralidade, e para
isto basta conhecer os numeros inteiros n e m. Os CNTs podem apresentar trés
arranjos distintos, cujos nomes sdo, armchair (m = 0), zig zag (n = m) e quiral (n #
m), a FIGURA 1.4. As trés formas apresentam propriedades diferentes de conducéo
elétrica. Em funcéo destes indices, os CNTs apresentam propriedades metélicas

gquando n e m sdo multiplos de trés, caso contrario, ele serd considerado um

semicondutor.

FIGURA 1.4 - Representacdo esquematica dos diferentes tipos de quiralidade dos

nanotubos. (A) armchair (B) zigzag (C) quiral’.
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Destes trés tipos de CNTs, 0 que apresenta 0 comportamento metalico
€ o armchair (cadeira), todos os demais apresentam carater de semicondutor o que
faz com que a condutividade elétrica nos CNTs seja do tipo balistico, ou seja, os
elétrons ndo se chocam com os atomos da rede, como ocorre com outros tipos de

condutores eletrénicos’®.

1.2 Sintese de Nanotubos de Carbono

Os métodos que sado mais empregados para a sintese de nanotubos de
carbono séo: arco de descarga elétrica, ablacdo a laser (vaporizagdo a laser) e
deposicéo quimica em fase vapor (CVD)"%*,

Uns dos primeiros métodos utilizados para a producdo de nanotubos
de carbono foi a descarga por arco elétrico, sendo esse método utilizado por lljima*
em 1991 para a produgdo de nanotubos de carbono. Esta técnica pode sintetizar
tanto MWCNTs quanto SWCNTs separadamente. Atualmente esse método, FIGURA
1.5, consiste na geracdo de um arco elétrico entre dois eletrodos de grafite (catodo
cerca de 8-12 mm e um anodo de 6-8 mm), separados cerca de 1 mm sob uma
atmosfera inerte de hélio ou argbnio e sob pressao reduzida. Ocorre a passagem de
corrente entre 50 e 120 A sobre um potencial de aproximadamente 30 V gerando um
plasma de alta temperatura (> 3000°C) entre os eletrodos. Nestas condicdes
experimentais o carbono sublima e condensa rapidamente na formar CNTSs.

Trabalhos na literatura'®*!

relatam que para a producdo de SWCNTSs é
utilizada uma mistura de grafite com metais ou a combinacdo entre eles como
cobalto (Co), niquel (Ni), ferro (Fe) e itrio (Y) e a combinag¢do mais eficiente para a

producdo de SWCNTSs é a mistura de metais de Co/Y e Ni/Y.
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Anodol

Plasma 6‘)

FIGURA 1.5 — Esquema do método de producdo de CNTs por arco de descarga
elétrica. Uma voltagem de 30 V é aplicada entre dois eletrodos de grafite produzindo
uma descarga elétrica em uma atmosfera inerte de hélio ou argdnio sob presséo

reduzida.

Outro método para obtencdo de CNTs € por ablacéo a laser, FIGURA
1.6, que consiste na vaporizacdo do material de grafite, que esté localizado em um
tubo de quartzo a elevadas temperaturas. Apds a vaporizacdo este material é
resfriado por um gas inerte, como hélio ou argdnio, e recolhido no interior do
equipamento. Para se obter os SWCNTs, o material de carbono € dopado com

metais de transicdo como o Fe e Co.'**3

T=1200°C

—F > I [ [
A

\
\\

MATERIAL

FIGURA 1.6 — Esquema para obtencdo de CNTs por ablacdo a laser. O feixe de
laser vaporiza o material (mistura de grafite e catalisador) num tubo horizontal em
atmosfera de gas inerte, sob uma pressao controlada e a temperatura em 1200 °C.

Os nanotubos séo depositados sobre um tubo refrigerado do lado de fora do forno
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A sintese de nanotubos de carbono pelo método de deposi¢do quimica
por vapor (CVD), FIGURA 1.7, envolve a reacdo de decomposi¢do de um vapor ou
gas percursor contendo atomos de carbono, na presenca de um substrato metalico
em atmosfera inerte, utiliza-se como substrato preparado uma camada de particulas
metalicas cataliticas (Ni, Co, Fe ou mistura de metais), e esse substrato sofre um
aguecimento entre 500 e 1100 °C. Dentro do reator dois gases sao misturados:
hidrogénio, nitrogénio ou amoénia e um gas precursor (metano, etileno ou acetileno).
Nestas condicdes, 0s gases precursores reagem, rompendo as ligacdes covalentes
e os atomos liberados seguem para as bordas das particulas metalicas, onde os

nanotubos s3o crescidos*.

T=500-1000°C

Gas inerte
CiHm
e —_—
]
Material

FIGURA 1.7 — Esquema para reator de deposicado quimica (CVD)

1.3 Funcionalizacdo dos CNTS

A funcionalizacdo de CNTs por acidos oxidantes concentrados €
amplamente utilizada para modificar a superficie dos CNTs. Os principais
procedimentos empregados utilizam acidos como acido sulfurico, acido nitrico, acido
cloridrico ou suas misturas, que provocam modificacdes na estrutura dos CNTSs.
Estas modificacdes tem como finalidade a abertura das extremidades dos CNTSs,
aumento dos defeitos na estrutura e a incorporagdo de grupos funcionais
oxigenados como &cido carboxilico, &lcool, hidroxila, nitro e cetona **%, FIGURA

1.8, na estrutura dos CNTs, além de eliminar impurezas de metais remanescentes
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dos processos de sintese dos CNTSs. Este tipo de funcionaliza¢do é conhecido como

modificagao covalente.
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FIGURA 1.8 — Representacdo da a incorporacdo dos grupos funcionais nos CNTS,

pelo tratamento quimico com &cidos™®

1.4 Dihexadecil Hidrogenofosfato (DHP)

O dihexadecil hidrogenofosfato (DHP) é um surfactante®®®! que

apresenta em sua estrutura grupos fosfatados, FIGURA 1.9 (A), o que lhe confere a

2223 Quando disperso em &gua, em uma concentracio

caracteristica anidnica
adequada, formam estruturas automontadas®* e sobre a superficie do eletrodo,
formam uma pelicula estavel ap6s a evaporacdo da agua, provavelmente, pela
polimerizacdo deste composto por meio da formacao de ligacées de hidrogénio dos

grupos fosfato, como é apresentado na FIGURA 1.9 (B)®
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A CHj B CH3 (l:Hg CH; (|:H3
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FIGURA 1.9 — (A) Estrutura molecular do DHP. (B) Possivel forma polimerizada do

DHP apds evaporacao do solvente.

1.5 Hidrocloreto de Polialilamina (PAH)

Hidrocloreto de polialilamina (PAH), FIGURA 1.10, € um polieletrélito
preparado pela polimerizacdo da alilamina formando macromoléculas de cadeia
longa, quando dissolvido em solventes polares e apresenta em sua estrutura partes
hidrofilicas (grupos amino (-NH,)) e partes hidrofébicas (cadeia carbbnica). O PAH

possui um pKa no intervalo 8 a 9,2%%%

, em elevados valores de pH uma pequena
fracdo dos grupos -NH; estao protonados e em valores baixo de pH hd uma aumento
da densidade de carga positiva em consequéncia do aumento da protonacdo dos

grupos aminos (-NHz").

NH>

H3C x HCI
cH

FIGURA 1.10 — Estrutura monomeérica do polietrolito PAH.

PAH pode ser utilizado em combinagcdo com outros polieletrdlitos, no
caso anidnicos, para se obter diferentes tipos de sensores por meio da técnica de

montagem de camada por camada®®*°. Este polieletrélito forma dispersées estaveis

31,32

em solugbes aquosas com nanotubos de carbono, 0 que permite a modificagéo

das superficies de eletrodos para diferentes interesses®°,
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1.6 Analitos Estudados Nesta Tese

Neste trabalho foram estudados diferentes tipos de principio ativos
encontrados em farmacos como: metotrexato utilizado no tratamento de cancer,
propiltiouracil para o tratamento de hipertiroidismo, propranolol e verapamil para o
tratamento da hipertensdo, sendo muito importante o controle rapido e seguro da
qualidade desses farmacos, uma vez que adulteracbes de suas composi¢cdes ou

mesmo falta do principio ativo, podem trazer grandes riscos a saude dos pacientes.

1.6.1 Metotrexato (MTX)

A neoplasia, definicdo atual de cancer, refere-se a um conjunto de mais
de 100 doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células que
invadem tecidos e 6rgdos®. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser
muito agressivas e incontrolaveis, gerando tumores malignos que podem espalhar-
se para outras regides do corpo.

As drogas quimioterdpicas ou antineoplasicas podem ser classificadas
de acordo com sua estrutura quimica e em relacdo a sua funcao em nivel celular.

A classificacdo em relacdo a estrutura quimica se divide em seis
grupos, séo eles 3¢%:

» Alquilantes, que causam alteracdes nas cadeias do DNA impedindo sua
replicacéo.

» Antimetabdlitos s&o estruturalmente semelhantes aos metabdlitos naturais e
esse tipo de droga é capaz de “enganar a célula”, incorporando-se a ela,
impedindo a producdo das enzimas necessarias.

> Antibidticos antitumorais que atuam interferindo na sintese dos &cidos
nucleicos impedindo a duplicacéo e separacao das cadeias de DNA e RNA.

» Nitrosuréias possuem caracteristicas parecidas com os agentes alquilantes,
porém, sao lipossoliveis o que facilta a passagem pela barreira
hematoliquorica (mecanismo fisiolégico regulador que impede ou dificulta a
passagem de substancias do sangue para o liquor) sendo indicadas para o
tratamento de tumores primarios.

» Derivados vegetais (alcaldides da vinca, taxanos, campotecinas) ou inibidores

mitoticos, sdo drogas do ciclo celular especificas e a maioria afeta
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especificamente a atuacdo sobre as células em fase de mitose, € uma classe
de droga pouco compreendida.

A quimioterapia antineoplasica faz uso de agentes quimicos isolados
ou em combinacdo no tratamento de tumores malignos com objetivo de impedir o
crescimento desordenado destas células .

O metotrexato (acido 4-amino-10-metilfolico (MTX)), € um agente
antimetabdlito antineoplasico, FIGURA 1.11, utilizado especialmente no tratamento
de cancer, mas também pode ser usado para o tratamento de outras doengas como
artrite reumatoide, leucemia infantil aguda e psoriase. Essa droga é semelhante a
um metabdlito natural, o acido félico, que age no organismo inibindo a conversao do
acido félico em acido tetra-hidrofélico, este acido € indispensavel a sintese de

timinas e purinas, que sdo essenciais a sintese do DNA, possuindo também acéo

imunossupressora.
0 OH
o X
| o
NH2 /©/\NH 4
N OH
N| X X NH
)\ NP
H,N N N

FIGURA 1.11 — Estrutura molecular do Metotrexato (MTX).

O MTX atua de forma néo especifica no organismo, lesando tanto
células malignas quanto normais, particularmente as células de rapido crescimento,
como as gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico. Isto explica a
maior parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de cabelo, maior
susceptibilidade as infec¢des. Outros efeitos colaterais mais graves também sédo
constatados como, anemia, cefaléia, convulsdo, hepatotoxicidade, insuficiéncia
renal, toxicidade pulmonar, e até morte.

Diferentes métodos para a deteccdo e quantificacdo de MTX sao

3941 fluorometria®®43,

, métodos polarograficos®>* e

descritos na literatura, tais como, espectrofotometria

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)**>°

voltamétricos®>%,

Porém, algumas dessas técnicas apresentam algumas
desvantagens como, nao apresentam boa sensibilidade em baixas concentra¢des do

analito, possuem complicados e ou demorados métodos de pré-concentracdo das
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amostras, apresentam consumo elevado de reagentes e ou baixa frequéncia de
amostragem.

SELESOVSK et al.>* modificaram a superficie do eletrodo sélido de
prata com mercurio formando uma amalgama (AgSAE). A preparacao deste eletrodo
se dé& pela imersdo do eletrodo de prata em mercurio liquido durante 15 s. Apés o
preparo do eletrodo, foram estudados os parametros da técnica de voltametria de
pulso diferencial (“Differential Pulse Voltammetry - DPV”) e a curva obtida foi linear
de 5,5%x 10%a 5,5 x 10" mol L™ com limite de deteccéo de 1,8 x 10® mol L ™.

GAO et al.>® estudaram o mecanismo de oxidacdo do MTX sobre o
eletrodo de carbono vitreo (GC) e quantificaram esse analito em formulacbes
farmacéuticas empregando a técnica de voltametria de onda quadrada (“Square
Wave Voltammetry — SWV”). A curva analitica obtida foi linear no intervalo de
concentracdes desse principio ativo de 8,0 x 107" a 2,0 x 107> mol L™ e com limite de
deteccdo de 3,5 x 107" mol L™. Os autores propuseram um mecanismo para a

oxidacdo do MTX. Nesse mecanismo, a oxidagcao do MTX ocorre no grupo imina do

anel como mostra a
NH,» NH, NH,
N R + N R e N R
NT AN H* HN™ X AN 5 H* HN™ X N
A — o AL
= — — = — —
Ho>N N N HoN N N HoN N N

COOH

0
/O/”\I'\_l')\/\COOH
N

FIGURA 1.12.

onde R é
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FIGURA 1.12 — Mecanismo proposto por GAO et al.>®, para a oxidagéo do MTX.

onde R é

Um sensor com L-cisteina e nanoparticulas de ouro sobre o eletrodo de
carbono vitreo foi desenvolvido por WANG et al.*® para a determinacdo de MTX em
formulacBes farmacéuticas e soro humano. O eletrodo de carbono vitreo foi ciclado
em uma faixa de potencial de 1,5 a 2,4 V, em uma solu¢cdo de L-cisteina de
concentracdo de 0,1 mol L™, modificando assim a superficie do eletrodo de carbono
vitreo com L-cisteina (LC/GC). Em seguida, este foi entdo enxaguado com agua
deionizada e imerso por 6 horas sob uma temperatura de 4 © C em uma solugéo
coloidal de nanoparticulas de ouro formando um novo eletrodo chamado de nano-
AU/LC/GC. O eletrodo modificado foi utilizado para determinacdo de MTX utilizando
a técnica de SWV em eletrolito suporte (tampdo BR pH 2,0) com um tempo de
acumulacdo de 210 s. A curva analitica obtida apresentou uma faixa linear de
concentracdo para esse analito de 4,0 x 10 a 2,0 x10™° mol L?, com o limite de
deteccgéo de 1,0 x 108 mol L™,

WANG et al.>® desenvolveram um biossensor com DNA para
determinacdo de MTX em formulacdes farmacéuticas. Os autores inicialmente
fizeram um tratamento no eletrodo de GC aplicando um potencial de +1,75 V por 300
s em tampéo fosfato 0,10 mol L™, pH 5,0. Em seguida, o potencial do eletrodo foi
ciclado em uma janela de potencial de 0,30 a 1,125 V a uma velocidade de
varredura de 50 mV s*. As moléculas de DNA foram imobilizadas na superficie
deste eletrodo utilizando solventes organicos como octadecilamina (ODA) e
cloroférmio. A técnica utilizada para a determinacdo de MTX foi a SWV com um
tempo de pré-concentragdo de 300 s em um potencial de acumulagédo de 0,65 V,
sendo obtida uma faixa linear de concentracdo de 2,0 x 102 a 4,0 x 10° mol L™,

com um limite de deteccdo de 5,0 x 10° mol L™,
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Ha também na literatura a utilizagdo de eletrodos impressos com
MWCNTSs para quantificacdo de MTX. WANG et al.*® desenvolveram um eletrodo
impresso contendo MWCNTSs. O eletrodo de trabalho foi confeccionado misturando-
se 9,5 g de tinta de grafite com 0,5 g de uma dispersdo de MWCNTs-CTAB
(1 mg/mL) e em seguida colocado em um dessecador durante 1 h até a evaporacéo
da &gua, formado entdo, uma tinta de grafite modificada com MWCNTs-CTAB. A
area do eletrodo de trabalho obtida foi delimita em 0,0314 cm?. Para quantificacdo
de MTX foi utilizada a técnica de SWV e obtiveram uma curva analitica no intervalo
de concentracdo de 5,0 x 107" a 1,0 x 10~* mol L™, com limite de deteccdo de 1,0 x
107 mol L™, sendo que a recuperacdo de MTX 2,5 x 10> mol L™* variou de 96,0 a
116,6%.

1.6.2 Propiltiouracil (PTU)

O propiltiouracil (PTU) € um farmaco utilizado para o tratamento do
hipertireoidismo, uma doenca que esta relacionada com a anormalidade da glandula
da tiredide, sendo que essa glandula é essencial para muitos processos fisioldgicos,
pois é responsavel pela producéo de trés horménios de extrema importancia para o
controle do funcionamento do corpo humano, a saber: tiroxina e triiodotironina,
horménios responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento e, a calcitonina, um
horménio de importancia para o metabolismo do célcio. Porém, essa glandula pode

sofrer anormalidades como o hipotireoidismo e o hipertireoidismo >

O excesso de horménio tireoidiano é chamado de hipertireoidismo,
acelerando o metabolismo, causando sintomas como, sudorese, palpitacdes, perda
de peso e ansiedade. A producdo de pouco hormonio tireoidiano € chamado de
hipotireoidismo e pode causar fadiga fisica, ganho de peso e lentiddo, bem como
depressao, incapacidade de concentracéo e problemas de memoria.

O hipotireoidismo € tratado com a reposicdo hormonal e ndo ha
farmacos para o tratamento dessa doenca. Para o hipertireoidismo podem ser
tratados farmacologicamente com iodo radioativo, farmacos da classe dos

tioureilenos e com iodo/iodeto®.
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O Propiltiouracil (PTU, 6-propil-2-tiouracil), FIGURA 1.13, pertencente a
classe dos tioureilenos, farmaco amplamente utilizado no tratamento de
hipertiroidismo. A acédo desta droga ocorre por meio da inibicdo da atividade da
tireoperoxidase da glandula tiredide, e age nha conversdo de tiroxina a

triiodotironina®’.

