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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de metodologia eletroanalitica simples para
quantificacdo de acetaminofeno (AAF) utilizando voltametria de onda quadrada (VOQ).
Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro (NpAu), nanotubos de
carbono de paredes multiplas funcionalizados (NTCPMF) e ftalocianina de cobalto (I1) (FcCo)
foi preparado e caracterizado por voltametria ciclica (VC), VOQ e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE). As condicfes experimentais, tais como pH, eletrdlito de
suporte e parametros da voltametria de onda quadrada foram otimizadas. A partir das condicdes
experimentais otimizadas, a oxidacdo de AAF foi caracterizada como um processo quase-
reversivel e dependente de protons, com participacdo de igual nimero de proétons e de elétrons
(dois prétons e dois elétrons) e com o valor da constante de transferéncia de carga (ks) sendo
igual a 59,0 + 2,5 s*. Avaliacdo do eletrélito de suporte foi realizada em quatro diferentes
solugdes tampdes e a influéncia do pH do meio também foi verificada, resultando em solugdo
tampdo Mcllvaine pH 5,0. Os valores de frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial (f),
amplitude de pulsos de potencial (a) e incremento de potencial (AEs) da VOQ otimizados foram
50 s, 40 mV e 3 mV, respectivamente. Sob estas condicdes, curvas de calibragdo foram
lineares na faixa de concentracdo de 1,49 x 10°a 4,76 x 10 mol L~ com limite de deteccio
(LD) de 1,35 x 10" mol L e limite de quantificacdo (LQ) de 4,50 x 107 mol Lt A
repetibilidade e a reprodutibilidade foram avaliadas com base nos valores de desvio padrdo
relativo (DPR), que foram iguais a 4,56% e 2,38%, respectivamente, evidenciando a preciséo
da metodologia. Ensaios de recuperacdo foram realizados para quantificagdo de AAF em
amostras de medicamentos apresentados na forma de comprimidos (Tylenol® 500 e Tylenol®
DC), solucdo oral (Tylenol® Gotas) e suspensdo oral (Tylenol® Crianca). Os percentuais de
recuperacdo para Tylenol® 500, Tylenol® DC, Tylenol® Gotas e Tylenol® Crianca foram
101,34%, 89,91%, 98,61% e 75,76%, respectivamente. Os resultados obtidos pela metodologia
utilizando VOQ foram comparados aos resultados obtidos pela utilizagéo de espectrofotometria
na regido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis), apresentando vantagens para a metodologia
eletroanalitica proposta, como menores valores de LD e de LQ. Assim, ficando evidenciado

que a metodologia desenvolvida neste trabalho é apropriada para aplicacGes praticas.

Palavras-chave: Nanoparticulas de ouro. Nanotubos de carbono de paredes mdultiplas.

Ftalocianinas de cobalto. VVoltametria de onda quadrada. Acetaminofeno. Farmacos.



ABSTRACT

This work describes the development of a simple electroanalytical methodology for
quantification of acetaminophen (ACOP) using square-wave voltammetry (SWV). A glassy
carbon electrode modified with gold nanoparticles (AuNp), functionalized multi-walled carbon
nanotubes (IMWCNT) and cobalt (I1) phthalocyanine (CoPc) was prepared and characterized
by cyclic voltammetry (CV), SWV and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The
optimum experimental conditions, such as pH, supporting electrolyte and square-wave
voltammetric parameters were investigated. From the data analysis of the optimization of
experimental conditions, the oxidation of ACOP was characterized as a quasi-reversible and as
a proton-dependent process, and with the reaction mechanism which allowed to calculate equal
number of protons and electrons (two protons and two electrons) and the standard rate constant
ks value is equal to 59.0 + 2.5 s, Study of the electrolyte was carried out in four different buffer
solutions and the influence of pH was also evaluated, with the best results obtained at pH 5.0
Mcllvaine buffer. The frequency (f), amplitude (a) and step potential (AEs) optimized values
were 50 s, 40 mV e 3 mV, respectively. Under the optimized conditions, calibration curves
were linear in the concentration range of 1.49 x 10°°a 4.76 x 10> mol L-* with limit of detection
(LOD) of 1.35 x 10" mol L and limit of quantification (LOQ) of 4.50 x 10~" mol L.
Repeatability and reproducibility were evaluated based on the relative standard deviation values
(RSD), which were equal to 4.56% and 2.38%, respectively, demonstrating the accuracy of the
methodology. Recovery assays were performed to ACOP quantification in drug samples
presented in the form of tablets (Tylenol® 500 and Tylenol® DC) oral solution (Tylenol® Drops)
and oral suspension (Tylenol® Child). The recovery percentages for samples of Tylenol® 500,
Tylenol® DC Tylenol® Drops and Tylenol® Child were 101.34%, 89.91%, 98.61% and 75.76%,
respectively. The results obtained by the SWV methodology were compared to the results
obtained by ultraviolet-visible spectrophotometry (UV-Vis), showing the advantages to
proposed electroanalytical methodology as lower LOD and LOQ values. Therefore, it is evident

that the methodology developed in this work is quite suitable for practical applications.