OH

N

FIGURA 1.13 — Estrutura molecular PTU.

Véarios métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a quantificacao
de PTU em amostras farmacéuticas e biolégicas. Esses métodos incluem HPLC com
deteccéo espectrofotométrica® e quimiluminescéncia®, titulacdo

6567 O método

espectrofotométrica®® e coulométrica® e métodos voltamétricos
preconizado pela Farmacopeia Britanica para determinacdo de PTU em formulacdes
farmacéuticas é titulacdo potenciométrica®®. A seguir, descreve-se uma breve
revisdo de alguns procedimentos eletroanaliticos para a determinacao de PTU.

SARNA e FIJALEK®® estudaram o comportamento eletroquimico de
farmacos utilizados para o tratamento do hipertireoidismo, como metimazol (MTZ),
carbimazol (CM), metiltiouracil (MTU) e propiltiouracil (PTU) com diferentes eletrodos
como mercurio, ouro e carbono vitreo. A técnica de voltametria ciclica (“Cyclic
Voltammetry — CV”) apresentou uma curva analitica no intervalo de concentragcéo
para 0 PTU de 1,0 x 10 a 5,0 x 10 mol L™, e para a técnica de SWV a curva
analitica apresentou uma faixa linear de concentracéo de 1,0 x 10™* a 8,0 x 10™* mol
L™ . Para ambas as técnicas foi utilizado o eletrodo de ouro. Com o auxilio de uma
microbalanca de quartzo os autores estudaram o comportamento dos produtos
formados na oxidacdo do MTZ e PTU e concluiram que estes sdo adsorvidos na
superficie do eletrodo de ouro em eletrélito suporte de KCI 0,1 mol L.

Foi desenvolvido por SHAHROKHIAN et al.°®® um eletrodo de pasta de
carbono modificado com complexo de cobalto ((CoClSal), 4 — clorosalofeno de
cobalto (Il)) para a determinacdo do PTU em amostras farmacéuticas, utilizando a

técnica de DPV em eletrélito suporte tampdo acetato 0,1 mol L™, pH 4. A curva
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analitica foi linear para as concentracées de PTU de 5,0 x 10°a 5,0 x 10 mol L™,
com limite de deteccéio de 2,0 x 10™° mol L™ e as recuperaces em soro biolégico
para o0 método proposto foi de 98,2 a 111,8 %.

Em outro trabalho, SHAHROKHIAN e SABERI®" desenvolveram um
método voltamétrico indireto para a determinacdo de PTU e MTU em amostras
farmacéuticas e fluidos biologicos, utilizando o eletrodo de carbono vitreo. O método
indireto descrito pelos autores se baseia no aumento do sinal analitico do catecol 1,0
x 10~ mol L™ com a adic&o de solucdes de PTU e MTU. A proposta do mecanismo
da resposta analitica esta relacionada com a reacdo do produto da oxidacao
eletroquimica do catecol (o-quinona) que é rapidamente consumido na reacdo de
espécies que contém os grupos tidis (PTU e MTU). O aumento da corrente anddica
do catecol mostrou uma relacéo linear com as concentracdes PTU e MTU, para o
PTU essa relacdo foi de 1,0 x 10" a 1,0 x 107> mol L™, com limite de deteccdo de
5,0 x 10° mol L™,

1.6.3 Propranolol (PROP) e Verapamil (VPM)

PROP e VPM sédo farmacos utilizados para o tratamento da
hipertensdo arterial. Esta doenca € caracterizada pelo aumento da presséo
sanguinea nas artérias, o que faz com que o coracdo trabalhe mais para fazer
circular o sangue através dos vasos sanguineos, ocorrendo danos as artérias em
diversas partes do organismo, podendo ocasionar as seguintes patologias®’:

»  coracao - o infarto, miocardiopatia e a insuficiéncia cardiaca.
»  cérebro - o acidente vascular cerebral (AVC).
> rins - insuficiéncia renal.

A hipertensédo é considerada uma doenca silenciosa e por apresentar
riscos a sociedade faz-se uso de farmacos chamados de agentes anti-hipertensivos,
estes podem ser classificados de acordo com o local de acdo, como:
> Diuréticos, sdo farmacos que atuam no rim;
> Simpaticoliticos, sdo farmacos que reduzem a pressédo arterial pela reducéo

da resisténcia vascular periférica;

> Vasodilatadores, que reduzem a presséo relaxando o muasculo liso vascular;


http://pt.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1rmaco
http://pt.wikipedia.org/wiki/Rim

INTRODUCAO 17

> Bloqueadores dos canais de Ca®*, bloqueiam a producdo, o que reduz a
resisténcia vascular periférica e o volume de sangue;
> Inibidores da enzima conversora de angiostensina;
> Antagonistas dos receptores de angiostensina Il.
O Propranolol (PROP), 1l-isopropilamino-3-(1-naftiloxi)-2-propranolol,
FIGURA 1.14, é uma droga classificada como antagonista 3-bloqueador adrenérgico

nao seletivo amplamente utilizado para tratar a hipertenséo e arritmias cardiacas.

Q28
9@

FIGURA 1.14 — Formula estrutural do propranolol

Sao descritos na literatura varios métodos para a determinacao de

PROP em formulagdes farmacéuticas como  espectrofotométrico® "2,

375 cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)™®™ e

espectrofluorimétrico
quimiluminescéncia combinada com analise por injecdo em fluxo®®. No entanto,
alguns destes métodos apresentam desvantagens, tais como custo elevado, tempo
de andlise e pré-tratamento da amostra prolongado. As técnicas voltamétricas
apresentam algumas vantagens em relacéo as citadas anteriormente como, rapidez
e baixo custo e, geralmente ndo € preciso um pré-tratamento prolongado da
amostra. O método recomendado pela Farmacopéia Brasileira® é o método
espectrofotométrico com absor¢cédo no comprimento de onda em 290 nm.

A seguir, descreve-se uma breve revisdo de alguns métodos
eletroanaliticos com diferentes eletrodos para a determinacdo de PROP em
formulacées farmacéuticas®®®8.

AMBROSI et al.®® determinaram PROP em amostras farmacéuticas
utilizando a técnica de voltametria de pulso normal (“Normal Pulse Voltammetry -

NPV?”) utilizando o eletrodo de ouro. Nesse trabalho os autores obtiveram uma faixa


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bloqueadores_dos_canais_de_c%C3%A1lcio
http://pt.wikipedia.org/wiki/IECA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Antagonista_do_receptor_da_angiotensina
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linear de concentracdo de 1,0 x 107° a 2,0 x 10~ mol L™, com um limite de deteccao
de 5,0 x 10" mol L™,

BARANOWSKA® e colaboradores estudaram o comportamento
eletroquimico de PROP e de seus metabdlitos em tampéo BR (pH 3), utilizando o
eletrodo de carbono vitreo. A curva analitica obtida foi linear no intervalo de
concentracdo de PROP de 4,0 x 10° a 1,3 x 10 mol L™, com um limite de
deteccéo de 1,4 x 10°° mol L. O método foi aplicado para amostras de urina de trés
pacientes diferentes, sendo obtidas recuperac¢des em torno de 92%.

Ap6s a modificacdo da superficie do eletrodo GC com Nafion,
NIGOVIC et al.®” desenvolveram um método para a determinacdo de farmacos f-
bloqueadores, tais como o propranolol e bisopropolol em &cido sulfarico 0,1 mol L™,
utilizando a técnica voltamétrica de redissolucao anddica de onda quadrada, a curva
analitica obtida foi linear no intervalo de concentracdo para o PROP de 8,0 x 10°® a
6,0 x 10" mol L™*, com limite de deteccdo de 1,3 x 10° mol L ™.

E descrito na literatura o desenvolvimento de um eletrodo compdsito &
base de MWCNTs-borracha de silicone (BS), para determinacdo de PROP. Neste
trabalho, DOS SANTOS e colaboradores®estudaram as proporcdes de MWCNTs e
de BS, utilizando as técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica, a proporcdo que apresentou melhor resposta analitica para o
compoésito foi de 70% e 30% (m/m) de MWCNTs e BS, respectivamente. Neste
trabalho foram estudadas as técnicas de SWV e DPV para a determinagdo de
PROP. Para a técnica de DPV, foi obtida uma curva analitica no intervalo de
concentracdo de 5,0 x 10" a 7,0 x 10° mol L™, com limite de deteccdo de 1,2 x 10~
mol L™, e para a técnica de SWV, obteve-se uma curva analitica com uma faixa

linear de concentracéo de 3,0 x 10~ a 5,4 x 10°° mol L™, com limite de detecc¢éo de

7,8 x 10® mol L™. Os autores aplicaram as duas técnicas voltamétricas para a
determinacdo de PROP em formulagbes farmacéuticas, ambas mostraram bons
resultados quando comparados com o método oficial da Farmacopéia Brasileira®*.
SARTORI et al.® utilizaram o eletrodo de diamante dopado com boro
(BDD) para a determinacdo de PROP e Atenolol (ATN) em formulagbes
farmacéuticas. Neste trabalho também foram avaliadas as técnicas voltamétricas de
DPV e SWV, e a que apresentou melhor resposta para PROP e ATN foi a técnica

SWV. A curva analitica apresentou uma faixa linear de concentragcéao, para PROP e
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ATN de 2,0 x 107 a2 9,0 x 10° mol L™ e de 2,0 x 10° a 4,1 x 10 mol L™ com
limites de deteccéo de 1,8 e 9,3 x 107 mol L™ respectivamente. As recuperacées
obtidas para o ATN foram de 93,9% a 105,0% e para PROP de 92,5% a 106,0%

O verapamil (VPM), 5-[N-(3,4-dimetoxifeniletil)metilamino]-2-(3,4-
dimetoxifenil)-2-isopropilvaleronitrilohidrocloreto, FIGURA 1.15, € um farmaco
pertencente a classe dos bloqueadores de canal de calcio, sua acdo € sobre o
sistema cardiovascular, proporcionando dilatacdo das artérias e como consequéncia
a reducdo da pressdo arterial. Esse farmaco pode ser usado no tratamento de
pacientes com dor no peito e certos tipos de arritmias cardiacas. Os principais

efeitos colaterais séo tonturas, reducéo do ritmo cardiaco, enj6éo, dores de cabeca.

CHj
H5C CN CHj
N OCHs

HsCO OCHj
OCHs

FIGURA 1.15 — Formula estrutural do Verapamil.

Sao descritos na literatura métodos para determinacdo de VPM em
formulacées farmacéuticas, tais como: espectrofotométricos’ 3,
potenciométricos **°°, condutométrico®®, HPLC**°* e voltamétricos.'?'%*. O método
recomendado pela Farmacopeia Brasileira® para determinacdo de VPM em
comprimidos é o método espectrofotométrico com absorgdo no ultravioleta no
comprimento de onda em 278 nm .

SEMAAN et al.'®? desenvolveram um eletrodo compésito & base de
grafite-poliuretana para a determinacédo de VPM. Os autores avaliaram trés técnicas
voltamétricas, como voltametria ciclica, pulso diferencial e onda quadrada para

determinacdo de VPM em formulacdes farmacéuticas. Empregando-se voltametria
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ciclica, a curva analitica foi linear no intervalo de concentracéo de 1,0 x 10 a 4,0 x
10~ mol L™ com um limite de deteccéo de 3,0 x 10° mol L™ . Quando a técnica
DPV foi empregada a curva analitica variou de 2,0 x 10° mol L™ a 3,0 x 10™ mol
L™, com limite de deteccéo de 7,0 x 10”7 mol L™, e finalmente, para a técnica de
SWV, ela foi linear de 2,0 x 10°® mol L a 1,4 x 10 mol L™ com limite de deteccéo
de 7,0 x 107" mol L™, sendo que a técnica que apresentou melhor sensibilidade foi a
SWYV, apesar de possuir uma linearidade menor que a aquela obtida empregando-se
a técnica de DPV.

Ha na literatura trabalho que se utiliza a técnica de redissolucao
anddica com o eletrodo de gota pendente de mercurio (HDME) para determinacao
de VPM. KASIM et al.'® utilizaram esse método com o eletrodo descrito, e
determinaram VPM em formulacBes farmacéuticas. Os autores obtiveram uma
curva analitica com uma faixa linear de concentracdo de 1,0 x 10®a 1,0 x 10~ mol
L™ e um limite de deteccéio de 1,0 x 107" mol L™.

DEMIRCAN et al.'® estudaram o comportamento eletroquimico do
VPM utlizando o eletrodo GC e verificaram que o VPM  apresenta um
comportamento irreversivel para intervalo de pH de 2,0-12. Os autores avaliaram
duas técnicas voltamétricas, a de DPV e SWV, ambas apresentaram a mesma faixa
linear de concentracdo de 8,0 x 10" a 1,0 x 10~* mol L™* e limites de deteccéo de 1,6
x 107" mol L™ e 1,3 x 107/, respectivamente para DPV e SWV. As recuperacdes

média ficaram em torno de 90%.



CAPITULO 2 - OBJETIVOS E
JUSTIFICATIVAS
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

No presente trabalho de doutorado tem-se como proposta a
modificacdo da superficie do eletrodo de carbono vitreo com filme de dihexadecil
hidrogénofosfato (DHP) ou hidrocloreto de poli(allamina) (PAH) contendo
incorporados nanotubos de carbono para a determinacdo de Metotrexato (MTX),
Propiltioracil (PTU), Propranolol (PROP) e Verapamil (VPM) em formulacbes
farmacéuticas. O emprego dos nanotubos de carbono tem como objetivo aumentar a
eficiéncia dos processos de transferéncia de elétrons e as propriedades
eletrocataliticas dos eletrodos e, com isto, espera-se obter eletrodos com maior
seletividade e menor limite de deteccdo (maior detectabilidade) para os analitos

estudados.



CAPITULO 3 - PARTE
EXPERIMENTAL
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo relatados o0s procedimentos experimentais
utilizados no desenvolvimento do trabalho, assim como uma descricdo da

instrumentacao (equipamentos, eletrodos e célula eletroquimica).
3.1 Instrumentacéo

Para as medidas voltamétricas foi utilizado um
potenciostato/galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30 (Ecochemie) interfaciado a um
computador e gerenciado pelo programa GPES 4.0.

As medias de pH das solucdes foras feitas utilizando-se um pH-metro
Orion modelo EA 940 acoplado a um eletrodo combinado de vidro, com um eletrodo
de referéncia interno de Ag/AgCl, contendo uma solucédo de KCI 3,0 mol L™,

As massas foram aferidas com o auxilio de uma balanca analitica
Mettler, modelo H10 com precisédo de + 0,1 mg e uma balanca analitica Shimadzu,
modelo AUW220D com precisédo de + 0,01 mg.

Para a homogeneizagdo das dispersdes formadas com os CNTs, foi
usado um banho ultrassénico UNIQUE, modelo ultraclean 1400 A.

As medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatografo
modelo LC-10AT Shimadzu com detector de UV-vis modelo SPD-M10AVP com uma
coluna C;g Shim-Pack CLC-ODS (4,6 x 150 mm, 5 ym) e um injetor manual com
alca de amostragem de 50 pL.

As determinacdes espectrofotométricas foram feitas em um
espectrofotometro Shimadzu UV-2550 usando uma cela de quartzo de 1 cm de
caminho 6ptico.

3.2 Reagentes

Nanotubos de carbono de paredes mudltiplas (20-30 nm de diametro, 1-
2 nm de espessura de parede e 0,5 - 2,0 um de comprimento, com pureza minima
de 95 %) foram adquiridos da Aldrich.

Os reagentes MTX, PTU, PROP e VPM, DHP e PAH foram obtidos da
Sigma. Todos os demais reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico.
Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura obtida de um sistema Milli-
Q Gradient.
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3.3 Solucdes Estoque

As solucdes estoque de MTX 0,010 mol L* foram preparadas
diariamente dissolvendo-se uma massa de 22,72 mg de MTX em 5,0 mL de &cido
sulfarico 0,10 mol L™.

As solucdes estoque de PTU 0,010 mol L* foram preparadas
diariamente dissolvendo-se uma massa de 8,51 mg de PTU em 5,0 mL de tampéao
BR 0,10 mol L™ (pH 2,0).

As solugbes estoque de PROP 0,010 mol L™ foram preparadas
diariamente dissolvendo-se uma massa de 14,79 mg de PROP em 5,0 mL de &cido
sulfarico 0,25 mol L™.

As solucbes estoque de VPM 0,010 mol L foram preparadas
diariamente dissolvendo-se uma massa de 24,55 mg de VPM em 5,0 mL de acido
sulfarico 0,010 mol L™. A solucao estoque de acido sulfarico, utilizado como eletrdlito
suporte, foi preparada pela diluicdo do acido concentrado para se obter uma
concentracao final de 0,50 mol L™,

As solucbes de tampado acetato, utilizadas como eletrélito suporte,
foram preparadas adicionando-se solucdes de acetato de sédio 0,20 mol L™ e &cido
acético 0,2 mol L™ nas devidas proporcées de acordo com o pH desejado

Solucdes de fosfato de sodio 0,2 mol L™ e acido fosférico 0,20 mol L™
foram misturadas nas devidas propor¢des, de acordo com o pH desejado, para o
preparo das solucdes de tampao fosfato, utilizado como eletrdlito suporte.

Todas as dilui¢cdes, foram realizadas a partir das solucfes estoque, em

eletrdlito suporte.