Keywords: Gold nanoparticles. Multi-walled carbon nanotubes. Cobalt phthalocyanines.

Square-wave voltammetry. Acetaminophen. Pharmaceuticals.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sensores eletroquimicos

Na avaliacdo do comportamento eletroquimico e quantificacdo de compostos
farmacéuticos por meio de técnicas eletroanaliticas, eletrodos metalicos, como ouro (MERLI et
al., 2012; STOILJIKOVIC et al., 2012) e platina (GUALANDI et al., 2011; XI; ZHANG; ZHU,
2009), e a base de carbono, como carbono vitreo (BABAEI et al., 2015; KALAMBATE et al.,
2015; ZHANG et al., 2015; ZIDAN et al., 2014), diamante dopado com boro
(WANGFUENGKANAGUL; CHAILAPAKUL, 2002), pasta de nanotubos de carbono
(SANGHAVI; SRIVASTAVA, 2010), tém sido amplamente empregados como sensores
eletroquimicos, pois apresentam excelentes propriedades elétricas e estabilidade quimica. Além
disso, a utilizacdo de eletrodos modificados pode promover a deteccdo seletiva de compostos
farmacéuticos (USLU; OZKAN, 2007), ja que, em algumas situac@es, o uso de eletrodos ndo
modificados € inadequado para a realizacéo de analises de farmacos na presenca de interferentes
ou em estudos de deteccdo simultanea de farmacos. O emprego de eletrodos modificados possui
grande destaque em eletroanalitica, pois 0s materiais utilizados na modificacdo realcam a
sensibilidade e/ou seletividade de dada determinacdo, devido a fenbmenos de eletrocatalise e
de exclusdo de interferentes (ALKIRE et al., 2009). A Figura 1 apresenta um esquema de

funcionamento de um sensor eletroquimico.

Figura 1 — Esquema de funcionamento de um sensor eletroquimico

MEMNS

COMUNICADOR ANALITO

Fonte: Adaptada de (LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006).

1.1.1 Nanotubos de carbono

Nanotubos de carbono sdo uma classe excepcional de nanomateriais com aplicagao

em varias areas de pesquisa, devido a suas propriedades como elevada area superficial, alta
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condutividade elétrica e estabilidade quimica e resisténcia mecénica (DE LA TORRE; BLAU,
TORRES, 2003; ZAGAL et al., 2012). Em Eletroquimica, nanotubos de carbono de paredes
multiplas (NTCPM) sdo muito utilizados, pois exibem atividade catalitica para muitos
processos de transferéncia eletrdnica quando imobilizados na superficie de eletrodos (CERNAT
etal., 2015; CHOU et al., 2005). A funcionalizacdo quimica de NTCPM por meio de tratamento
com acido forte ou mistura de acidos sob agitacdo e aquecimento, com a formacao de véarios
grupos funcionais, tais como o oxigénio, hidroxila e carboxilas, aumenta a estabilidade da
suspensdo — ja que os nanotubos de carbono apresentam grande dificuldade de dispersdo em
agua e solventes organicos (HAIDER et al., 2007; MORAES et al., 2009) — assegurando maior
reprodutibilidade na preparagdo do eletrodo modificado. Além disso, a funcionalizagdo dos
NTCPM realca a atividade catalitica e também auxilia na imobilizacdo de enzimas para o

desenvolvimento de diversos tipos de sensores (ZHANG et al., 2008b).

1.1.2 Ftalocianinas de cobalto (I1)

Alguns materiais como ftalocianinas de cobalto (FcCo) ligadas a NTCPM tém
recebido atencdo consideravel no campo de eletroanalise, pelo fato de combinar propriedades
interessantes para sensores eletroquimicos (APETREI et al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2015;
DEVASENATHIPATHY et al, 2015a; OZOEMENA; NKOSI; PILLAY, 2008;
SHAHROKHIAN; GHALKHANI; AMINI, 2009; SISWANA; OZOEMENA; NYOKONG,
2006). FcCo adsorvem fortemente sobre NTCPM e outros materiais a base de carbono, o que
facilita o preparo de materiais hibridos de NTCPM-FcCo para diversos estudos, incluindo
pesquisas de eletrocatalise (ZAGAL et al., 2012). FcCo aumentam a atividade eletrocatalitica
e diminuem a resisténcia a transferéncia de carga, e combinado com 0s nanotubos de carbono,
proporcionam maior sensibilidade para a metodologia, tornando-as adequadas para aplicacfes
analiticas (PILLAY; OZOEMENA, 2007; ZAGAL etal., 2012). Além disso, tem sido mostrado
que NTCPM-FcCo proporcionam melhorias na atividade fotocatalitica de luz visivel e a
oxidagdo dos poluentes organicos (WAN et al., 2015a, 2015b). Ftalocianinas metalicas ndo
substituidas se ligam aos NTCPM através de interacbes n-n ndo covalentes, enquanto
ftalocianinas metalicas amino substituidas podem estar ligadas covalentemente aos NTCPM
através da formacéo de ligacdo amida (DE LA TORRE; BLAU; TORRES, 2003; MORAES et
al., 2009) e sdo observadas as excelentes propriedades cataliticas de ftalocianinas sem que haja
perda das propriedades eletrdnicas dos nanotubos de carbono (SILVA et al., 2007). A estrutura