3.4 Tratamento dos MWCNTSs

Foram misturados 50 mg de MWCNTs em 100,0 mL de uma solucéo
de &cidos sulfarico e nitrico concentrados, na propor¢do 3:1 v/v, respectivamente.
Essa mistura foi mantida sobre agitacdo durante 12 h a temperatura ambiente. Apos
esse tempo, os CNTs foram lavados com agua ultrapura até atingir um pH entre 6,5 -
7,0. Para a separagdo dos CNTs da agua empregou-se uma centrifuga de bancada,
sendo a agua sobrenadante retirada com o auxilio de uma bomba peristéltica.
Finalmente, os nanotubos funcionalizados remanescentes no tubo foram secos por
12 h em uma estufa a 105 °C*8,
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3.5 Limpeza dos Eletrodos de Carbono Vitreo (GC)

Os eletrodos de carbono vitreo (GC) de 5,0 milimetros de diametro
usados neste trabalho, antes da modificagdo da superficie, foram polidos
sequencialmente com pano para polimento e suspensdes de alumina 0,1 e 0,05 um,
para a obtencdo de uma superficie espelhada. Em seguida, lavou-se com &agua
destilada em abundancia, e posteriormente estes foram sonicados com &gua

ultrapura, por 3 minutos.

3.6 Preparacao do Filme MWCNTs-DHP/GC

Em um microtubo de centrifugacdo de volume de 1,5 mL foi preparada
a dispersdo de MWCNTs-DHP da seguinte maneira; 1,0 mg de DHP com 1,0 mg de
MWCNTSs tratados quimicamente com 1,0 mL de agua ultrapura, essa mistura foi
deixada em banho ultrassénico por 1h 30 min para formacdo de uma dispersao
homogénea de MWCNTs-DHP. Com o auxilio de uma micropipeta foram
adicionados um volume de 20 uL da dispersdo de MWCNTs-DHP sobre a superficie
polida do GC (5 mm de diametro) e deixou-se secar por 5 horas a temperatura

ambiente.

3.7 Preparacédo do Filme MWCNTs-PAH/GC

A dispersao MWCNTs-PAH foi preparada em um microtubo de
centrifugacéo (volume de 1,5 mL), adicionando-se 1,0 mg de PAH com 1,0 mg de
MWCNTs tratados quimicamente em 1,0 mL de &gua ultrapura. Essa mistura foi
entdo deixada em banho ultrassénico por 20 min para formagéo de uma dispersao
homogénea de MWCNTs-PAH. Com o auxilio de uma micropipeta foram adicionados
volumes de 20 pL da dispersdo de MWCNTs-PAH sobre a superficie polida do GC e

deixou-se secar por 2 horas a temperatura ambiente.

3.8 Célula Eletroquimica

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula de
vidro de compartimento Unico com volume de 15,0 mL, confeccionada em vidro
Pyrex, contendo uma aliquota de 10,0 mL de eletrdlito suporte e um sistema

constituido de trés eletrodos:
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e eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™);

e contra eletrodo, uma placa de platina;

e eletrodo de trabalho, eletrodo de GC com os filmes de  MWCNTSs-
DHP ou MWCNTs-PAH.

3.9 Amostras

As amostras farmacéuticas foram adquiridas no comércio local na
forma de comprimidos e analisadas empregando-se 0s métodos propostos e
métodos de referéncia.

Para a determinacdo das amostras, vinte comprimidos foram
devidamente macerados com a ajuda de um almofariz e pistilo e, entdo, pesadas as
devidas massas. As massas correspondentes as concentracfes desejadas para
cada principio ativo foram transferidas para baldes volumétricos de 50,0 mL e as
solucdes resultantes foram deixadas em banho ultrass6nico. Aliquotas de 200 uL de
cada solucdo foram diluidas em 5,0 mL nos devidos eletrélitos suporte. Para as
medidas voltamétricas, volumes das solucfes diluidas dos analitos de interesse
foram adicionados na célula eletroquimica contendo 10,0 mL de eletrélito suporte

com sistema de trés eletrodos.



CAPITULO 4 - RESULTADOS E
DISCUSSAQO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente serdo apresentados os estudos da area ativas e
morfolégicas dos eletrodos de carbono vitreo (GC), de carbono vitreo
modificado com filme de DHP (DHP/GC) e PAH (PAH/GC) e dos eletrodos de
carbono vitreo modificado com filme de MWCNTs-DHP (MWCNTs-DHP/GC) e
com MWCNTs-PAH (MWCNTs-PAH/GC), sendo apresentados em seguida os
resultados do desenvolvimento dos métodos voltamétricos propostos para a

determinacao dos analitos de interesse.

4.1 Estudo da area eletroativa do eletrodo de GC, DHP/GC e
MWCNTs-DHP/GC

Empregando-se a equacdo de Randles-Sevcik'®®*%’, Equacdo 1,
foi possivel calcular a area ativa dos eletrodos de GC, DHP/GC e MWCNTs-
DHP/GC empregando-se a técnica de voltametria ciclica em diversas
velocidades de varredura e solucéo de Ks[Fe(CN)g] 2,0 x 1072 mol L™ em KCI

0,1 mol L™, como apresentado a seguir:
I=2,69x%x10%5.n32 A.C.D.v"/? (Eq.1)

sendo | a corrente de pico, A a area eletroativa (cm?), D o coeficiente de
difus&o (6,2 x 10° cm? s n o nimero de elétrons envolvidos na reacéo, v
a velocidade de varredura (V s™), e C a concentracdo da espécie em solucdo
(mol cm™3).

Sao apresentados na FIGURA 4.1, os voltamogramas obtidos
para uma solucéo de hexacianoferrato () de potassio 2,0 x 10~ mol L™ em
KCI 0,1 mol L™, para os eletrodos de GC (A), DHP/GC (B) e MWCNTs-DHP/GC
(C) respectivamente, em diversas velocidades de varredura. A dependéncia da
corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de varredura foram

inseridos nas respectivas figuras (A, B e C).
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FIGURA 4.1 — Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de 2,0 x 1073 mol

L™* de hexacianoferrato (lIl) de potassio em KCI 0,1 mol L™, nas velocidades de
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varredura de: (a) 10; (b) 20; (c) 30; (d) 40; (e) 50; (f) 75 e (g) 100 mV s,
utilizando os eletrodos de GC (A), DHP/GC (B) e MWCNTs-DHP/GC (C).
Insergdes: relagao da corrente de pico com a velocidade de varredura elevado
a raiz quadrada, empregada para calcular a area ativa dos eletrodos GC (A),
DHP/GC (B) e MWCNTs-DHP/GC (C).

Como pode ser observado nestas figuras, ha uma relacéo linear
entre intensidade de sinal analitico com a raiz quadrada da velocidade de
varredura de potenciais. Assim, os coeficientes angulares obtidos para cada
equacdo da reta foram iguais a 1,35 x 10 para o GC, 1,74 x 10 para
DHP/GC, e 2,04 x 10™* para o MWCNTs-DHP/GC.

Empregando-se a Equacgéo 1 e os coeficientes angulares obtidos,
foi possivel entdo, estimar as areas ativas dos eletrodos estudados. Os valores
encontrados foram de 0,100, 0,050 e 0,155 cm? para GC, DHP/GC e MWCNTs-
DHP/GC, respectivamente. O eletrodo de carbono vitreo modificado com filme
de DHP e nanotubos de carbono apresentou um valor de area ativa de 1,5
vezes maior quando comparado ao eletrodo de carbono vitreo e trés vezes
maior em relacdo ao eletrodo modificado apenas com filme de DHP (DHP/GC),
demonstrando assim, que o DHP nao é o responsavel pelo aumento da
intensidade de corrente, e que o mesmo, dificulta a transferéncia de elétrons
e/lou difusdo das espécies eletroativas até a superficie do eletrodo base,
diminuindo desta maneira a intensidade de sinal analitico. Esses resultados ja

foram encontrados em outros trabalhos do grupo®*%

quando empregou-se
esse polimero que forma filmes de baixa condutividade elétrica. No entanto,
quando os CNTs sao incorporados no filme polimérico h4 um aumento
significativo da area ativa de eletrodo e também do sinal analitico, como podera
ser observado na sequéncia destes estudos. Outra vantagem do emprego
deste polimero € a boa estabilidade do filme polimérico contendo os CNTs
imobilizados, estando estes resultados em boa consonancia com aqueles

apresentados na literatura®*%°.

Sendo assim, empregou-se o0 eletrodo
MWCNTs-DHP/GC no procedimento eletroanalitico para a determinagdo de

MTX em produtos farmacéuticos.
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4.2 Estudo da area eletroativa do eletrodo de GC, PAH/GC e
MWCNTs-PAH/GC

Na FIGURA 4.2 sao apresentados os voltamogramas obtidos para
os eletrodos GC (A) (ndo é o mesmo que foi usado no estudo anterior com o
DHP), GC com o filme de PAH (PAH/GC) (B) e com nanotubos de carbono
(MWCNTs-PAH/GC) (C), empregando-se a técnica de voltametria ciclica em
diferentes velocidades de varredura (de 10 a 100 mV s™), em eletrélito suporte
KCI 0,1 mol L™ na presenca de Ks[Fe(CN)g] 1,0 x 10~ mol L™ . Nas insercdes,
em cada uma das figuras, encontram os graficos de corrente de pico em funcéo

da velocidade de varredura de potencial elevado a meio.
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FIGURA 4.2 — Voltamogramas obtidos na presenca de 1,0 x 102 mol L™ de
hexacianoferrato (Ill) de potassio em KCI 0,1 mol L™?, nas velocidades de
varredura de: (a) 10; (b) 20; (c) 30; (d) 40; (e) 50; () 75 e (g) 100 mV s,
utilizando os eletrodos de GC (A) PAH/GC (B) e MWCNTs-PAH/GC (C).
Insercbes: relacdo da corrente de pico com a velocidade de varredura de
potenciais elevado a meio, empregada para calcular a area ativa dos eletrodos
GC (A), DHP/GC (B) e MWCNTs-DHP/GC (C).

Observa-se em cada um destes estudos, uma relacao linear entre
a intensidade do sinal analitico (lpa) pela raiz quadrada da velocidade de
varredura de pontecial, apresentando coeficientes angulares iguais a, 9,03 x
10™; 1,74 x 10 e de 4,00 x 10 para os eletrodos GC, PAH/GC e MWCNTSs-
PAH/GC, respectivamente. Empregando-se a relacdo de Il Vs v’? e a
Equacao 1, foi possivel estimar as areas ativas para estes eletrodos que foram
iguais a 0,190, 0,179 e 0,597 cm? para GC, PAH/GC e MWCNTs-PAH/GC,
respectivamente. O eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de PAH e
nanotubos de carbono (MWCNTs-PAH/GC) apresentou um valor de area ativa
de 3,14 e 3,39 vezes maior quando comparado aos eletrodos de GC e
PAH/GC. Observa-se também que ndo ha grandes diferengas das areas ativas
para os eletrodos de GC e PAH/GC, indicando que o PAH nao dificulta a
difusdo das espécies eletroativas pelo filme polimérico ou dificulta a

transferéncia de elétrons. O eletrodo MWCNTs-PAH/GC foi 0 que apresentou
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maior area ativa, sendo este o eletrodo selecionado nos procedimentos
eletroanaliticos para as determinagbes de PTU, PROP e VPM, analitos

estudados posteriormente ao estudo do MTX.

4.2.1 Caracterizagdo dos filmes por MEV

Para a caracterizacdo dos diferentes filmes estudados, foi utilizada a
técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV), as imagens obtidas séo

apresentadas a seguir.

Na Figura 4.3 é apresentado MEV obtido para os filmes de DHP (A) e
MWCNTs-DHP (B).
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FIGURA 4.3 — Imagens de MEV dos filmes: DHP (A) e MWCNTs-DHP (B),

imagens obtidas da tese de doutorado do Bruno C. Janegitz**°

Observa-se na FIGURA 4.3 (B) que o0s nhanotubos estdo
recobertos pelo DHP e ha uma distribuicdo uniforme, tanto do DHP (A) quanto
do MWCNTs-DHP (B) sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo.

Na FIGURA 4.4 sdo apresentados as imagens obtidas para os
filmes de PAH (A) e MWCNTs-PAH (B). Observa-se uma boa homogeneidade
para ambos os filmes sobre a superficie do carbono vitreo. Nota-se que na
FIGURA 4.4 (B) os MWCNTs estdo mais expostos nesse filme que os
MWCNTs no DHP, provavelmente € por esta razdo que eletrodo MWCNTs-
PAH/GC apresentou uma area ativa maior quando comparado com o eletrodo
MWCNTs-DHP/GC.
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A

FIGURA 4.4 — Imagens de MEV dos filmes: PAH (A) e MWCNTs-PAH (B).
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4.3 Determinacéo de Metotrexato (MTX)

Nesta parte do trabalho foi utilizado o eletrodo de carbono vitreo
modificado com MWCNTs-DHP.

4.3.1 Estudo do comportamento voltamétrico do MTX

Inicialmente foi realizado um experimento utilizando a técnica de
voltametria ciclica para verificar o comportamento eletroquimico do MTX. As
condigBes experimentais iniciais foram: eletrélito suporte tampéo fosfato 0,1
mol L™ (pH 6,0) com a concentracdo de MTX 1,0 x 10~2 mol L™, tempo de
agitacdo inicial de 180 s com velocidade de varredura de 50 mV s™. Na
FIGURA 4.5 sdo apresentados os voltamogramas ciclicos para o0 MTX 1,0 x
10 mol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,0) empregando-se o eletrodo
MWCNTs-DHP/GC. Como pode ser observado nesta figura, ha um pico de
oxidacdo do MTX em torno de 0,75 V, sendo que a intensidade deste pico
anodico diminui acentuadamente no segundo ciclo, indicando assim um
processo de adsor¢cdo do MTX e/ou do produto de oxidagcdo do MTX na
superficie do eletrodo MWCNTs-DHP/GC. Na mesma figura também pode ser
observado que o processo de oxidacdo do MTX ndo € acompanhado do pico
de reducdo, o que indica que a reacdo de oxidacdo do MTX é um processo
irreversivel, estando em consonancia com os resultados apresentados na

literatura®>"’.

100
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— 2°ciclo
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FIGURA 4.5 — Voltamogramas ciclicos obtidos a partir da oxidagdo de MTX 1,0

x 10~ mol L™ em tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 6,0 com velocidade de
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varredura 50 mV s com o eletrodo de MWCNTs-DHP/GC, 1°(—) e 2° (=)

ciclo.

Posteriormente, avaliou-se o comportamento eletroquimico do
MTX em relacdo aos eletrodos de carbono vitreo (GC), carbono vitreo com o
filme de DHP (DHP/GC) e carbono vitreo com DHP e nanotubos de carbono
(MWCNTs-DHP/GC) utilizando a técnica de voltametria ciclica. Na FIGURA 4.6
sdo mostrados os estudos realizados nas seguintes condicdes: tampao fosfato
0,1 mol L™ pH 6,0 como eletrélito suporte e concentracdo de MTX 1,0 x 10
mol L™, tempo de agitacdo de 180 s, velocidade de varredura de 50 mV s™.

Como pode ser observado na FIGURA 4.6, hd um ligeiro aumento
das correntes anddicas de oxidacdo do analito em potencial de 0,93 V
empregando-se os eletrodos GC e DHP/GC. Por outro lado, empregando-se 0
eletrodo  MWCNTs-DHP/GC, pode ser observado um deslocamento do
potencial para 0,74 V e um aumento na corrente de pico anddico para a

oxidag&o do MTX, mostrando assim o efeito eletrocatalitico™****

proporcionado
pelo emprego dos nanotubos de carbono imobilizados no eletrodo de carbono
vitreo. No eletrodo DHP/GC, observa-se uma diminuicdo da intensidade de
corrente em comparacdo ao eletrodo GC, devido a diminuicdo da difusdo do
analito no filme polimérico e também devido a dificuldade da transferéncia
elétrons neste eletrodo, por tratar-se de um filme ndo condutor. No entanto, a
presenca do CNTs imobilizados no polimero, o processo eletroquimico é
facilitado, obtendo-se um potencial de oxidacdo menor e sinal analitico muito

maior.
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FIGURA 4.6 — Comparacao entre os eletrodos GC (==), DHP/G-C (=) e

MWCNTs-DHP/GC (=), em eletrélito suporte: tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH

6,0); tempo de agitacdo de 180 s, no processo de oxidacédo do MTX (1,0 x 107

mol L™).

Considerando-se que ha adsorcdo do analito na superficie do
eletrodo modificado com CNTSs, desenvolveu-se um método de redissolucéo

com pré-concentracdo do MTX.

4.3.2 Estudo do Eletrolito Suporte

Utilizando a técnica de voltametria de redissolucdo anddica de
onda quadrada (SWAJASV, do inglés: “Square Wave Adsorptive Anodic
Stripping Voltammetry”) foram estudados os diferentes eletrélitos suportes, a
saber: tampéao fosfato, tampao Britton-Robinson (BR), tampéo acetato, cloreto
de sdodio e acido sulftrico, os voltamogramas obtidos sdo apresentados na
FIGURA 4.7 (A) . O eletrélito que proporcionou a melhor resposta em termos
de intensidade do sinal analitico foi o acido sulfurico, apesar do potencial de
oxidacdo do MTX ter se deslocado para potencias mais positivos, nesse
eletrolito foi aquele que proporcionou uma melhor definicdo do pico de

oxidacdo, bem como um aumento significativo do sinal analitico em relacédo aos
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proporcionados pelos outros eletrdlitos. Portanto, o meio eletrolitico
selecionado para a realizacdo das medidas voltamétricas foi o acido sulfurico.
Apos selecionar o acido sulfurico como eletrdlito suporte, estudou-
se a influéncia da concentracédo desse eletrolito suporte sobre o sinal analitico.
Os voltamogramas obtidos neste estudo sédo apresentados na FIGURA 4.7 (B).
Observa-se que o potencial de oxidacao € pouco influenciado pela variacdo da
concentracdo do acido sulfdrico. Nota-se, no entanto, um aumento significativo
da intensidade da corrente de pico com o aumento da concentracdo do
eletrélito até a concentracdo de 0,1 mol L™, mantendo-se constante o sinal
analitico em concentracdes superiores. Portanto, o eletrélito e a concentracdo

selecionados para a determinacéo de MTX foi 0 H,S040,1 mol L™

—— H,S0,0,1mol L* A) — [H,50,10,010 mol L* (B)
—— KCl10,1 mol L™ 151 [H,50,10,050 mol L*
20— Tampé&o Acetato pH 5,6 — [H,50,10,20 mol L™
—— Tampéo BR pH 6,0 — [H,50,]0,25 mol L™
—— Tampéo Fosfato pH 6,0 10
<
=
S 5l
0-
0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 0,7 0,8 0,9 1,0
E/ V vs Ag/AgCl E/V vs Ag/AgCI

FIGURA 4.7 - (A) Voltamogramas de onda quadrada para o MTX (f = 60 s™%;
a =4 mV, AE = 5 mV) em diferentes eletrélitos suporte, e (B) diferentes
concentracdes de H,SO, para uma concentracdo de MTX de 1,0 x 10™ mol
L™

4.3.3 Tempo de Pré-Concentracéao

No estudo do tempo de pré-concentracdo do MTX sobre a
superficie do eletrodo MWCNTs-DHP/GC, as pré-concentragfes foram feitas
sem aplicagdo de potencial (em circuito aberto), uma vez que né&o foi
observado variacdo do sinal analitico maior do que 5 %, no intervalo de
potencial estudado de 0,8 a 1,0 V. No estudo da pré-concentracdo, empregou-

se uma solucdo de MTX 5,0 x 10 mol L™ e os parametros da técnica

11
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SWAJASV foram: f = 60 s™: a =4 mV e AE = 5 mV. A FIGURA 4.8 (A)
apresenta os voltamogramas obtidos para a técnica de SWV nos tempos de
pré-concentracdo variando de 60 a 360 s. Como pode ser observado na
FIGURA 4.8 (B), o tempo de pré-concentracdo que proporcionou a melhor
resposta quanto a intensidade de sinal e boa repetibilidade foi o tempo de 300
s. Em tempos superiores houve um decréscimo da intensidade da corrente de
pico de oxidacdo do MTX, devido a saturacdo da superficie do eletrodo de
trabalho com o analito, dificultando a difusdo do mesmo através do filme
polimérico.