da FcCo esta representada na Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura da ftalocianina de cobalto
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Fonte: Elaborada pelo autor.

1.1.3 Nanoparticulas de ouro

Nanoparticulas de ouro (NpAu) é uma das classes de nanomateriais mais utilizados
nos Ultimos anos, pois apresentam propriedades elétricas, magnéticas e Opticas excepcionais
(DANIEL; ASTRUC, 2004). Varios métodos de preparacdo de NpAu foram publicados
(BROWN; SMITH, 1980; HAYAT, 2012; HYATT; EATON, 1992; TURKEVICH;
STEVENSON; HILLIER, 1951), com destaque para o classico método de Frens (1973), que
utiliza citrato como estabilizador e ainda é muito utilizado por ser um método considerado
pratico. Outra forma de sintetizar NpAu € por meio de reducdo eletroquimica. Métodos
baseados na aplicacdo de um potencial — geralmente entre —0,2 e —0,4 V - por um determinado
tempo - entre 60 e 300 segundos, aproximadamente — tém sido publicados por muitos autores
(DE OLIVEIRA et al., 2015; PARK; YOON; KIM, 2011; SANZ et al., 2005). A vantagem da
utilizacdo de NpAu preparadas por meio de eletrodeposicdo € a simplicidade e rapidez do
procedimento de reducédo eletroquimica quando comparado ao processo de reducdo quimica.
Além disso, nanoparticulas preparadas quimicamente se aglomeram, causando crescimento das
particulas, o que traz a necessidade de preparacdo de novas NpAu com frequéncia.

Em Eletroquimica, o uso de nanoparticulas de ouro, para aumentar a area superficial
e condutividade, facilita o processo de transferéncia de elétrons e asseguram um aumento da
sensibilidade e da seletividade do método (RAWAL et al., 2011). Entretanto, ndo ha muitos
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estudos na literatura que descrevem os beneficios do uso de eletrodos modificados com NpAu-
FcCo-NTCPM (DE OLIVEIRA et al., 2015; SUN et al., 2014).

1.1.4 Voltametria de onda quadrada

Técnicas voltamétricas de analise se apresentam como alternativa aos metodos
tradicionais, como o de espectrofotometria na regido do UV-Vis e os cromatograficos, pois
apresentam baixo custo, rapidez e alta sensibilidade, comparaveis com as das técnicas
tradicionais (BABAEI et al., 2011). Além disso, a aplicacdo de sensores eletroquimicos para a
andlise de farmacos e contaminantes ambientais tem despertado grande interesse nos Ultimos
anos, ja que se trata de metodologia bastante simples, precisa e de baixos limites de deteccdo,
(BABAEI et al.,, 2011; ENGIN et al., 2015). Outras grandes vantagens dos métodos
eletroanaliticos estdo na possibilidade da medida ser realizada diretamente na amostra, sem
necessidade de etapas de preparo e também de tornar possivel a analise de materiais coloridos,
jaque a coloracdo de algumas amostras poderia interferir em medidas de UV-Vis, por exemplo,
ou amostras contendo particulas solidas dispersas (CHEN; SHAH, 2013).

A voltametria de onda quadrada (VOQ) é uma das técnicas voltamétricas de pulso
mais rapidas e sensiveis, com limites de detec¢do comparaveis aos das técnicas cromatograficas
e espectroscopicas (MORAES et al., 2009; RIBEIRO et al., 2014; SOUZA et al., 2004). Esta é
uma poderosa técnica eletroanalitica, que estabelece uma relacdo direta entre a concentracédo do
analito e a corrente medida, caracteristica das técnicas voltamétricas. A VOQ se baseia numa
sequéncia de pulsos simétricos sobrepostos a um potencial na forma de escada que é aplicado
ao eletrodo de trabalho (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). A Figura 3 apresenta a forma
de aplicacdo do potencial na VOQ.