25 22
A) — 605 (B)

20 /+/ ﬁ/.\\

15+

10+

All pA

07 08 09 10 14 100 200 300 400
E/V vs Ag/AgCI Tempo de Pré-Concentracéo (S)

FIGURA 4.8 - (A) Voltamogramas de onda quadrada (f = 60 s a = 4 mV;
AE = 5 mV) para a oxidacdo de MTX em &cido sulfarico 0,1 mol L em
diferentes tempos de pré-concentracdo. (B) Variacdo do pico de corrente com o
tempo de pré-concentracéo.

Portanto, a determinacéo do MTX foi realizada com tempo de pré-

concentracdo de 300 s.

4.3.4 Estudo da proporcao de DHP no filme

Foi avaliado o efeito da concentracdo de DHP na formacao da
dispersdo e do filme polimérico contendo os MWCNTs imobilizados sobre a
superficie do eletrodo de GC, utilizando a técnica SWAdASV (f=60s a =4
mV; AE = 5 mV) em &cido sulfdrico 0,1 mol L™. Para o preparo da disperséo
MWCNTs-DHP, a massa de MWCNTs foi mantida constante em 1,0 mg
variando-se a massa de DHP para volume final de 1 mL de agua deionizada
(solucéo). Investigaram-se neste estudos massas de DHP de 0,5, 1 e 2 mg. Os
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voltamogramas obtidos sdo apresentados FIGURA 4.9 e, é possivel observar
qgue o eletrodo modificado contendo as propor¢des 1:0,5 e 1:1 m/m MWCNTSs-
DHP foi o que apresentou o maior sinal analitico de oxidacdo do MTX, e em
proporcao igual/maior 2:1 observa-se a queda do sinal analitico.Assim, a

proporc¢éo escolhida foi de 1:1 m/m para os proximos estudos.

15

—— 1:0,5 (MWCNTs:DHP)
—— 1:1 (MWCNTs:DHP)
—— 1:2 (MWCNTs:DHP)

121

All pA
o

e — A

0,60 0,75 0,90
E/V vs Ag/AgCl

FIGURA 4.9 — Voltamogramas obtidos para diferentes propor¢cdes de DHP com
0s MWCNTSs na formagéo do filme de MWCNTs-DHP/GC.

4.3.5 Otimizacdo dos Parametros Voltamétricos para a

Determinacao de MTX

Apos os estudos do tempo de pré-concentracdo e do eletrélito
suporte para o MTX, foram estudadas as técnicas de voltametria de
redissolucdo de onda quadrada (SWAdASV) e de pulso diferencial (DPAdJASV)
com o proposito de se obter melhores sensibilidade e linearidade e maior
detectibilidade (menor limite de deteccdo) na determinacdo de MTX. Os
parametros estudados e os selecionados para a SWAJASV e DPAJASV séo
apresentados nas TABELAS 4.1 e 4.2.
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TABELA 4.1 — Parametros investigados na voltametria de redissolugédo anddica
de onda quadrada (SWAdASYV) e os valores selecionados para a determinacao
de MTX

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Frequéncia (s™) 10 — 50 20
Amplitude (mV) 5-60 35

Incremento de Varredura (mV) 1-7 5

TABELA 4.2 — Parametros investigados na voltametria de pulso diferencial
(DPAJASV) e os valores selecionados para a determinagao de MTX

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Velocidade de varredura (mV s™) 5-60 50
Amplitude de pulso (mV) 10 - 100 70
Tempo de modulagéao (ms) 5-30 20

4.3.6 Curvas Analiticas

ApOs a otimizagdo dos parametros das técnicas voltamétricas de
redissolucdo anddica, construiram-se as curvas analiticas adicionando-se
aliquotas da solucéo padréo de MTX 1,0 x 10°mol L™ em 10 mL de eletrélito
suporte H,SO4 0,1 mol L™, A FIGURA 4.10 apresenta os voltamogramas para
as técnicas de onda quadrada (A) e de pulso diferencial (B) para diferentes
concentragbes de MTX. As curvas analiticas obtidas para as técnicas

supramencionadas podem ser observadas na FIGURA 4.11 (A) e (B).
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FIGURA 4.10 — (A) Voltamogramas de redissolucao anddica de onda quadrada
para 0 MTX (f =20 s; a = 35 mV; 4E =5 mV) em H,SO, 0,1 mol L™, branco
(A); e nas concentracdes de 0,1 (B); 0,5 (C); 1,0 (D); 2,5 (E); 5,0 (F); 7,5 x 10°°
mol L™ de MTX (G). (B) Voltamogramas de redissolugédo anddica de pulso
diferencial para 0 MTX (v =50 mV s*; a = 70 mV; t = 20 mV) em H,SO, 0,1
mol L™, branco (A); e nas concentracdes de 0,05 (B); 0,075 (C); 0,10 (D); 0,25
(E):; 0,5 (F); 0,75 (G); 1,0 (H); 2,5 (1); 5,0 x 10°® mol L™* de MTX(J).

200

0 1 2 3 4 5 6 7 8 o 1 2 3 4 5
[MTX]/ umol L [MTX]/ umol L™

FIGURA 4.11 — Curvas analiticas obtidas para o0 MTX em H,SO,4 0,1 mol L™,
(A) por voltametria de redissolugdo anddica de onda quadrada e (B) voltametria

de redissolucdo anddica de pulso diferencial.
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Na TABELA 4.3 sdo apresentados os resultados obtidos para as
técnicas de voltametria de redissolucdo anddica de onda quadrada e de pulso
diferencial, tais como equacao da reta, linearidade de concentracdo de MTX,
coeficiente de correlacao (r) e limite de deteccéo (LD). O limite de deteccao foi
calculado pelo desvio padrao de dez voltamogramas do branco multiplicado por
trés, dividido pelo coeficiente angular da curva analitica.

TABELA 4.3 — Resultados obtidos para diferentes técnicas voltamétricas para a

quantificacdo do MTX

Resultados SWAdJASV DPAdJASV
Equacéo da Reta 1,1 + 4,3 x 10[C/ mol L™] 0,35 + 4,2 x 10°[C/ mol L™]
Linearidade/ mol L™ 1,0x107a7,5x% 10° 50x10%a5,0x10°
R 0,996 0,998
LD (mol L™ 75x%x10°® 1,0 x 10°®

Ambas as técnicas voltamétricas apresentaram boas linearidades
e sensibilidades, com bons limites de deteccdo, porém a técnica de DPAJASYV
apresentou uma faixa linear com concentracdes menores para o MTX em
relacdo a técnica de SWAJASV e um menor limite de deteccdo. Sendo assim,
a DPAdASV foi selecionada para a determinacdo de MTX em amostras
farmacéuticas.

Os resultados obtidos utilizando o método proposto (desempenho
analitico) foram comparados com outros trabalhos encontrados na literatura
qgue utilizam métodos eletroanaliticos para determinacdo de MTX. A TABELA

4.4 apresenta esta comparagio
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TABELA 4.4 — Comparagdo do desempenho analitico obtido neste trabalho

com aguele obtido em diversos métodos propostos na literatura

Faixa Linear LD
Eletrodo Técnica Referéncias
(mol L™ (mol L™
oce SWV 80x10'-20x10> 3,5x10” Gao et al.>®.
MWCNTs-SP SWV 50x107-1,0x10* 1,0x107  Wangetal.*®
M-AGSAE® DPV 55x10%-55x107 1,8x10° Selesovska et al.®*

nano-Au/LC/GC® SWV 4,0x10°-2,0x10° 1,0x10° Wang et al.*®

8 -6 -9 57
DNA/GC® SWV  2,0x10°-4,0x10" 50x10 Wang et al.

CNTs-DHP/GC' DPAdASV 5,0x10%-50x10®% 1,0x10® Método proposto

4GC = carbono vitreo

PMWCNTs-SPE= eletrodo impresso com MWCNTs
‘m-AgSAE = Eletrodo Soélido de Amalgama de Prata
9nano-Au/LC/GC = nano-Au / L-cisteina/ Carbono Vitreo
°DNA/GC =DNA /GC

Pode-se observar na TABELA 4.4 que o método proposto
apresentou melhor resposta em termos de linearidade de concentracdo da
curva analitica e LD em comparacdo aos métodos que utilizam os eletrodos de
GC, MWCNTs-SPE e m-Ag/SAE, porém este ultimo, a superficie do eletrodo de
prata € modificada com mercurio, um metal toxico que necessita de cuidados
ao manusea-lo e por este motivo ele vem sendo substituido. Em relacdo aos
eletrodos de nano-Au/LC/GC e de DNA/GC apresentaram ligeiro aumento da
faixa linear de concentracdo do analito quando comparado a curva analitica
obtida no método proposto. No entanto, esses eletrodos apresentam algumas
desvantagens como o0 tempo elevado de confec¢cdo. No caso do biossensor
(nano-Au/LC/GC), o tempo de preparo foi 6h e do eletrodo contendo DNA,
utiliza-se solvente organico de alta toxicidade como o cloroformio. Desta
maneira, pode se concluir que o método proposto para a determinacdo MTX
em formulacdo farmacéutica utilizando o eletrodo MWCNTs-DHP/GC
apresentou boa linearidade e baixo LD, com maior simplicidade de confeccao

em relacdo aqueles descritos na literatura.
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4.3.7 Estudo da Repetibilidade

A repetibilidade intra-dias e a repetibilidade inter-dias para o
método proposto foram avaliados em dois niveis de concentragéo 2,5 x 10" e
75 x 107" mol L™ de MTX. Para o estudo da repetibilidade intra-dias, um
conjunto de 10 medidas (n=10) foram realizadas nas mesmas condi¢cfes
experimentais e com o mesmo eletrodo, sendo calculados os respectivos
desvios padrdes relativos (RSD) apresentados naTABELA 4.5. A repetibilidade
inter-dias foi avaliada por medidas durante cinco diferentes dias (n=5), e para
cada dia o filme foi renovado com a mesma dispersédo de MWCNTs-DHP e os

RSD calculados séo apresentados na TABELA 4.5.

TABELA 4.5 — Desvio padréo relativo para as medidas de repetibilidade inter e
intra dias na determinacdo de MTX nas concentracdes de 2,5 x 10~ e 7,5 x
10" mol L™ em &cido sulfirico 0,1 mol L™

Repetibilidade [MTX] (10~ mol L™) RSD (%)
2,5 2,4
Intra-dias®
7,5 3,8
2,5 2,9
Inter-dias®
7,5 3,1
an=10 Pn=5

4.3.8 Estudo de Adicao e Recuperacao

Os efeitos de interferéncia da matriz das amostras para a
determinacdo do MTX usando o método proposto foram estudados com o
célculo da porcentagem de recuperacéo para adicdes de 1,0 x 107" mol L™ e
5,0 x 107" mol L™ de MTX em eletrdlito suporte contendo 100 pL de amostra.
As porcentagens de recuperacdo variaram entre 95,0 % e 103% como é
apresentado na TABELA 4.6.

TABELA 4.6 - Resultados obtidos no estudo de adicdo e recuperacgéo para

diferentes concentracdes de MTX
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[MTX] x 107" mol L™
Amostras o %
Adicionado Recuperado

1,00 0,95 95
A 5,00 5,12 102
1,00 1,01 101
° 5,00 5,14 103
1,00 0,97 97
¢ 5,00 4,98 99,5

Estes valores indicam que ndo ha interferéncia significativa da
matriz das amostras na determinacdo de MTX empregando o método

voltamétrico proposto.

4.3.9 Analises das amostras

O método de voltametria de redissolucdo anddica de pulso
diferencial foi aplicado para determinacdo de MTX em formulacdes
farmacéuticas, e o0s resultados obtidos foram comparados com aqueles
empregando-se o método comparativo’®. Os resultados obtidos s&o
apresentados na TABELA 4.7.

TABELA 4.7 - Resultados obtidos na determinacdo de MTX em amostras

comerciais para 0 método proposto e método comparativo

MTX (mg/comprimido)

Amostras Erro relativo® (%)
HPLC? Voltamétrico®
A 2,5+0,5 2,6+0,8 +4,0
B 2,6+0,3 2,5+0,5 -3,8
C 2,5+0,3 2,4+0,5 -4,0

% n = 3 medidas; °[100 x (método Voltamétrico — método HPLC)] / método HPLC

Para avaliar os niveis de confianca entre os resultados obtidos

empregando-se os dois procedimentos, aplicou-se o teste t-pareado. Foi
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calculado um tey = 0,101, valor menor que 0 teiico (3,18, o = 0,05). Sendo
assim, os resultados da determinacdo de MTX obtidos empregando-se o
método voltamétrico e o método cromatografico ndo apresentaram diferencas
significativas, a um nivel de confianca de 95 % e, estdo dentro de um erro

relativo aceitavel variando de -4,0 a 4,0%.

4.3.10 Estudo dos Parametros Eletroquimicos do MTX

Empregando-se voltametria ciclica em diversas velocidades de
varredura, foi possivel obtere a constante heterogénea de transferéncia de
elétrons (ks) e a area de recobrimento (/) do eletrodo de MWCNTs-DHP/GC
em eletrdlito suporte acido sulftrico 0,10 mol L™.

Na FIGURA 4.12 pode-se observar os voltamogramas ciclicos
obtidos em diferentes velocidades de varredura de potencial para a técnica de
voltametria ciclica com concentracdo de MTX na cela eletroquimica de 5,0 x

107> mol L em &cido sulfdrico 0,1 mol L.

160+

120+

80 -

I/ uA

40+

07 08 09 10 11
E/V vs Ag/AgCI

FIGURA 4.12 — Voltamogramas ciclicos nas velocidades de varredura de
potencial de (A) 0,01; (B) 0,03; (C) 0,03; (D) 0,04; (E) 0,05; (F) 0,07; (G) 0,10;
(H) 0,15 e (1) 0,20, (J) 0,25, (L) 0,30 V s™ em eletrélito suporte &cido sulfirico

0,10 mol L™ e concentracdo de MTX na cela de 5,0 x 10 mol L ™.
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A FIGURA 4.13 (A) apresenta a relacdo da corrente de pico ()
com a velocidade de varredura (v) para uma concentracdo de MTX de 5,0 x
10 mol L™ em solugéo de acido sulfirico 0,10 mol L™. Observa-se uma
relagéo linear da corrente de pico com a velocidade de varredura, caracteristica
de processos adsortivos. Essa caracteristica também pode ser observada na
FIGURA 4.13 (B), sendo o valor encontrado para a inclinacdo da reta
(coeficiente angular) é de 0,9, valor proximo de 1,0, indicando que o0 processo €

controlado por adsorgéo’”’,

-35
(A) (B)
120
-4,0
< 801 — 45
2 g
40+ -5,01
0+= >0 15 10 05
0,0 0.1 ,0.2 03 - - - .
v/Vs log v

FIGURA 4.13 — (A) Dependéncia linear da com corrente com o a velocidade de
varredura utilizando a MWCNTs-DHP/GC para MTX 5,0 x 10° mol L™ em
soluc&o &cido sulfarico 0,1 mol L™* em diferentes velocidades, (B) Relacéo de

log I por log v.

Empregando-se a relacdo de corrente de pico com a velocidade
de varredura € possivel determinar a area de recobrimento (I,) para o0 MTX
adsorvido sobre a superficie do eletrodo MWCNTs-DHP/GC de acordo com a

Equacdo 2 190116

: n’F?I" A (Eq.2)
= —————V .
4RT a
sendo: A a area ativa, n o numero de elétrons, v a velocidade de varredura, F a
constante de Faraday. O valor calculado para area de recobrimento (/) foi de
2,07 x 107 mol cm™2, sabendo-se que para essa quantidade de matéria ha 1,24

x 10'° moleculas por cm? assumindo-se que a adsorcdo foi em uma Unica
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camada, pode-se calcular a area que uma molécula de MTX ocupa na

superficie do eletrodo, e a &rea calculada foi de cerca de 8,06 x 107*° cm?.

Outra informacdo que se pode obter foi o valor da constante
heterogénea de transferéncia de elétrons (ks) empregando-se a equacéo de
Laviron'®. Na FIGURA 4.14 é apresento o gréfico que relaciona o potencial de

oxidacéo (E) em funcéo de In v.

0,931

0,90+

IV

L
0,87 -

0,84 -

5 4 3 2 1
In v
FIGURA 4.14 — Dependéncia E vs. In v para MTX 5,0 x 10™ mol L™ em

eletrolito suporte solucdo de &cido sulfarico 0,1 mol L™.

Utilizando-se a equacao da reta do grafico, E/ V = 0,996 + 0,029
In v; r = 0,995, dos potenciais de pico anddico vs. In v, FIGURA 4.14, pode-se
substituir os valores na Eq. 3 para processos irreversiveis'®, e calcular a

constante de transferéncia de elétrons (ks) para o eletrodo MWCNTs-DHP/GC.

g, = g0 BT BT RT Eq.3
B anF rlcmF anF no (Eq.3)

Assim, com o valor obtido para o coeficiente angular (0,029) e
utilizando T = 298 K, R = 8,314 J K* mol™", e F = 96485 C mol™ o valor
calculado para an foi de 0,89. O valor de E° é o coeficiente liner, sendo obtido
por extrapolacdo de v para 0. Esse valor obtido foi igual a 0,843 V. Sabendo

55,57

que na oxidacdo do MTX h& a participacdo de 1 elétron pode-se estimar o

valor de a, que foi igual a 0,89, e o valor calculado para constante heterogénea
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de transferéncia de elétrons (ks) foi de 0,46 s™*. Os valores encontrados para ks,
nos trabalhos citados anteriormente foram de 1,48 x 10 (GC), 1,62 (nano-
AU/LC/GC) e 1,47 s* (DNA/GC). Observa-se assim uma concordancia com os
valores encontrados neste trabalho, uma vez que o eletrodo proposto
apresentou uma melhor transferéncia de elétrons em relagéo ao GC e, nos dois
altimos trabalhos (artigos) apresentaram melhor faixa linear da curva analitica e

menor LD que aqueles encontrados no trabalho proposto.

4.4 Determinacao de Propiltiouracil (PTU)

Como discutido anteriormente, para 0s proximos farmacos
estudados, o eletrodo utilizado foi 0o MWCNTs-PAH/GC.

4.4.1 Efeito da Concentracdo de PAH

Inicialmente, estudou-se o efeito da concentracdo de PAH na
formacdo do filme contendo imobilizados os MWCNTs sobre a resposta
analitica de PTU, utilizando a técnica de voltametria ciclica em tampé&o BR (pH
2,0), com velocidade de varredura de 50 mV s*. Neste estudo, a massa
MWCNTSs foi mantida constante em 1,0 mg e a massa de PAH foi variada de
0,5; 1,0 e 2,0 mg sendo adicionado 1,0 mL de 4gua deionizada em cada uma
destas suspensdes. Assim, foram investigadas as seguintes proporcdes em
massa/massa de MWCNTs:PAH: 1:0,5 m/m; 1:1 m/m e 1:2 m/m em 1 mL de
agua deionizada. Os resultados obtidos sao apresentados na FIGURA 4.15, e
observa-se que para o eletrodo modificado contendo 1:1 m/m MWCNTs:PAH
apresentou o valor maximo da corrente de pico de oxidacdo para uma
concentracdo de PTU 1,0 x 10~ mol L™ em solucéo tamp&o BR, pH 2,0. Assim
esta razdo em massa de 1.1 de MWCNTs-PAH foi selecionada para os estudos

futuros.
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FIGURA 4.15 — Voltamogramas ciclicos obtidos para uma concentracdo de
PTU 1,0 x 10~ mol L™}, com velocidade de varredura de 50 mV s™* em solucéo
tampéo BR (pH 2,0) para os eletrodos de carbono vitreo recobertos com 20 pL
das dispersdes contendo MWCNTs:PAH: 1:0,5 m/m; 1:1 m/m e 1:2 m/m em 1

mL de agua deionizada.

Utilizando a proporcdo de 1:1 m/m de MWCNTs:PAH, foi
observado a formacéo de filme com boa homogeneidade sobre a superficie do
eletrodo GC, em consonancia com os eletrodos confeccionados no nosso
grupo de pesquisa®**. A homogeneidade do filme obtido é atribuido aos amino
grupos protonados da cadeia do PAH que interagem eletrostaticamente com o0s
grupos carboxilicos dos MWCNTSs tratados, formando desta maneira um filme

com boa estabilidade3!343>117,

4.4.2 Estudo do Comportamento Voltamétrico do PTU

O comportamento eletroquimico do PTU foi investigado utilizando-
se a técnica de voltametria ciclica com os eletrodos de GC, PAH/GC e
MWCNTs-PAH/GC, nas seguintes condicbes experimentais: eletrélito suporte
tampéo BR (pH 2,0), concentracéo de PTU de 1,0 x 102 mol L™ e velocidade
de varredura de 50 mV s™*. Os voltamogramas ciclicos obtidos para o0 PTU em
diferentes eletrodos séo apresentados na FIGURA 4.16.

Como pode ser observado na FIGURA 4.16, para eletrodo GC,

voltamograma (a), o PTU apresenta uma pequena corrente de oxidagao em um
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potencial de 0,84 V e uma corrente catddica em um potencial de -0,10 V. A
variacdo dos potenciais (AE) foi de cerca de 0,95 V, indicando que PTU exibe
um comportamento eletroquimico irreversivel para o eletrodo GC. Para o
eletrodo modificado com PAH/GC, (FIGURA 4.16, voltamograma (b)), observa-
se uma pequena corrente de oxidagdo do PTU em um potencial de 0,95 V,
porém ndo se nota a reducdo do farmaco para esse eletrodo, apresentando
assim um processo irreversivel. Para o eletrodo MWCNTs-PAH/GC (FIGURA
4.16, voltamograma (c)), observa-se o deslocamento do potencial de oxidac&o
de PTU para 0,65 V e do potencial de reducéao para -0,09 V, diminuindo assim
a diferenca de potenciais (AE) para 0,74 V. O comportamento apresentado &
irreversivel, porém houve uma diminui¢do de 0,21 V na variacao dos potenciais
com a utilizacdo dos MWCNTs quando comparado ao eletrodo GC. Além do
deslocamento dos potenciais, ao se utilizar o eletrodo de MWCNTs-PAH/GC,
houve também um aumento das intensidades de correntes de pico para a
oxidacdo e para a reducdo, mostrando assim a atividade eletrocatalitica do

eletrodo contendo os nanotubos de carbono imobilizados****4,
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FIGURA 4.16 — Voltamogramas ciclicos obtidos para solu¢cdo de PTU de 1,0 x
10 mol L™ em eletrélito suporte tamp&o BR pH 2,0 a uma velocidade de
varredura de 50 mV s, para os eletrodos (a,-) GC, (b,~) PAH/GC e (c,-)
MWCNTs-PAH/GC.
Na FIGURA 4.17 sédo apresentados os voltamogramas ciclicos

(1°, 2°, 3° e 4° ciclos) para a oxidagdo do PTU empregando-se o eletrodo de
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MWCNTs-PAH/GC em solucéo tampéo BR, pH 2,0, para a janela de potencial
de trabalho de 0,4 a 1,0 V. Durante as seguidas varreduras de potencial, a
intensidade de corrente anodica diminuiu com 0s sucessivos ciclos, como
pode ser observado na FIGURA 4.17, indicando que o produto da oxidacdo

provavelmente est4 sendo adsorvido na superficie do eletrodo.
160
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FIGURA 4.17 — Voltamogramas ciclicos obtidos para a oxidagéo de 1,0 x 10~
mol L™ de PTU em uma solucdo tampdo BR (pH 2,0) com velocidade de
varredura de 50 mV s*, empregando-se o eletrodo de MWCNTs-PAH/GC: 1°

ao 4 ° ciclo.

Desta maneira, estudou-se também o comportamento da reducéo
do PTU. Observa-se no voltamograma de reducéo (de +0,4V para -0,4 V), (
FIGURA 4.18 (b)), a auséncia de picos de reducdo do PTU. Este
comportamento é um indicativo de que o pico de reducdo observado
anteriormente (FIGURA 4.17) s6 ocorre quando ha a oxidacdo do PTU,
resultados semelhantes foram obtidos por SARNA E FIJALEK®®. Assim,
aplicou-se um potencial (0,90V) adequado para que houvesse a oxidacao do
PTU por determinado tempo (30s) e, em seguida fez-se a varredura no sentido
de reducdo, (FIGURA 4.18 (c)), observando-se um pico préximo a -0,10 V,
confirmando assim, que o pico de reducdo s6 é observado quando o PTU é
oxidado.

Com estes resultados obtidos, conclui-se que € possivel a

aplicacdo de um potencial para a oxidacdo do PTU e posterior reducdo do
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produto desta oxidacdo. Na FIGURA 4.18 observa-se que o potencial de
reducdo do PTU é menor (mais préximo de zero) em comparagcdo com
potencial de oxidacdo. Assim, optou-se por trabalhar com a reducdo do PTU
evitando ou diminuindo a interferéncia da maioria dos concomitantes presentes
nas amostras.

Considerando-se que h& adsor¢do do produto formado na
superficie do eletrodo modificado com CNTs, desenvolveu-se um método
voltamétrico adsortivo de redissolucédo catédica (AdCSV) para a determinacéo
do PTU.

20
0
4.
~~
i -20-
-40 1 —— Branco (a)
—— Sem pré-concentragdo (b)
—— Com pré-concentragdo (c)

.04 -02 00 02 04
E/V vs Ag/AgCI

FIGURA 4.18 — Voltamogramas ciclicos da reducdo de 1,0 x 10 mol L™ de
PTU em tamp&o BR (pH 2,0) velocidade de varredura 50 mV s™*: (a,=) Branco,
(b,=) sem pré concentracao, (c,=) com pré concentracdo em potencial de 0,90

V por 30 s.

4.4.3 Efeito do Potencial e Tempo de Pré-Concentracao

Considerando-se os resultados obtidos anteriormente, fez se
entdo o estudo da influéncia do potencial de pré-concentra¢éo (Ep) e do tempo
de pré-concentragao (toc), sendo os voltamogramas deste estudo apresentados
na FIGURA 4.19 (A) e (B). Estudou-se a reducdo do produto gerado na
oxidacéo de 1,0 x 10 mol L™ de PTU sobre o sinal analitico, as condicdes

experimentais foram: tampéao BR (pH 2,0), velocidade de varredura de 50 mV
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s*, empregando-se a voltametria ciclica e os resultados estdo apresentados na
TABELA 4.8.
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FIGURA 4.19 - Voltamogramas ciclicos obtidos para a reducdo do produto
formando na oxidac&o de 1,0 x 10 mol L™ de PTU em uma solucéo tampéo
BR pH 2,0, com velocidade de varredura de 50 mV s *:(A) estudo do potencial

de acumulacao e (B) estudo do tempo de acumulagéo.

TABELA 4.8 — Estudo do potencial e tempo de acumulacéo

Parametros Faixa Selecionado
Potencial de pré-concentragéo (Epc) (V) 0,80a1,10 1,0
Tempo de pré-concentragao (tyc) (S) 30a120 60

Os resultados obtidos mostraram que o sinal analitico (corrente de
pico) foi maior quando se aplicou um potencial de pré-concentracao de 1,0 V
durante 60 s, sendo entédo selecionados esses parametros para a determinacao

de PTU em produtos farmacéuticos.

4.4.4 Eletrolito Suporte e Efeito do pH

Estudou-se o comportamento eletroquimico do PTU empregando-
se o0 eletrodo MWCNTs-PAH/GC em diferentes eletrélitos suporte (FIGURA
4.20), a saber: solucdo tampdo BR (pH 2,0); &cido sulfarico 0,01 mol L™,

tampéao fosfato pH 7,0 e tampé&o acetato (pH 4,0). Nesse estudo foi empregada
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a técnica de voltametria ciclica, uma concentracdo de PTU de 1,0 x 10~ mol L°
! um potencial de pré-concentracdo de 1,0 V durante 60 s e uma velocidade de
varredura de 50 mV s*. O eletrélito suporte que proporcionou um maior sinal
analitico, melhor definicdo do pico de reducdo e maior reprodutibilidade das
respostas voltamétricas foi o tampdo BR pH 2,0. Assim, esta solucdo foi

escolhida como o eletrolito suporte para os estudos posteriores.
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FIGURA 4.20 — Voltamogramas ciclicos em diferentes eletrélitos suporte: (a)
tamp&o BR pH 2,0; (b) &cido sulfarico 0,01 mol L™?; (c) de tamp&o fosfato pH
7,0; tampd&o acetato pH 4,0, velocidade de varredura de 50 mV s™ Ec=10Ve
toe = 60 s.

4.45 Escolhada Técnica Voltamétrica

Inicialmente foram avaliadas as técnicas de redissolucao catodica:
de onda quadrada (SWAdCSV), de pulso diferencial (DPAJCSV) e de
varredura linear (AdCSV). Na FIGURA 4.21 estdo apresentados os
voltamogramas obtidos para a reducdo do produto formado na oxidacdo de
uma solucéo de PTU 1,0 x 10 mol L™}, em tamp&o BR (pH 2), aplicando se
um potencial de pré-concentragdo de 1,0 V durante 60 s. Os parametros
experimentais para cada técnica foram: frequéncia igual a 30 Hz, amplitude de
40 mV e incremento de varredura igual a 2 mV para SWAdCSV; velocidade de
varredura de 40 mV s'; amplitude de pulso igual a 50 mV e tempo de

modulacdo de 20 s para DPAJCSV, e velocidade de varredura de 50 mV s
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para AdCSV. Para a técnica SWAdCSV, FIGURA 4.21(A), ndo é observado
nenhum sinal de reducdo referente ao produto formado na oxidacdo do PTU.
Ja para a técnica de DPAdCSV, FIGURA 4.21(B), o sinal analitico da reducéo
do produto gerado esta sendo mascarado por um pico de intensidade de
corrente muito alta, omitindo assim o sinal analitico. No entanto, essa
interferéncia, ndo afeta a técnica de voltametria linear FIGURA 4.21(C), e o
sinal de reducdo do produto fica mais evidente. Sendo assim, a técnica
selecionada para determinacdo de PTU, foi a voltametrida linear de
redissolucao catddica (LSAACSV).
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FIGURA 4.21 — Voltamogramas obtidos para a reducao do produto gerado na
oxidacdo de 1,0 x 10 mol L™ de PTU, aplicando-se um potencial de pré-
concentracdo de 1,0 V durante 60 s, utilizando as técnicas de redissolugéo
catddica: voltametria de onda quadrada (A), voltametria de pulso diferencial (B)

e linear (C).
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446 Estudo da Influéncia da Velocidade de Varredura de

Potencial

Objetivando-se avaliar a aplicagéo do eletrodo MWCNTs-PAH/GC
para a determinacdo de PTU em formula¢gGes farmacéuticas, usou-se a técnica
de voltametria linear, uma vez que as técnicas de pulso ndo se mostraram
satisfatorias, como discutido. Assim, investigou-se o efeito da velocidade de
varredura de potencial no sinal analitico. Nesse estudo foi empregada uma
solucdo de PTU 1,0 x 10~ mol L™* em solucéo tamp&o BR (pH 2,0), aplicando-
se um potencial de pré-concentracao de 1,0 V por 60 s. Na FIGURA 4.22 sao
apresentados os voltamogramas obtidos nas velocidades de varredura de
potencial de (a) 0,020; (b) 0,040; (c) 0,060; (d) 0,080; (e) 0,100, (f) 0,150;
(g) 0,200, (h) 250; (i) 0,300; (j) 0,350 e (I) 0,400 V s'. Como pode ser
observado nesta figura, o sinal analitico aumentou até uma velocidade de
varredura de potencial de 0,200 V s, permanecendo praticamente constante
em velocidades de varredura de potencial superiores, sendo entdo essa
velocidade de varredura selecionada para os trabalhos posteriores.
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FIGURA 4.22 — Voltamogramas Adsortivos de Redissolucdo Catddica (Ad
CSV) para o produto formado na oxidacéo do PTU em tamp&o BR (pH 2,0 L™)
nas velocidades de varredura de potencial de (a) 0,020, (b) 0,040, (c) 0,060, (d)
0,080, (e) 0,100, (f) 0,150, (g) 0,200, (h) 250, (i) 0,300, (j) 0,350 e (I) 0,400 V
st Inserido: relacdo da corrente de pico catédica com a variacdo da

velocidade de varredura.
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Com os resultados obtidos neste experimento, observa-se uma
relacéo linear da corrente de pico com a velocidade de varredura de potencial
no intervalo de 0,020 a 0,150 V s™ (FIGURA 4.23 (A)). Outrossim, colocando-
se em grafico o log | em fun¢éo do log v foi obtida uma relacéo linear com uma
inclinacdo (coeficiente angular) de 0,88 (FIGURA 4.23 (B)). Esse valor obtido &
concordante com o valor teérico de 1,0 para aqueles processos controlados por
adsorcdo. Com o0s resultados apresentados na FIGURA 4.23 (A),
caracteristicos de processos adsortivos, foi possivel determinar a
concentracdo do analito adsorvido na superficie do eletrodo (area de

recobrimento (I',), empregando-se a Eq.2.
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FIGURA 4.23 — (A) Dependéncia linear de | com v, e (B) dependéncia linear de
log | com o log v utilizando 0 MWCNTs-PAH/GC para PTU 1,0 x 102 L™ em
solucéo tampao BR (pH 2,0).
n? F?AT,

I = TTC |4 (EC[ 2)
sendo A a area geométrica do eletrodo de 0,198 cm?, n o niimero de elétrons, v
velocidade de varredura de potencial, F constante de Faraday. O valor
calculado da &area de recobrimento (I7,) foi de 5,06 x 10~° mol cm™, aplicando-
se 0 mesmo conceito utilizado para calcular a area que uma molécula MTX
ocupa na superficie do eletrodo, pode-se calcular a area de uma molécula de
PTU, assumindo que a adsorcdo € em uma uUnica camada (monocamada),
pode-se inferir que uma molécula de PTU adsorvida ocupa uma area

aproximada de 3,0 x 10™*°>cm? na superficie do eletrodo CNTs-PAH/GC.
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4.4.7 Curva Analitica

Na FIGURA 4.24 sao apresentados os voltamogramas de
redissolucdo catddica obtidos para diferentes concentracdes de PTU em
solucdo tampéo BR (pH 2,0) como eletrdlito suporte. Na inser¢cao € mostrada a
curva analitica obtida de corrente catddica | (MWA) em funcdo da concentracéo
(umol L™ de PTU, empregando-se o eletrodo proposto (MWCNTs-PAH/GC). A
curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo do analito de 5,0 pmol L™
a 58 pmol L* para o PTU. A equacdo da reta obtida foi:
| (MA) =-4,8 x 1072 + 4,6 x 10° [ [PTU] (mol L], (r = 0,996), com um limite de
deteccdo (LD) igual a 1,0 pmol L™, calculado pelo desvio padrdo de dez
voltamogramas do branco multiplicado por trés, dividido pelo coeficiente

angular da curva analitica.
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FIGURA 4.24 — Voltamogramas Adsortivos de Redissolucdo Catédica (Ad
CSV) obtidos usando o eletrodo MWCNTs-PAH/GC para: (1) 5,0, (2) 6,0, (3)
6,9 (4); 7,9; (5) 8,9 (6); 9,9 (7); 14,8; (8) 19,6; (9) 29,0; (10) 38,0; (11) 48,0 (12);
58,0 x 10° mol L' de PTU em solugcéo tampao BR (pH 2,0), velocidade de

varredura de 200 mV s™. Inserido: curva analitica.