A corrente € medida ao final de cada pulso, uma vez no pulso direto e uma vez no
pulso reverso, e a diferenca entre as duas medidas corresponde a corrente resultante
(MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007; SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003). A frequéncia (f) da onda quadrada, em s, é igual a 1/t. a é a amplitude do pulso de onda
quadrada em mV, e 2a ¢ igual a amplitude de pico a pico. AEs, também em mV, é chamado
incremento de potencial, que € a altura do degrau. O produto f XAEs é igual a velocidade de

varredura da medida.
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Figura 3 — Forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda quadrada

Pulso direto
_ '
T AN AEs
a — p— - r
A -
1 Pulso Peverso

2 : |
|t —]

- Degraus de Onda
1

-- potencial quadrada

Fonte: Adaptada de (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

A Figura 4 apresenta os voltamogramas tedricos que podem ser obtidos a partir das

correntes medidas nos pontos 1 e 2 marcados na Figura 3.

Figura 4 — VVoltamogramas tedricos para processos reversiveis (1) e irreversiveis (2)
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Fonte: Adaptada de (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

Os critérios diagndsticos de processos redox na VOQ foram desenvolvidos e
testados de acordo com muitos calculos tedricos, por meio de simulacéo de reacfes reversiveis,
irreversiveis e quase-reversiveis (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007;
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SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Os critérios para cada tipo de sistema estdo descritos
resumidamente, a seguir:

i) Considerando-se o valor do coeficiente de transferéncia de carga (o) igual a 0,5,
e caso ndo ocorra adsorcao de espécie eletroativa na superficie do eletrodo, entéo a intensidade
da corrente de pico é, pelo menos, duas vezes maior para sistemas reversiveis do que para
sistemas totalmente irreversiveis. Portanto, a VOQ apresenta maior sensibilidade para sistemas
reversiveis.

ii) Para sistemas reversiveis existe uma correlacao linear entre a corrente de pico
(Ip) e a raiz quadrada da frequéncia (f /%) - acima de 1000 s™* de frequéncia (f ), pode aparecer
desvios da linearidade. Sistemas irreversiveis apresentam uma relacgéo linear entre Ipe f. Ja no
caso de reagOes quase reversiveis, a relacdo entre I, e f ndo apresenta linearidade.

iii) Para sistemas totalmente irreversiveis, os potenciais de pico (Ep) e o logaritmo
da frequéncia (log f) apresentam uma relagdo linear, entre si. A inclinacéo é dada pela Equacéo
1:

Alog f onF

1)

A relagdo entre Ep e log f para sistemas reversiveis onde ndo ha adsorcao de reagente também
é linear, porém, neste caso a inclinacdo € dada pela Equacéo 2:

Alog f 2nF

)

Os valores de E; sdo independentes de f para o caso de sistemas reversiveis onde ha adsorcdo
de reagente e produto na reacéo.

iv) Os valores de I, sdo dependentes da amplitude (a). Para valores de a = (20/n)
mV, a relacdo entre Iy e a € linear. Para sistemas reversiveis onde ha adsor¢do de reagente e
produto, a altura do pico aumenta linearmente apenas para valores de amplitudes menores do
que 60 mV. No caso de sistemas totalmente irreversiveis, os valores de I, aumentam com o
aumento da amplitude, pois a largura de meia altura (AEp2) se mantém constante para valores
de a acima de 20 mV.

V) A AEp2 € independente de a se a > 20 mV para sistemas totalmente irreversiveis
com adsorcado de reagente. No caso de adsorgéo de reagente e produto, para sistemas totalmente
irreversiveis, AEp2 € independente de a se a > 40 mV. Neste caso, € possivel estimar o valor do

coeficiente de transferéncia de carga (a), considerando-se que AEp; = (63,5+ 0,5)/an.
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1.2 Acetaminofeno

O acetaminofeno (AAF), N-acetil-p-aminofenol, ¢ um analgésico e antipirético, que
ndo possui propriedades anti-inflamatorias, pertencente a classe dos derivados do p-aminofenol,
comercializado sem necessidade de prescrigdo médica, muito utilizado no Brasil e em outros
paises do mundo. O alivio da febre e de dores fracas e moderadas se da pela inibi¢éo da sintese
de prostaglandinas (JIANG et al., 2015; MAZER; PERRONE, 2008). A sintese do AAF se deu
no seculo passado a partir de pesquisas destinadas a descoberta de substitutos para a acetanilida,
substancia que também possui propriedades analgésico-antipiréticas, mas que causa ma
formagdo nas hemoglobinas (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1982). Conhecido
popularmente como paracetamol, o AAF é um po6 branco, inodoro e parcialmente solivel em
agua, obtido a partir da acetilacdo do p-aminofenol com anidrido acético (ANICETO;
FATIBELLO-FILHO, 2002). A Figura 5 apresenta a reacao de sintese do AAF a partir do p-

aminofenol.

Figura 5 — Sintese do acetaminofeno
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Fonte: Adaptada de (ANICETO; FATIBELLO-FILHO, 2002).