Os resultados obtidos empregando-se o método proposto foram
comparados com os resultados obtidos em outros trabalhos descritos na

literatura. Na TABELA 4.9 sao apresentados a linearidades das curvas
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analiticas e também os limites de detec¢édo (LD). Como pode ser observado o
método proposto nesta tese empregando-se o eletrodo MWCNTs-PAH/GC
apresentou maior linearidade da curva analitica que aquela obtida
empregando-se o eletrodo de ouro, sendo que a comparacao dos limites de
deteccao ficou prejudicada, uma vez que essa grandeza nao foi divulgada no
artigo. Por outro lado, o limite de deteccdo do método proposto foi menor que
aguele obtido empregando-se um eletrodo de pasta de carbono modificado
com um complexo de cobalto (Il) (4 — clorosalofeno de cobalto (Il),CoClSal-
CPE)®. O método voltamétrico adsortivo aqui proposto apresentou menor
linearidade e um LD maior que o método indireto empregando catecol e um
eletrodo de carbono vitreo®. No entanto, a desvantagem deste método é o
emprego de reagente de alta toxicidade. Por outro lado, a determinacdo de
PTU nos compostos farmacéuticos ndo ha necessidade de métodos com alta
detectabilidade, sendo que as amostras foram diluidas para a concentracdo
desta droga ficar no intervalo de concentracdo da curva analitica. Outra

vantagem do eletrodo aqui proposto é a simplicidade de sua confeccéo.

TABELA 4.9 — Comparacéo de diferentes eletrodos e/ou técnicas voltamétricas

utilizadas na determinacéo do PTU

Faixa Linear LD
Eletrodo Técnica Reférencia
(umol L) (umol L™
Au SWV 500 — 800 - 64
CoClSal-CPE DPV 5-500 2 65
GC** DPV 0,1-10 0,05 66
MWCNTs-PAH/GC LSAdCSV 5-58 1 Proposto

**determinacao indireta usando catecol.
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4.4.8 Aplicacdo do Método Proposto na Determinacdo de PTU

em Formulacdes Farmacéuticas

O procedimento analitico desenvolvido foi aplicado para a
determinacdo de PTU em amostras comerciais. Os resultados obtidos
empregando-se o meétodo proposto foram comparados com aqueles obtidos
empregando-se o método oficial da Farmacopéia Britanica®®. Na TABELA 4.10
sdo apresentados os resultados obtidos empregando-se o método proposto e o

método comparativo da Farmacopéia Britanica.

TABELA 4.10 - Determinagdao de PTU em formulagdes farmacéuticas
utilizando-se o método voltamétrico proposto com o eletrodo MWCNTs-

PAH/GC, e método preconizado pela Famacopéia Britanica®

PTU (mg comprimido™
(Mg P ) Erro Relativo

Amostras Valor Método de Método %)
0
Rotulado  Referencia®  Proposto®
A 100 99 +1 99+1 0
B 100 103 +1 102 £ 2 -1,0
C 100 101 +£2 103 +£2 2,0

[a] n=3.
[b] [100 x (Método Proposto — Método de Referencia)] / Método de Referencia.

Aplicando-se o teste t pareado’'®

para os resultados obtidos para
ambos os métodos, o valor de t calculado (0,4512) foi menor do que o valor
tabelado (4,303, a = 0,5), pode-se entdo concluir que os resultados obtidos
para ambos procedimentos ndo sao estatisticamente diferentes, em um nivel

de confianca de 95%.

4.4.9 Estudo de Adicao e recuperacéao e interferentes

Foram estudados o efeito da matriz das amostras na
determinacdo do PTU. O estudo de adicdo e recuperacdo foi realizado por
adicao de quantidades conhecidas de solucdes padrédo de PTU em solucbes de
uma amostra farmacéutica, sendo a concentracéo final de PTU determinada

empregando o meétodo proposto. As recuperacfes do analito encontradas
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variaram de 96,6 a 105 % como é apresentado ns TABELA 4.11, indicando
assim que nado houve interferéncia significativa da matriz das amostras na

determinacdo de PTU empregando-se o método proposto.

TABELA 4.11 — Porcentagens obtidas no estudo de adicdo e recuperacao para
solucées de PTU 7,50 x 10° e 30,0 x 10° mol L™

[PTU] x 10° mol L™

Adicionado Recuperado
7,50 7,24 96,6
30,00 30,04 102
7,50 7,59 101
30,00 30,09 100
7,50 7,35 98,0
30,00 31,50 105

O efeito de eventuais interferentes foi investigado por meio da
adicdo dos possiveis interferentes a uma solucdo padrdo de PTU. Os
interferentes em potencial estudados foram: carbonato céalcio, amido, estearato
de magnésio e povidona. Nesse estudo, fixou a concentracdo do padrdo em
1,0 x 10° mol L™ de PTU e as concentracbes dos concomintates nas
proporcdes seguintes: 1:1 e 1:10 (analito:interferente). As respostas foram
comparadas com os resultados obtidos utilizando apenas uma solugéo padréo
de PTU. As recuperacdes obtidas mostraram que estes compostos néo
interferem na determinacédo do PTU nas condi¢cfes de trabalho utilizadas, uma
vez que nao foram observadas variacdes significativas acima de 4% no sinal

analitico com as adi¢des dos interferentes..

4.4.10 Estudo da Repetibilidade

Foi estudada a repetibilidade intra-dias para o eletrodo MWCNTs-
PAH/GC, por meio de determinacfes sucessivas (n = 10) para uma solugéo de
concentracdo de PTU 1,0 x 10> mol L™ em eletrélito suporte tamp&o BR (pH

2,0), aplicando-se um potencial de acumulacéo de 1,0 V durante 60 s. O desvio
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padrdo relativo para essas medidas foram de 0,8%, mostrando assim boa
repetibilidade. A repetibilidade inter-dias foi realizada em 3 diferentes dias (n=5)
com diferentes filmes de MWCNTs-PAH/GC usando a mesma dispersdo de
MWCNTs-PAH, nas mesmas condicbes citadas acima, obtendo-se um desvio
padrao relativo de 3,6%.

A estabilidade do eletrodo de MWCNTs-PAH/GC, também foi
investigada para uma concentracdo de PTU de 1,0 x 10™° mol L™}, em tampé&o
BR (pH 2,0), aplicando-se 1,0 V durante 60 s. Apds 65 ciclos de varredura, a
corrente anddica diminuiu cerca de 8,0%, podendo ser assim entdo, que o
eletrodo apresentou boa estabilidade que pode ser estar relacionada a
interacdo eletrostatica entre o0s grupos carboxilicos dos MWCNTs
funcionalizados com os grupos amino protonados contidos na cadeia de

polieletrolito PAH.

4.4.11 Estudo dos Parametros Eletroquimicos parao PTU

Utilizando-se a técnica de voltametria ciclica, calculou-se o
ndamero de elétrons (n), da etapa determinante, envolvidos na reacdo de
oxidagdo do PTU e o valor da constante heterogénea de transferéncia de
elétrons (ks), sobre o eletrodo MWCNTs-PAH/GC.

Realizou-se um estudo em diferentes velocidades de varredura,
de 20 a 400 mV s, para uma concentracdo de PTU de 1,0 x 10™* em solucéo
de tampéo BR (pH 2). Na FIGURA 4.25 é apresentado o gréafico que relaciona

o potencial de oxidagéo (E) em funcéo de In v.
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FIGURA 4.25 — Relagéo do potencial de oxidacdo em funcéo de In v, para uma

concentracdo de 1,0 x 10 * mol L™*de PTU em tampé&o BR (pH 2,0).

Com esse estudo foi possivel calcular o nimero de elétrons
envolidos na oxidacdo para o PTU, e obter a valor da constante heterogénea
de transferéncia de elétrons (ks) para eletrodo de MWCNTs-PAH/GC,

aplicando-se a teoria Laviron para processos irreversiveis:

RT
Ep = EO ——ln(
anF

RTk; RT
+ Inv (Eq.3)

anF anF
sendo v a velocidade de varredura, E° o potencial formal redox, T = 298 K,
R = 8,314 mol J! K e F = 96,480 C mol™. Um valor de E° igual a 0,591 foi
determinado a partir da intersec¢cdo de E vs v. extrapolando v para 0. Com
base no valor obtido para a inclinacdo da reta do grafico de E vs. In v de 0,067
foi possivel calcular o numero de elétrons envolvidos na etapa determinante
para a oxidacao, e o valor encontrado foi de 1 elétron.

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho e, com base
nos estudos encontrados na literatura sobre a oxidacdo eletroquimica do PTU

em meio 4cido®® e /ou com moléculas semelhantes®*'%

€ apresentado um
mecanismo de reacdo, FIGURA 4.26. No mecanismo proposto, PTU é
oxidado, formando um radical livre (FIGURA 4.26 (A)), seguido pela

dimerizagdo do radical com formacdo do dissulfureto (-S-S-) (FIGURA 4.26
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(B)), que posteriormente foi reduzido na superficie do eletrodo MWCNTs-
PAH/GC, obtendo-se o pico catddico e o analito PTU de partida (FIGURA 4.26
(C))122 )

H
n'l\{/s
K(N
~H
o)

H +

CH,CH,CH3 CH3CH,CH,

K(Y @)

CH3CH:CH; CH3CH,CHy CH,CH,CHg

) ﬂf\i — YH(Y Yg (B)

(0]

CH3CH,CH, CH,CH,CHj CH,CH,CHs

I’(Y YY\( I T\(% ©

FIGURA 4.26 — Mecanismo de reacdo para a oxidacao e reducdo do PTU.

Os valores calculados para constante heterogénea de

transferéncia de elétrons (ks) foi de 1,29 s™*
4.5 Determinacéao de Propranolol (PROP)

4.5.1 Estudo do Comportamento Voltamétrico do PROP

Empregando-se voltametria ciclica, foi feito um experimento para
verificar o comportamento eletroquimico do PROP nos seguintes eletrodos:
carbono vitreo (GC), carbono vitreo com o filme de PAH (PAH/GC) e carbono
vitreo com PAH e nanotubos de carbono (MWCNTs-PAH/GC). As condi¢des
experimentais foram: &cido sulfarico 0,1 mol L™ como eletrédlito suporte, PROP
1,0 x 10 mol L™, tempo de agitacéo de 180 s e velocidade de varredura de 50
mV s *. Na FIGURA 4.27 s&o apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos
para o PROP 1,0 x 10% mol L' empregando-se os eletrodos
supramencionados. Como pode ser observado nesta figura, os eletrodos
PAH/GC e GC nao apresentaram pico de oxidacdo, e ao se empregar O

eletrodo MWCNTs-PAH/GC, observa-se um pico anédico da oxidagdo do
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PROP, em um potencial de 0,93 V. Com os CNTs imobilizados no filme
polimérico o processo eletroquimico € evidenciado por conta da transferéncia

de elétrons entre o analito e a superficie do eletrodo modificado.

100
80
60
40
< 0 4
= 20-
0] e
_20 T : II\D/IC\'/-'(/:?\I(':FS—PAH/GC
0.9 | 1.0 |
E/V vs Ag/AgCI

FIGURA 4.27 — Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solucdo de PROP
1,0 x 10* mol L™ em &cido sulfarico 0,1mol L™, v = 50 mV s™* empregando-se
os eletrodos com e sem modificacdo da superficie: GC(=), PAH/GC (=) e
MWCNTs-PAH/GC (=) modificado.

Neste estudo pode ser observado que o processo de oxidacao do
PROP na superficie do eletrodo MWCNTs-PAH/GC, ndo é acompanhado pela
reducdo, concluindo-se assim, que o0 processo de oxidacdo para o PROP no
eletrodo proposto é irreversivel®®°,

Considerando-se que ha adsorcdo do analito na superficie do
eletrodo modificado com CNTSs, desenvolveu-se um método de redissolucéo

anodica com pré-concentracdo do PROP.

4.5.2 Tempo de Pré-Concentracéo

No estudo do tempo de pré-concentracdo do PROP sobre a
superficie do eletrodo MWCNTs-PAH/GC, empregou-se a técnica de
voltametria ciclica para uma solucdo de PROP 1,0 x 10~ mol L™ em &cido

sulfarico 0,1 mol L™ como eletrélito suporte e velocidade de varredura de 50
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mV s*. Neste estudo a pré-concentracéo foi feita em circuito aberto, ou seja,
sem aplicagdo de potencial. Na FIGURA 4.28 (A) sdo mostrados os
voltamogramas obtidos para a técnica de CV nos tempos de pré-concentracao
variando de 60 a 240 s. Como pode ser observado na FIGURA 4.28 (B), o
tempo de pré-concentragcdo que proporcionou a maior magnitude do sinal
analitico e maior repetibilidade dos resultados foi o tempo de pré-concentracao
de 180 s. Em tempos superiores ndo houve uma variacdo significativa da
intensidade de corrente de pico de oxidacdo do PROP, devido provavelmente a

saturacao da superficie do eletrodo de trabalho com o analito.

120 (B)
801 . '
90 i
60- ]
< < 70 /
Z 30 Z
= = /
60+
0_
-301 5
07 08 09 10 11 12 0 50 100 150 200 250
E/V vs Ag/ AgCl Tempo (s)

Figura 4.28 — (A) Voltamogramas ciclicos para a oxidacdo de 1,0 x 10™ mol
L™t PROP em &cido sulfarico 0,1 mol L™ com velocidade de varredura de 50
mV s~! em diferentes tempos de pré-concentracéo. (B) Variacdo da magnitude

do sinal analitico com o tempo de pré-concentracao.

4.5.3 Estudo do Eletrolito Suporte

Utilizando a técnica de voltametria linear de redissolucao anddica,
foram estudados os eletrdlitos suportes, a saber: tampéao fosfato em diferentes
pHs e &cido sulfarico 0,1 mol L™, os voltamogramas obtidos sdo apresentados
na FIGURA 4.29 (A) . O eletrolito que proporcionou a melhor resposta em
termos de intensidade do sinal analitico e melhor definicdo do pico de oxidacéo
foi 0 &cido sulfdrico. Portanto, 0 meio eletrolitico selecionado para a realizacao

das medidas voltamétricas foi o acido sulfurico.
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Apbs selecionar o acido sulfarico como eletrélito suporte, estudou-
se a influéncia da concentracdo desse eletrdlito suporte sobre o sinal analitico.
Os voltamogramas obtidos neste estudo sdo apresentados na FIGURA 4.29
(B). Observa-se que o potencial de oxidacédo é influenciado pela variacdo da
concentragdo do acido sulfurico. Nota-se, no entanto, que ndo houve uma
variagao significativa da intensidade da corrente de pico com o aumento da
concentracdo do eletrélito acima da concentragéo de 0,25 mol L™, mantendo-
se constante o sinal analitico em concentracfes superiores. Como nao houve
uma melhora significativa na magnitude do sinal analitico, optou-se em utilizar
a solucdo de acido sulfuarico de menor concentracdo (consumo menor de
reagente para o tratamento apds 0 seu emprego), mas que oferecesse um bom
desempenho analitico para a determinacdo de PROP, como foi o caso do
H,S040,25 mol L™

150 {—H,s0, 0,1 mol L™ —— 0,10 mol L™
—— Tampao fosfato pH2 30{— 0,25 mol Lt
120 {—— Tampao fosfato pH4 — 0.50 mol L*
—— Tampao fosfato pH6 ’ a1
904{— Tampao fosfato pH8 20 0,75 mol L
< <
2 60 =
~ =
= 104
30
01 01

07 08 09 10 11 12 13 08 09 10 11 12 1,3
E/V vs Ag/AgClI E/V vs Ag/AgCI

FIGURA 4.29 — (A) Voltamogramas obtidos para o PROP 1,0 x 10™* mol L™,
v = 50 mV s™* em diferentes eletrélitos suporte, (B) diferentes concentracdes de

solucéo de H,SO,.

4.5.4 Otimizacdo dos Parametros Voltamétricos para a

Determinacdo de PROP.

As técnicas voltamétricas de redissolucdo anddica de onda
guadrada (SWAdASYV) e de pulso diferencial (DPAJASV) foram avaliadas, com
0 objetivo de se obter melhores sensibilidade e linearidade e menor limite de

deteccdo para a determinacdo de PROP. Os parametros estudados e os
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selecionados para a SWAJASV e DPAJASV séao apresentados nas TABELA
4.12 e TABELA 4.13.

TABELA 4.12 — Parametros investigados da técnica SWAdASV e os valores

selecionados para a determinacdo de PROP

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Frequéncia (Hz) 10-50 40
Amplitude (mV) 5-60 30

Incremento de Varredura (mV) 1-7 5

TABELA 4.13 — Parametros investigados da técnica DPAdJASV e os valores

selecionados para a determinacdo de PROP

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Velocidade de varredura (mV s™) 5-90 90
Amplitude de pulso (mV) 10 - 100 40
Tempo de modulacéo (ms) 5-30 5

455 Curvas Analiticas

ApoOs a otimizacdo dos parametros das técnicas voltamétricas de
redissolucdo anddica, construiram-se as curvas analiticas adicionando-se
aliquotas da solucgéio padrdo de PROP 1,0 x 10°mol L™ em 10 mL de eletrélito
suporte H,SO, 0,25 mol L™. Na FIGURA 4.30 (A) e (B) séo apresentados 0s
voltamogramas obtidos empregando-se as técnicas de onda quadrada (A) e de
pulso diferencial (B) para diferentes concentracdes de PROP e as respectivas

curvas analiticas (inserido).
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FIGURA 4.30 — (A) Voltamogramas obtidos para a técnica SWAdASV para o
PROP em H,SO, 0,25 mol L™, (a) branco; e nas concentracdes de (b) 0,10;
(c) 0,25; (d) 0,50; (e) 0,75; (f) 1,00; (g) 1,50 x 10° mol L' de PROP. (B)
Voltamogramas obtidos para a técnica de DPAJASV para o PROP em H,SO,4
0,25 mol I, (a) branco; e nas concentracées de (b) 0,075; (c) 0,100; (d) 0,175;
(e) 0,250; (f) 0,380; (g) 0,500; (h) 0,630, (i) 0,750 e (j) 1,0 x 10° mol L™ de
PROP. Inseridos nos gréaficos a relagdo da concentracdo com a corrente de

pico.

Na TABELA 4.14 sédo apresentados os resultados obtidos para as
técnicas de SWAdASV e de DPAJASYV, tais como equacao da reta, linearidade
de concentragcdo de PROP, coeficiente de correlacdo (r) e limite de deteccao
(LD). O limite de deteccdo foi calculado pelo desvio padrdo de dez
voltamogramas do branco multiplicado por trés, dividido pelo coeficiente

angular da curva analitica.

TABELA 4.14 — Resultados obtidos para diferentes técnicas voltamétricas para

a quantificacdo do PROP

Resultados SWAdJASV DPAdASV
Eq. da Reta -3,5 x 107" + 44 [C/ pmol L] -8,1 x 107" + 19 [C/ pmol L]
Linearidade/ mol L* 1,0x107a15x%x10° 75%x10%a1,0x 10°
r 0,994 0,998

LD (mol L™ 7,5 % 10% 6,3 x 10®
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Ambas as técnicas voltamétricas apresentaram boas linearidades
e sensibilidades, com bons limites de deteccdo, porém a técnica de DPAJASYV
apresentou uma faixa linear com concentracdes menores para 0 PROP em
relacdo a técnica de SWAdASV e um menor limite de deteccdo. Sendo assim,
a DPAJASYV foi selecionada para a determinacdo de PROP em amostras
farmacéuticas.

Os resultados obtidos utilizando o método proposto (desempenho
analitico) foram comparados com outros trabalhos encontrados na literatura
que utilizam métodos eletroanaliticos para determinacdo de PROP. Na
TABELA 4.15 sao apresentados estas comparacoes.

TABELA 4.15 — Comparacéo dos parametros analiticos obtidos com diferentes

eletrodos e/ou técnicas voltamétricas para a determinacédo de PROP

Linearidade LD
Eletrodo Técnica Referéncias
(mol L™ (mol L™
Au DPV 1,0x10°-2,0x107° 5,0 x 107’ 85
GC DPV 40%x10°-1,3x10™ 1,4x10° 86
Nafion/GC SWAJASV 8,0x10°%-6,0x 1077 3,4x1078 87

DPV
50x107-7,0x10°(DPV); 1,2 x 10 (DPV)

MWCNTs/SR e 88
30x107-54x%x10°(SWV) 7,8 x10°(SWV)

SWV
BDD SWV 20x107-9,0x107° 1,8 %1077 89
MWCNTs- Método
DPAJASV 75x10°%-1,0x107° 6,3 x107°
PAH/GC Proposto

Pode-se observar na TABELA 4.15 que o método proposto
apresentou melhor resposta em termos de linearidade de concentracdo da
curva analitica e LD em comparacdo aos métodos que utilizam os eletrodos
sélidos como Au, GC e BDD e com os eletrodos modificados MWCNTSs/SR,

Nafion/GC. Desta maneira, pode se concluir que o método proposto para a
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determinacdo PROP em formulacdo farmacéutica utilizando o eletrodo
MWCNTs-PAH/GC apresentou boa linearidade e baixo LD.

4.5.6 Estudo da Repetibilidade

O estudo da repetibilidade intra-dias e inter-dias para o método
proposto foram avaliados para uma soluicdo padrdo de PROP 1,0 x 10" em
acido sulfarico 0,25 mol L™. Para o estudo da repetibilidade intra-dias, um
conjunto de 10 medidas (n=10) foram realizadas nas mesmas condi¢cdes
experimentais e com o mesmo eletrodo, sendo o valor calculado do desvio
padrao relativo (RSD) de 3,3%. A repetibilidade inter-dias foi avaliada por
medidas durante cinco diferentes dias (n=5), e para cada dia o filme foi
renovado com a mesma dispersdo de MWCNTs-PAH e o RSD calculado foi de
4,8%.

4.5.7 Estudo de Adicao e Recuperacao

Foram caclulados as porcentagens de recuperacdo para adi¢coes
de 1,0 x 107" mol L™ e 5,0 x 10~ mol L™ de PROP em eletrélito suporte. As
porcentagens de recuperagdo variaram entre 99,7 % e 105% como €
apresentado na TABELA 4.16.

TABELA 4.16 - Resultados obtidos no estudo de adicao e recuperacéo para

diferentes concentracdes de PROP

[PROP] x 10~ mol L™
Amostras o %
Adicionado Recuperado

1,00 1,01 101
A 5,00 519 104
1,00 99,7 99,7
® 5,00 5,14 103
c 1,00 1,05 105

5,00 5,08 102
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Estes valores indicam que ndo ha interferéncia significativa da
matriz das amostras na determinacdo de PROP empregando o método

voltamétrico proposto.

458 Analises das amostras

O método de DPAJASYV foi aplicado para determinacao de PROP
em formulacdes farmacéuticas, e os resultados obtidos foram comparados com
agueles empregando-se o método padrdo da Farmacopéia Brasileira
(espectrofotométrico). Os resultados obtidos sdo apresentados na TABELA
4.17.

TABELA 4.17 - Resultados obtidos na determinacdo de PROP em amostras

comerciais para o0 método proposto e método da Farmacopéia Brasileira®

PROP (mg/comprimido) Erro relativo®

Amostras (%)
Espectrofotométrico®  Voltamétrico®

N, 10+0,8 10+1,2 0,0

B 40+1,3 39+0,5 -2,5

C 80+1,3 81+0,5 +1,3

%n = 3 medidas;
®[100 x ((método Voltamétrico — método Espectrofotométrico))/ método Espectrofotométrico)]

Para avaliar os niveis de confianca entre os resultados obtidos
empregando-se os dois procedimentos, aplicou-se o teste t-pareado. Foi
calculado um teyp, = 0,17, valor menor que 0 tgiico (3,18, a = 0,05). Sendo assim,
os resultados da determinacdo de PROP obtidos empregando-se o método
voltamétrico e o0 método espectrofotométrico, recomendado pela Farmacopeia
Brasileira, ndo apresentaram diferencas significativas, a um nivel de confianca
de 95 % e, estdo dentro de um erro relativo aceitavel, no caso variaram de -2,5
a 1,3 %.
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4.5.9 Estudo dos Parametros Eletroquimicos do PROP

A FIGURA 4.31 séo apresentados os voltamogramas obtidos em
diferentes velocidades de varredura para uma concentragédo de PROP de 1,0 x
10~ mol L™ em eletrélito suporte acido sulfirico 0,25 mol L™ com eletrodo de

trabalho MWCNTs-PAH/GC .

600- 750 (B)
400 500
< <
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. . . . . . 0 . . .
07 08 09 10 11 12 0,1 0,2 0,3
E/V vs Ag/AgCl ul Vs*

FIGURA 4.31 - (A) Voltamogramas ciclicos nas velocidades de (a) 10, (b) 50,
(c) 100, (d) 150; (e) 175; (f) 200; (g) 250 e (h) 300 mV s™ em &cido sulfarico
0,25 mol L™ e concentracéo de PROP de 1,0 x 10* mol I"%. (B) a relagéo linear

da corrente de pico com a velocidade de varredura.

Observa-se que o potencial de oxidacdo do PROP deslocou-se
para potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de varredura,
caracteristica de um sistema irreversivel'®7,

Empregando-se a relagdo da corrente de pico com a velocidade
de varredura é possivel determinar a area de recobrimento ([,) do PROP

adsorvido sobre a superficie do eletrodo MWCNTs-PAH/GC de acordo com a

Equacao 2 10%11°,
[ = n?F?I' A a2

sendo A a é&rea geométrica, n 0 numero de elétrons, v a velocidade de
varredura, F a constante de Faraday. O valor calculado para éarea de
recobrimento (/) foi de 2,61 x 10™° mol cm?, assumindo-se que a adsorc&o foi
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em uma Unica camada, pode-se calcular que a area que uma molécula de

PROP ocupa na superficie do eletrodo foi de cerca de 6,38 x 10™® cm?.

Neste estudo, determinou-se também o valor da constante
heterogénea de transferéncia de elétrons (ks) empregando-se a equacéo de
Laviron'®. Na FIGURA 4.32 é apresento o gréfico do potencial de oxidac&o (E)

em funcao de In v.

0,96

0,94 +

E/V

0,92

0,90+

FIGURA 4.32 — Dependéncia linear de E com o In o, utilizando a o eletrodo
MWCNTs-PAH/GC para uma concentracdo de PROP 1,0 x 10™* mol L™ em

soluc&o &cido sulfarico 0,25 mol L™,

Utilizando-se a equacao da reta do grafico, E/ V = 0,984 + 0,018
In v; r = 0,995, dos potenciais de pico anddico vs. In v, FIGURA 4.32, pode-se
substituir os valores na Eq. 3 para processos irreversiveis'®, e calcular a

constante de transferéncia de elétrons (ks) para o eletrodo MWCNTs-PAH/GC.

g, = po - X RTK2 BT Eq.3
P anF anF " anF 7 (Eq.3)

Assim, com o valor obtido para o coeficiente angular (0,029) e
utilizando T = 298 K, R = 8,314 J K* mol*, e F = 96485 C mol™ o valor
calculado para an foi de 1,46. O valor de E° foi determinado a partir do
coeficiente linear do grafico de E, vs v. Extrapolando v para 0, obtém se o valor
de E° igual a 0,904 V. Sabendo que na oxidacdo do PROP envolve 2

123,124

elétron pode se estimar o valor de a, que foi igual a 0,73, e o valor
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calculado para constante heterogénea de transferéncia de elétrons (ks) foi de
0,95 s. Nos trabalhos citados na literatura ndo h4 menc&o dos valores de ks,
ficando assim prejudicada uma comparacdo do valor obtido neste trabalho de

tese.

4.6 Determinacao de VERAPAMIL (VPM)

4.6.1 Estudo do Comportamento Voltamétrico do VPM

Utilizando-se a técnica de voltametria ciclica, verificou-se o
comportamento eletroquimico do VPM para os eletrodos, com e sem
modificacdo, GC, PAH/GC e MWCNTs-PAH/GC, nas seguintes condicdes
experimentais: VPM 1,0 x 10 mol L™ em &cido sulfarico 0,1 mol L™, tempo de
agitacdo inicial de 120 s e velocidade de varredura de 100 mV s™. Os
voltamogramas obtidos sdo apresentados na FIGURA 4.33 para os eletrodos
mencionados. Como pode ser observado para os eletrodos GC e PAH/GC néo
€ exibido um aumento de corrente anddica. Por outro lado, ao se utilizar o
eletrodo MWCNTs-PAH/GC observa-se um aumento significativo da corrente
de pico de oxidacdo desse principio ativo em um potencial de 1,087 V,
demonstrando que a utilizacdo dos MWCNTSs imobilizados na superficie do GC,
facilitam a transferéncia de elétrons. Também foi observado que o processo de
oxidacdo do VPM nédo é acompanhado do pico de reducédo, o que indica que a
reacao de oxidacdo do VPM é um processo irreversivel, corroborando com os
resultados obtidos na literatura®®1%3,

Considerando-se que ha adsorcdo do analito na superficie do
eletrodo modificado com MWCNTs, desenvolveu-se um método de
redissolucdo com pré-concentracéo do VPM .
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GC
—— PAH/GC
—— MWCNTSs-PAH/GC

095 1,00 1,05 1,0 1,15 1,20
E/V vs Ag/AgCI

FIGURA 4.33 — Voltamogramas ciclicos obtidos para solugdo de 1,0 x 10~ mol
L™ de VPM em 4&cido sulfarico 0,1 mol L™ a uma velocidade de varredura de
100 mV s com tempo de agitacéo inicial de 120 s, para os eletrodos GC (=),

PAH/GC (=) e MWCNTs-PAH/GC (==). 0s diferentes eletrodos

4.6.2 Estudo do Eletrolito Suporte

Foi estudado a influencia dos eletrélitos suporte sobre o sinal
analitico para a oxidacao do VPM , utilizando a técnica de voltametria linear. Os
eletrdlitos estudados foram: tampéo fosfato, pH 2,0 e 4,0; &cido sulftrico 0,1
mol L™ e tamp&o BR (pH 2,0), com velocidade de varredura de 100 mV s™ e
tempo de pré-concentracdo de 120 s, sendo 0s voltamogramas apresentados
na FIGURA 4.34 (A). O eletrélito que proporcionou a melhor resposta em
termos de magnitude do sinal analitico foi o acido sulfarico, apesar do potencial
de oxidacdo do VPM estar deslocado para potencias mais positivos. No
entanto, esse eletrdlito foi aquele que proporcionou uma melhor definicdo do
pico de oxidagcdo, bem como um aumento significativo do sinal analitico em
relacdo aos outros eletrdlitos estudados, sendo assim selecionado. Apos
selecionar o &cido sulfurico como eletrélito suporte, estudou-se a influéncia da
concentracdo desse eletrolito suporte sobre o sinal analitico. Os
voltamogramas obtidos neste estudo sdo apresentados na FIGURA 4.34 (B).
Observa-se que o potencial de oxidacdo € pouco influenciado pela variacdo da

concentracdo do acido sulfarico e um aumento significativo da intensidade da
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corrente de pico com 0 aumento da concentracdo do eletrdlito até a
concentracdo de 0,1 mol L™, mantendo-se constante o sinal analitico em
concentracdes superiores. Portanto, o eletrdlito e a concentragdo selecionados

para a determinac&o de VPM foi 0 H,S0,0,1 mol L ™.

150
—— Tampéo Fosfato pH 2,0 ——H5S0,4 0,05 mol L™
——HyS04 0,1 mol L™ 1501 H,S0,4 0,10 mol L™
1001 — Tampdo Fosfato pH 4,0 4
—— Tampéo BR pH 2,0 ——H2504 025 mol L
« 1001 i
<§L 3 —— HS0,4 0,50 mol L
= %01 __— =
50
0
(A) o (B)
07 08 09 10 1,1 12 13 1,0 11 12
E/ V vs Ag/AgCI E/ V vs Ag/AgCl

FIGURA 4.34 — Voltamogramas de ciclicos para o VPM 1,0 x 10™° mol LY,
velocidade de varredura 100 mV s em diferentes eletrélitos suporte, (B)

voltamogramas obtido em diferentes concentracdes de acido sulfurico.

4.6.3 Tempo de Pré-Concentracéao

As condicbes experimentais para o estudo do tempo de pré-
concentracdo foram: concentracéo de 5,0 x 10~ mol L™ de VPM em eletrdlito
suporte de &cido sulfarico 0,1 mol L™, com velocidade de varredura de 100 mV
st e pré-concentracdo em circuito aberto (sem aplicacdo de potencial). Na
FIGURA 4.35 (A) sdo apresentados os voltamogramas obtidos para a técnica
de voltametria linear, nos tempos de pré-concentracdo variando de 30 a 180 s.
Como pode ser observado na FIGURA 4.35 (B), o tempo de pré-concentracao
que proporcionou a melhor resposta quanto a intensidade de sinal e boa
repetibilidade foi o tempo de 150 s, acima desse tempo, o sinal de corrente

pico de oxidac&o para VPM néo variou siginifcativamente.
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FIGURA 4.35 — (A) Voltamogramas obtidos para a oxidacao de VPM em acido
sulfarico 0,1 mol L™ em diferentes tempos de pré-concentracdo. (B) Variacéo

do pico de corrente com o tempo de pré-concentracao

4.6.4 Estudo dos Parametros Voltamétricos para

Determinacdo do VPM

Foram estudados os parametros paras as técnicas de voltametria
de redissolucdo anddica de onda quadrada (SWAdASV) e voltametria de pulso
diferencial (DPAdJASV). Na TABELA 4.18 sdo apresentados os parametros
estudados e os valores selecionados para técnica SWAdJASV e DPAJASV.
Nesses estudos foram empregados um tempo de pré-concentracdo de 150 s,
acido sulfarico 0,1 mol L como eletrélito suporte e o eletrodo MWCNTSs-
PAH/GC.