A utilizacdo de AAF ¢ segura quando administrado em doses terapéuticas
adequadas; entretanto, com a utilizacdo indevida ou em excesso, é comum a ocorréncia de casos
de hepatotoxicidade e nefrotoxicidade devido a alta producéo de N-acetil-p-benzoquinonaimina
(NAPQI), um eletrofilo altamente reativo, produto da oxidacdo do acetaminofeno no figado
(CHUN et al., 2009; JIANG et al., 2015). Nos Estados Unidos, a overdose de AAF € a causa
mais comum de insuficiéncia hepatica aguda, a frente da hepatite viral, e é a segunda causa
mais comum de insuficiéncia hepatica, inclusive exigindo transplante (U.S. FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2014). Em abril de 2014, a FDA (Food and Drug Administration,
Estados Unidos) emitiu um comunicado que proibe a prescrigdo de combinagfes de analgésicos

gue contenham mais de 325 mg de AAF por comprimido, capsula ou outra unidade de dosagem
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e recomenda a ingestdo maxima diaria de 3 g, por causa de risco de danos ao figado (U.S.
FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2014). Casos de insuficiéncia renal também sédo
atribuidos a overdoses de AAF (BABAEI et al., 2011, 2015; TAEI et al., 2015). No Brasil,
existem medicamentos a base de AAF com 500 e 750 mg por comprimido, e a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda ndo ingerir mais do que 4 g de AAF por dia
(BRASIL, 2009).

AAF esta entre os seis ingredientes farmacéuticos mais frequentemente detectados
na agua potavel (CARVALHO et al., 2012). Isto € uma consequéncia direta da baixa eficiéncia
dos processos convencionais de tratamento de agua para a remocdo/degradacdo destes
compostos, junto com o seu descarte continuo no meio ambiente. Para superar o desafio
ambiental emergente associado a ocorréncia e persisténcia do AAF e de outros produtos
farmacéuticos na agua potavel e em aguas residuais, € importe o desenvolvimento de novas
metodologias de deteccdo e quantificacdo que sejam rapidas e simples, com potencial para

aplicacdo em campo, preferencialmente.

1.3 Determinacao analitica de acetaminofeno

Muitos métodos, tais como titrimetria (BURGOT; AUFFRET; BURGOT, 1997,
KNOCHEN; GIGLIO; REIS, 2003), espectroscopia na regido do infravermelho e Raman (AL-
ZOUBI; KOUNDOURELLIS; MALAMATARIS, 2002), cromatografia liquida (ISSA;
HASSOUN; ZAYED, 2012; JOHNSON; PLUMB, 2005) e espectrofotometria na regido do
ultravioleta e do visivel (ROTE; KUMBHOJE; BHAMBAR, 2012; SIRAJUDDIN et al., 2007)
— sendo este, inclusive, o método indicado pela Farmacopeia Brasileira para a detec¢do e
quantificacdo de AAF (BRASIL, 2010) — tém sido empregados na determinacdo de AAF em
produtos farmacéuticos. Contudo, a maioria desses métodos apresentam longos tempos de
analise, alto custo, pré-tratamento das amostras e, as vezes, baixa sensibilidade e seletividade.
Atualmente, € comum a comercializacdo desta substdncia combinada com farmacos
secundarios a fim de tratar sintomas adversos além de dor e febre, e essas substancias podem
causar interferéncias nos procedimentos analiticos de determinacdo de AAF. Por exemplo, a
cafeina, uma substancia que atua como estimulante do sistema nervoso central (FERNANDES
et al., 2015), é utilizada em formulagcbes com AAF como revigorante. Portanto, faz-se
necessario o desenvolvimento de metodologias simples, rapidas, sensiveis e seletivas,

preferencialmente de baixo custo, para a determinacdo de AAF, ja que este se apresenta em
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diferentes formas comerciais (comprimidos, solucdo e suspensdo oral), o que implica em

amostras em diferentes matrizes com eventual interferéncia nas analises.

1.4 Estado da arte

1.4.1 Aplicagéo de nanotubos de carbono de paredes multiplas e ftalocianinas em sensores

e biossensores eletroquimicos

Os beneficios da utilizacdo de nanotubos de carbono aliados a ftalocianinas de
cobalto tém chamado a atencdo de muitos pesquisadores nos ultimos anos. Muitos trabalhos de
determinacdo de contaminantes ambientais, farmacos e outras substancias organicas tém sido
publicados, mostrando o 6timo desempenho dos sensores e biossensores eletroquimicos em
Quimica Analitica (DEVASENATHIPATHY et al., 2015c; LEI et al., 2010; LI et al., 2013;
MORAES et al., 2010; SHI et al., 2014; XU et al., 2012).