TABELA 4.18 — Parametros otimizados para a técnica de SWAdASV

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Frequéncia (Hz) 10 -60 40
Amplitude (mV) 5-50 35

Incremento de Varredura (mV) 1-9 7

A seguir sdo apresentados na TABELA 4.19 os intervalos de
valores estudados para cada parametro e as melhores condi¢cdes para a

técnica de voltametria de redissolugéo anddica de pulso diferencial.
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TABELA 4.19 — Parametros otimizados para DPAJASV.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Velocidade de varredura (mV s'I) 10 -90 70
Amplitude de pulso (mV) 5-140 90
Tempo de modulag&o (ms) 5-25 9

4.6.5 Curvas Analiticas

Com a otimizacdo dos parametros para as técnicas estudadas
construiram-se as curvas analiticas e a escolha da técnica voltamétrica para
determinacdo de VPM foi aquela que apresentou boa sensibilidade e maior
linearidade de concentracdo da curva analitica. A Figura 4.36 apresenta 0s
voltamogramas e as suas respectivas curvas analiticas obtidas paras as
técnicas de SWAdJASV (A) e DPAJASV(B).

7
7 3. 3
6- 6 3.0
5
54 4 25
_ :‘3 2 g 2
< 4 : o
3 34 (:; <:_ 10
- 2 0.00 0.03 0.06 009 0.12 = 14 003 0.06 0»29 0:112 0.1
1 [VPM]/ x 10°mol L™ [VPM]/ x 10°mol L
1- —_—
07 (A) 01 (B)
11 12 13 14 15 16 09 10 11 12 13 1.4 15 16
E/ V vs Ag/AgCI E/ V vs Ag/AgCI

FIGURA 4.36 — A) Voltamogramas obtidos para a técnica de SWAdASV para o
VPM em H,SO, 0,1 mol L™, (a) branco; e nas concentracdes de (b) 0,005; (c)
0,010; (d) 0,030; (e) 0,050; (f) 0,075; (g) 0,100 x 107® mol L™ de VPM. (B)
Voltamogramas obtidos para a técnica de DPAdASYV para o VPM em H,SO4 0,1
mol L™, (a) branco; e nas concentracdes de (b) 0,025; (c) 0,050; (d) 0,075; (e)
0,10; (f) 0,12 x 10°(g) 1,6 x 107" mol L™* de VPM

A curva analitica obtida para a técnica de SWAASV teve
equacdo de retaiguala I/ A=1,9 x 107°+ 5,6 x 10 C/ mol L™, com uma faixa

linear de concentracdo de 5,0 x 10° a 1,0 x 107" mol L™, coeficiente de
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correlacdo de 0,994 e limite de deteccdo de 3,6 x 10° mol L™. Para a técnica
de DPAJASYV a equacdo da curva analitica obtida foide I/ A=4,1x 107"+ 2,1

x 10* C/ mol L™ com linearidade de concentracéo de 2,5 x 10®a 1,6 x 10~" mol

L™, coeficiente linear de 0,992 e limite de deteccéo de 1,4 x 10° mol L™. As
duas técnicas voltamétricas estudadas, apresentaram boas linearidades e
sensibilidades, com bons limites de deteccdo, porém a técnica de SWAJASV
apresentou uma faixa linear com concentracbes menores para 0 VPM em
relacdo a técnica de DPAJASV e um menor limite de deteccdo, portanto a
técnica de SWAASV foi selecionada para a determinacdo de VPM em
amostras farmacéuticas. Com os resultados obtidos empregando-se o método
proposto (desempenho analitico), foi comparado com outros trabalhos
encontrados na literatura que utilizam métodos eletroanaliticos para
determinacdo de VPM. Na TABELA 4.20 s&o apresentadas estas

comparacoes.

TABELA 4.20 — Comparacao do desempenho analitico obtido neste trabalho

com aquele obtido em diversos métodos propostos na literatura

Faixa Linear LD
Eletrodo Técnica Ref
(mol L™ (mol L™
20x10°-3,0x10"°
(DPV); 7,0x 1077
GSR DPV e SWV 102
2,0x10°-1,40 x 10™° (DPV e SWV)
(SWV)
HMDE LSV 1,0x10°%-1,0x 107’ 1,0 x 107 103
DPV 1,6 x 10" (DPV)
GC 8,0x10"-1,0x10™" 104
SWV 1,3 x 107 (SWV)
MWCNTs- Método
SWAJASV 50x10°-1,0x 10" 3,6 x 107°
PAH/GC Proposto

Pode-se observar na TABELA 4.20 que o método proposto

apresentou melhor resposta em termos de linearidade de concentracdo da
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curva analitica e LD em comparacdo com meétodos citados que utilizam

diferentes eletrodos.

4.6.6 Estudo da Repetibilidade

O estudo da repetibilidade intra e inter-dia para o0 método proposto
foi realizado com uma solucéo padrdo de VPM 5,0 x 10 mol L™ em &cido
sulfarico 0,10 mol L™. Para o estudo da repetibilidade intra-dia, um conjunto de
10 medidas (n=10) foram realizadas nas mesmas condi¢gbes experimentais e
com o mesmo eletrodo, sendo o valor calculado do desvio padrdo relativo
(RSD) de 4,8 %. A repetibilidade inter-dias foi avaliada por medidas durante
quatro diferentes dias (n=4), e para cada dia o filme foi renovado com a mesma
dispersdo de MWCNTs-PAH e o RSD calculado foi de 4,5 %.

4.6.7 Estudo de Adicao e Recuperacao

Foram avaliados o efeito da matriz das amostras na determinagéo
do VPM. O estudo de adicdo e recuperacdo foi realizado por adicdo de
qguantidades conhecidas de solucbes padrdao de VPM em solucbes de trés
amostras farmacéutica, sendo a concentracdo final de VPM determinada
empregando o método proposto. As recuperacdes do analito variaram de 98,8
a 103 %, como é apresentado na TABELA 4.21, indicando assim que nao
houve interferéncia significativa da matriz das amostras na determinacdo de

VPM empregando-se o0 método proposto.
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TABELA 4.21 — Resultados obtidos no estudo de adicdo e recuperacao para
diferentes concentracdes de VPM

[VPM] x 107® mol L™
Amostras o %
Adicionado Recuperado

2,50 2,54 102
A 5,00 5,19 103
2,50 2,48 101
5 5,00 4,96 99,2
2,50 2,47 98,8
c 5,00 4,98 99,6

4.6.8 Aplicacédo do Método Proposto na Determinacéao de VPM

em Formulacdes Farmacéuticas

Empregou-se a técnica de SWAdASV para determinacéo e VPM
em formulac¢des farmacéuticas. Na TABELA 4.22 s&o apresentados os teores
de VPM determinados em comprimidos comerciais empregando o método
proposto e o0 método espectrofotométrico preconizado pela Farmacopéia
Brasileira®*.

Foram realizadas trés determinacbes para cada amostra, e
calculados os desvios padrdes para essas determinacdes. Como pode ser visto
nessa tabela, ndo foram observadas diferencas significativas entre os método
proposto e o de referéncia. Aplicando-se o teste t pareado com os resultados
obtidos usando ambos os métodos, os valores de t calculados (0,651) foram
menores do que o valor critico (3,18, a = 0,5), podendo-se concluir assim que
0s resultados obtidos empregando-se o procedimento proposto estdo em
concordancia com aqueles obtidos empregando-se o método de referéncia, a

um nivel de confianca de 95%.
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TABELA 4.22 — Determinagdo de VPM em formulagbes farmacéuticas pelo
método proposto usando MWCNTs-PAH/GC, e pelo método preconizado pela

Farmacopéia Brasileira®*.

VPM (mg comprimido'I)
Erro Relativo!

Amostras Valor Método de Método %)
Rotulado  Referencia®® Propostol®

A 40 39,8+1 39,9+0,5 +0,3

B 40 39,1+1 39,3+1 +0,5

C 40 409+ 2 399+1 -2,4

[a] n=3.
[b] [100 x (Método Proposto — Método de Referencia)] / Método de Referencia.

4.6.9 Estudo Eletroquimico para VPM

Empregando-se voltametria ciclica em diversas velocidades de
varredura foi possivel obter informacBes do sistema eletroquimico como o
namero de elétrons envolvidos no processo de oxidagdo do VPM, a constante
heterogénea de transferéncia de elétrons (ks) e a area de recobrimento (/3) do
eletrodo de MWCNTs-PAH/GC para VPM 1,0 x 10™* mol L™ em &cido sulfdrico
0,10 mol L™

Na FIGURA 4.37 pode-se observar os voltamogramas ciclicos
obtidos em diferentes velocidades de varredura de potencial para a técnica de
voltametria ciclica para uma solucdo de VPM 1,0 x 10™* mol L™ em &cido

sulfarico 0,10 mol L.
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FIGURA 4.37 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varredura de potencial de (A) 0,01; (B) 0,03; (C) 0,05; (D) 0,07; (E) 0,10; (F)
0,15 e (G) 0,20 V s™ para uma solucdo de VPM 1,0 x 10 mol L™* em &cido
sulfarico 0,10 mol L™,

Na FIGURA 4.38 (A) é apresentada a relacdo da corrente de pico
(1) com a velocidade de varredura (v) para uma solucdo de VPM de 1,0 x 10™*
mol L™ em &cido sulfarico 0,10 mol L™. Observa-se uma relacdo linear da
corrente de pico com a velocidade de varredura, caracteristico de processos
adsortivos. Essa caracteristica também pode ser observada na FIGURA 4.38
(B), cujo valor encontrado para a inclinacdo da reta (coeficiente angular) é de

0,9, valor préoximo de 1,0, indicando assim que o0 processo é controlado por

adsorcao’®”.
(A) | (B)
100- | ol
< 45
50 o0
= 2
5,0
0+ : ‘ SS : ‘ |
0,0 0,1 0,2 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5
o/ Vs' log v

FIGURA 4.38 — (A) Dependéncia linear da com corrente com o a velocidade de
varredura utilizando a MWCNTs-PAH/GC para VPM 1,0 x 10* mol L™* em



RESULTADOS E DISCUSSAO 89

solucdo Acido sulfarico 0,1 mol L™ em diferentes velocidades, (B) Relacgéo de

log | por log v.

Por meio desta relagéo da corrente de pico com a velocidade de
varredura € possivel determinar a area de recobrimento (I,) para o VPM
adsorvido sobre a superficie do eletrodo MWCNTs-PAH/GC de acordo com a

Equacao 2190116,

n?F2I" A
sendo A a éarea geométrica, n 0 numero de elétrons, v a velocidade de
varredura, F a constante de Faraday. O valor calculado para é&rea de
recobrimento (/) foi de 7,26 x 107*° mol cm?, assumindo-se que a adsorcéo foi
em uma uUnica camada, pode-se calcular a area que uma molécula de VPM

ocupa na superficie do eletrodo, sendo a area calculada de cerca de 2,29 x
107 cm?.

Na FIGURA 4.39 é apresentado o grafico que relaciona o
potencial de oxidagédo (E) em funcdo de In o, utilizando esta relagdo pode-se

obter o valor da constante heterogénea de transferéncia de elétrons (ks)

empregando-se a equacéo de Laviron'®,

1,16 »
1,14 4
2 1,12
L
1,10
1,08 . . .
5 4 3 2
In v

FIGURA 4.39 — Dependéncia de Evs In v para VPM 1,0 x 10 mol L™ em

acido sulfarico 0,1 mol L.
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Empregando-se a equacéao da reta obtida do grafico, E/ V = 1,20
+ 0,025 In v; r = 0,994, E vs. In v, FIGURA 4.14, pode se substituir os valores
na Eq. 3 para processos irreversiveis'®, e calcular a constante de transferéncia
de elétrons (ks) para o eletrodo proposto MWCNTs-PAH/GC.

Inv

anF anF

RT <RTk°> RT
In +

O valor obtido para o coeficiente angular foi de 0,025, e utilizando

T=298K, R=8,314 JK' mol?, e F = 96485 C mol™, o valor calculado para an

foi de 0,97. O valor de E° foi determinado a partir da interseccdo de E vs v.

Extrapolando v para 0, obtém se o valor de E° igual a 1,105 V. Sabendo que é

1 elétront0?104

na oxidacdo do VPM envolvido pode se estimar o valor de q,
que foi igual a 0,97, e o valor calculado para constante heterogénea de
transferéncia de elétrons (ks) foi de 1,08 s™, ndo sendo possivel comparar com

os valores da literatura por falta destes estudos em outros trabalhos.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho de tese \verificou-se que o0s métodos
eletroanaliticos para a determinacdo de metotrexato (MTX), propiltiouracil
(PTU), propranolol (PROP) e verapamil (VPM) em formulagcées farmacéuticas
empregando-se os eletrodos modificados com filmes de MWCNTs/DHP e
MWCNTs-PAH apresentaram diversas vantagens em relacdo a maioria dos
métodos eletroanaliticos descritos na literatura,>>-°%:8>-89:102-104

Empregando-se a técnica de DPAJASV e o eletrodo de carbono
vitreo modificado com MWCNTs-DHP, a curva analitica para o MTX foi linear
no intervalo de concentracgéo de 5,0 x 10°®a 5,0 10 °°mol L™, com um limite de
deteccdo de 1,0 x 10°® mol L™ . Uma comparacdo dos teores de MTX em
diversas amostras obtidos empregando-se o método proposto e o
cromatogréafico™® foram concordantes a um nivel de confianca de 95 %. A
imobilizacdo dos MWCNTs no filme de DHP na superficie do eletrodo de
carbono vitreo possibilitou se trabalhar em menores potenciais de trabalho
(menor sobrepotencial) e maior sensibilidade por conta do efeito eletrocatalitico
verificado.

A utilizacdo do DHP na formacéo do flme com MWCNTSs observa-
se o recobrimento do DHP sobre os MWCNTs (FIGURA 4.3 B), e 0 aumento
da &rea ativa de cerca de 1,5 vezes maior que aquela encontrada para o GC.
Ao se empregar o eletrodo DHP/GC, observou-se diminuicdo da magnitude do
sinal analitico, (FIGURA 4.1B), indicando que o DHP dificulta a transferéncia de
elétrons, obtendo-se uma éarea ativa menor quando comparada ao eletrodo de
GC.

Com a utilizacdo do polieletrdlito, hidrocloreto de polialilamina
(PAH) para a formacéo do filme com os MWCNTSs sobre o eletrodo de GC, os
MWCNTs estdo mais expostos como foi observado nas imagens de MEV
(FIGURA 4.4 B), e este apresentou um aumento da area ativa de cerca de 3
vezes maior que aquela para o eletrodo de GC. O eletrodo PAH/GC apresentou
uma area ativa muito préximo do eletrodo GC (FIGURA 4.2 A e B), indicando
que o filme sobre o eletrodo de carbono vitreo nao dificultou o transporte do

analitio até o sensor base, uma vez que as magnitudes de correntes obtidas
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empregando-se o eletrodo de GC e o eletrodo CG/PAH foram similares. Sendo
assim, o eletrodo de MWCNTs-PAH/GC foi empregado para o desenvolvimento
dos métodos eletroanalitcos para a determinacéo de PTU, PROP e VPM.

O efeito eletrocatalico também é observado para PTU utilizando-
se 0 eletrodo de MWCNTs-PAH/GC, com deslocamento dos potenciais de
oxidacdo e redugdo para mais proximos de zero. Empregando-se a técnica
LSAdCSV, construiu-se uma curva analitica, que apresentou uma faixa linear
de concentracdo de PTU de 5,0 x 10° a 5,8 x 10> mol L™, com um limite de
deteccdo de 1,0 x 10°° mol L. As quantificacdes dos teores de PTU nas
amostras farmacéuticas comerciais foram realizadas com sucesso, com erros
que variaram entre —-1,0 e 2,0 % quando comparado com o0 método
preconizado pela Farmacopéia Britanica®® (titulacdo potenciométrica), a um
nivel de confianca de 95%.

Para o PROP e VPM observou-se um aumento da corrente
anodica nos potenciais de 0,930 e 1,08 V respectivamente, ao se utilizar o
eletrodo de MWCNTs-PAH/GC, enquanto que para os eletrodos PAH/GC e GC
nao foi observado um sinal analitico importante, indicando que a presenca dos
MWCNTs melhorou a resposta voltamétrica quando comparado com o0s
eletrodos de PAH/GC e GC, devido as propriedades dos MWCNTs, como a
facilidade de transferéncia de elétrons e aumento da area superficial.

O método voltamétrico proposto, DPAJASV, para a quantificacédo
do PROP apresentou uma curva analitica de 7,5 x 102 mol L™ a 1,0 x 107° mol
L™, com limite de deteccdo de 6,3 x 10 mol L™ Neste intervalo de
concentragdo, foram realizadas com sucesso as determinagbes do teor do
PROP em amostras farmacéuticas comerciais, e 0s resultados foram
comparados com aqueles obtidos, empregando-se 0 método preconizado pela
Farmcopéia Brasileira® (espectrofotométrico), apresentando-se erros que
variaram entre -2,5 a 1,3 % a um nivel de confianca de 95%.

O VPM foi quantificado em amostras comercias empregando-se a
técnica de SWAdASV com o eletrodo MWCNTs-PAH/GC, foi possivel obter
uma cruva analitica com uma linearidade de concentragcédo de VPM mais baixas
em relagdo aos trabalhos encontrados na literatura, e com menor limite de

deteccdo. A linearidade da curva analitica para o VPM foi de 5,0 x 10™° a 5,0
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x 10~', com limite de deteccéo de 3,6 x 10~ mol L™. Os resultados dos teores
deste analito em produtos farmacéuticos empregando-se 0 método proposto
com aqueles obtidos empregando-se o método preconizado pela Farmacopéia
Brasileira® (espctrofométrico) ndo apresentou diferenca significativa a um nivel

de confianca de 95%.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Aplicar o eletrodo estudado na determinacéao de outros farmacos,
e utilizar outras configuracdes de célula eletroquimica empregando-se
sistemas de andlises por injecdo em fluxo junto com a técnica de mdultiplos
pulso para determinacdo simultdnea de alguns analitos, sejam eles de
importancia farmacéutica ou alimenticia. Propor novos eletrodos a partir de
materiais nanoestruturados, por exemplo, incorporar nanoparticulas metélicas
nos CNTs ou no grafeno. Estudar novos filmes polimericos e polieletrolitos para

Nnovos sensores eletroquimicos.
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