Devasenathipathy et al. (2015b) utilizaram um composito de nanotubos de carbono
de paredes mdltiplas e ftalocianinas de cobalto para preparar um sensor ndo enzimatico para
deteccdo de glicose. Os resultados de experimentos de espectroscopia UV-Vis confirmaram que
0 compasito foi formado via interagdes n-n entre as ftalocianinas de cobalto e os nanotubos de
carbono. O efeito da velocidade de varredura da voltametria ciclica foi estudado e a corrente de
pico anddico variou linearmente com a velocidade de varredura entre 10 e 100 mV s,
indicando que a eletro-oxidacéo da glicose € um processo de adsor¢do. Cronoamperometria foi
utilizada para a construgdo da curva analitica, que apresentou linearidade entre 1,00 x 10> e
6,54 x 103 mol L, com limite de deteccio de 1,40 x 10~ mol L. A metodologia
desenvolvida foi aplicada em amostras de soro sanguineo de pessoas diabéticas e ndo diabéticas,
comparando-se os valores de concentracdo obtidos pelo sensor com os valores obtidos por
sensor de glicose comercial e os percentuais de recuperacao ficaram entre 97,42 e 102,40%.

Devasenathipathy et al. (2015a) desenvolveram um sensor amperométrico baseado
em um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes multiplas
e ftalocianinas tetrassulfonadas de ferro para determinagdo de hidrazina. Espectroscopia de
impedancia eletroquimica em uma solucéo de [Fe(CN)s] >/* 5,0 x 102 mol L em meio de
KCI 0,1 mol L foi utilizada para avaliar a resisténcia a transferéncia de carga, com valores de
4000 Q, 200 Q e 220 Q para os eletrodos de carbono vitreo/ftalocianina tetrassulfonada de

ferro, carbono vitreo/nanotubos de carbono de paredes mdaltiplas e carbono vitreo/nanotubos de
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carbono de paredes multiplas-ftalocianina tetrassulfonada de ferro, indicando que as
ftalocianinas aliadas aos nanotubos de carbono apresentam excelente habilidade de
transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo. Os valores de corrente de pico da voltametria
ciclica para hidrazina 1,0 x 10 mol L™ em meio de tampdo fosfato pH 5,0 variaram
linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura (v?), demonstrando que a
oxidacdo da hidrazina é um processo controlado por difusdo. Foi calculado um coeficiente de
difuséo igual a 6,83 x 107° cm? s~* e 0 niimero de elétrons envolvidos na reacao foi igual a 3,82.
A curva analitica foi construida utilizando cronoamperometria e apresentou faixa linear de 1,0
x 10" a 3,0 x 10-® mol L~ com limite de deteccéo de 7,6 x 10-° mol L.

Sun et al. (2014) prepararam um aptassensor (sensores a base de aptameros, que
sdo moleculas de DNA e RNA com estrutura 3D especificas) eletroquimico a partir da
modificacdo de eletrodo de carbono vitreo com quitosana-nanoparticulas de ouro (CS-NpAu),
grafeno-nanoparticulas de ouro (GR-NpAu), nanotubos de carbono de paredes multiplas-
ftalocianinas de cobalto (NTCPM-FcCo) e oligonucleotideos de DNA modificados com grupos
amino (Aptl) e biotina (Apt2) para a deteccdo de canamicina. As propriedades eletroquimicas
das etapas de modificacdo do eletrodo foram avaliadas por voltametria ciclica, e os resultados
mostraram que as contribuicdes sinergéticas dos nanocompdsito de CS-NpAu, GR-NpAu e
NTCPM-FcCo proporcionaram grande aumento na sensibilidade das medidas. Voltametria de
pulso diferencial em tampao fosfato 0,1 mol L a pH 7,0 foi utilizada para construgdo das
curvas analiticas, que apresentaram linearidade entre 1,0 x 108 e 1,5 x 10-" mol L e limite de
deteccdo igual a 5,8 x 10~ mol L. A metodologia foi aplicada na determinagdo de canamicina
em amostras enriquecidas de leite, com percentuais de recuperacdo entre 97,2 e 103,1%.

Apetrei et al. (2013) desenvolveram uma metodologia para a analise de compostos
fendlicos utilizados em formulacGes farmacéuticas baseada na modificacdo de um eletrodo de
pasta de carbono (preparado pela mistura de nanotubos de carbono de paredes multiplas e
ftalocianinas de cobalto) com a enzima tirosinase. O desempenho do biossensor enzimatico foi
analisado por voltametria ciclica para solugdes de catecol 1,0 x 10~* mol L! e catequina 1,0 x
10~* mol L-tem meio de tampéo fosfato 0,01 mol L2, pH 7,0. Coeficientes de transferéncia de
carga (a) iguais a 0,310 ¢ 0,327 foram determinados para catecol e catequina, respectivamente.
Curva analitica foi construida por cronoamperometria e apresentou linearidade na faixa de 1,00
x 10~ e 1,20 x 10~* mol L! para catecol. Os limites de deteccdo calculados para catecol foram

1,66 x 10-®mol L e para catequina foi 6,32 x 10~ mol L. A aplicabilidade do biossensor foi
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estudada por ensaios de recuperacao de catequina em medicamento, cha verde e extrato de cha
verde, com percentuais de recuperagédo de 89,0, 92,0 e 80%, respectivamente.

Zuo, Zhang e Li (2012) construiram um sensor eletroquimico para acido ascorbico
utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes
multiplas e ftalocianinas de cobalto. Voltametria ciclica para acido ascérbico 1 x 10~ mol L
em meio de tampdo fosfato 0,1 mol L%, pH 7,0, foi utilizada para avaliar as propriedades
cataliticas do sensor proposto. Observou-se relacdo linear entre corrente de pico da voltametria
ciclica e a raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando que o processo de oxidagédo do
acido ascorbico € controlado por difusdo. Cronoamperometria foi utilizada para obtencdo das
curvas de calibracdo, que apresentaram faixa linear entre 1,0 x 10~ e 2,6 x 10~ mol L%, com
limite de deteccdo igual a 1,0 x 10~° mol L. Estudo de interferentes foi realizado por
cronoamperometria para acido ascorbico 2,5 x 10~ mol Lt em meio de tampéo fosfato 0,1 mol
L%, pH 7,0, na presenca de &cido urico 2,5 x 10~* mol L%, glicose 1,0 x 103 mol L, L-
fenilalanina 1,0 x 10~2 mol L%, &cido citrico 1,0 x 103 mol L' e KCI 2,5 x 103 mol L e
nenhuma das substancias analisadas causaram interferéncia a um potencial aplicado de +0,19V,
indicando que o eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes
maltiplas e ftalocianina de cobalto apresenta seletividade para a determinacdo de &cido
ascorbico.

Yin et al. (2010) fabricaram um biossensor para a determinacdo de bisfenol A
utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes
mdaltiplas, ftalocianinas de cobalto, fibroina de seda e enzima tirosinase. O comportamento
eletroquimico do bisfenol A foi investigado utilizando voltametria ciclica em meio de tampéo
fosfato 0,1 mol L pH 7,4. Observou-se relacéo linear entre a corrente de pico da voltametria
ciclica e a velocidade de varredura (v) entre 20 e 300 mV s%, o que indicou que o processo de
oxidacdo do &cido ascorbico é controlado por adsorcao. O coeficiente de transferéncia de carga
(o) igual a 0,84 foi calculado e foi determinada a participacdo de dois protons e dois elétrons
no mecanismo de oxidacdo. As curvas analiticas foram construidas utilizando
cronoamperometria e a faixa linear obtida foi de 5,0 x 108 a 3,0 x 10 mol L™* e o limite de
deteccdo foi estimado em 3,0 x 10~ mol LL. Para demonstrar a aplicabilidade, o biossensor foi
empregado na determinagdo de bisfenol A em cinco tipos de amostras de plastico, com
percentuais de recuperacdo entre 95,36 e 104,39%.
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1.4.2 Determinacdo de acetaminofeno utilizando eletrodos modificados

Nos ultimos anos, dezenas de trabalhos sobre determinacdo analitica de
acetaminofeno tém sido publicados. 1sso mostra a importancia que essa substancia tem, quando
se trata do desenvolvimento de novas metodologias analiticas de determinagdo de farmacos e
de outras substancias organicas (CANEVARI et al., 2013; MARTIN et al., 2010; PAGNOTTI;
CHUBATYI; MCEWEN, 2011; SANTOS et al., 2013; ZIEMONS et al., 2010). Em
eletroanalitica, € muito conveniente a escolha do acetaminofeno como molécula de estudo no
desenvolvimento de novas metodologias eletroanaliticas e eletrodos modificados, pois se trata
de uma substancia com comportamento eletroquimico bem conhecido (BEITOLLAHI et al.,
2012; ENSAFI et al., 2011; GOYAL; GUPTA; CHATTERJEE, 2010; LIU et al., 2013;
MADRAKIAN; HAGHSHENAS; AFKHAMI, 2014; TAJIK; TAHER; BEITOLLAHI, 2014).

D’Souza et al. (2015) desenvolveram metodologia para determinagdo de
acetaminofeno utilizando eletrodo de pasta de carbono modificado com nanotubos de carbono
de paredes mdaltiplas decorados com platina e TritonX-100. VVoltametria ciclica (VC) em meio
de tampédo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,0, foi utilizada para investigar o comportamento
eletroquimico do acetaminofeno. O efeito da velocidade de varredura da VC, bem como o0s
pardmetros da cinética de transferéncia eletronica foram avaliados e a partir dos resultados foi
possivel calcular o coeficiente de transferéncia de carga (o) igual a 0,59 e o valor da constante
de transferéncia de carga (ks) calculado foi de 0,51 s~X. Determinou-se a participacdo de dois
elétrons e dois prétons na reacdo de oxidacao do acetaminofeno. Estudos de interferentes foram
realizados por VC, na presenca de 1 x 10~ mol L' de dopamina e de 1 x 10~ mol L
triptofano. Curvas de calibracdo foram construidas por amperometria hidrodindmica em meio
de tampéo fosfato 0,1 mol L=, pH 7,0, tendo uma faixa linear de 9,0 x 10~®a 1,0 x 10~ mol
L1 e limite de deteccéo igual a 1,8 x 108 mol L. Aplicacio da metodologia foi realizada em
amostras contendo acetaminofeno de soro sanguineo, com percentuais de recuperacdo entre 96
e 98,8%, e de medicamentos, com percentuais de recuperacdo proximos de 100% e DPR entre
0,62% e 1,65%.

Liu et al. (2014) prepararam eletrodo de carbono vitreo modificado com grafeno
reduzido e nanoparticulas de oxidos de niquel (Ni2O3 e NiO) para determinar acetaminofeno
em amostras de medicamentos e urina. As propriedades cataliticas do eletrodo modificado
frente & oxidagdo do acetaminofeno foram avaliadas utilizando voltametria ciclica e de pulso
diferencial em meio de tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0. O processo de oxidagdo foi

caracterizado como quase-reversivel, com a participacao de dois elétrons e um proton. O valor
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de a e de ks calculados foram 0,375 e 43,27 s, respectivamente. As curvas analiticas foram
construidas por voltametria de pulso diferencial e apresentaram faixa linear de 4,0 x 10%e 1,0
x 10 mol L™ e o limite de deteccéo calculado foi igual a 2,0 x 1078 mol L. A aplicabilidade
da metodologia foi avaliada a partir de ensaios de recuperacdo em amostras de comprimidos,
com percentuais de recuperacdo entre 98,5 e 104,5%, e de urina, com percentuais de
recuperacao entre 95,5 e 102,9%.

Vidyadharan, Jayan e Nancy (2014) utilizaram eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanoparticulas de ferrita de cobalto dopada com niquel (Nio,1Coo9Fe204) para
a determinagéo de acetaminofeno. Voltametria ciclica em meio de tampao fosfato 0,1 mol L2,
pH 3,0, foi utilizada para estudar o comportamento eletroquimico do acetaminofeno.
Determinou-se numeros de elétrons e de prétons, ambos iguais a dois, envolvidos na reacéo de
oxidacdo. As curvas de calibracdo foram construidas por cronoamperometria e apresentaram
linearidade entre 2,0 x 10%e 8,0 x 103 mol Lt com limite de deteccéo igual a 1,1x 108 mol
L. A reprodutibilidade foi avaliada por cinco medidas com o eletrodo sendo modificado
novamente a cada medida, com um desvio padrdo relativo de 0,1% e a estabilidade do eletrodo
foi avaliada por voltametria ciclica em meio de tamp&o fosfato 0,1 mol L%, pH 3,0 por 20 ciclos
consecutivos, com um decréscimo de apenas 4% no valor da corrente de pico.

Zheng et al. (2013) desenvolveram metodologia para a determinagdo de
acetaminofeno baseado na modificagdo de eletrodo de carbono vitreo com nanocompdsito de
grafeno-quitosana, utilizando voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial em tampéo
BR, pH 7,0. Realizou-se estudo dos parametros cinéticos de transferéncia eletrénica, em que o
valor de ks calculado foi igual a 0,25 s. Os niimeros de elétrons e de prdotons envolvidos na
reacdo de oxidacdo foram determinados como sendo iguais a dois. As curvas analiticas foram
construidas por voltametria de pulso diferencial e apresentaram faixa linear de 1,00 x 10 a
1,00 x 10~* mol L com limite de detecgdo de 3,00 x 10" mol L. O procedimento foi aplicado
na determinacdo de AAF em formulacdes farmacéuticas, com recuperacdes entre 92 e 107%.

Lu e Tsai (2011) estudaram a determinagdo de acetaminofeno sobre eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanocompaésito de nanotubos de carbono de paredes multiplas-
silica revestida com alumina utilizando voltametria de onda quadrada. O comportamento
eletroquimico do acetaminofeno foi avaliado utilizando voltametria ciclica em meio de tampéo
BR 0,1 mol L%, pH 9,0. O potencial de pico de oxidagio do acetaminofeno variou linearmente
com valores de pH entre 3 e 11, com coeficiente angular igual a —61,3 mV pH-, que esta de

acordo com o valor teorico, que é =59 mV pH-1. Segundo os autores, este valor esta de acordo
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com o descrito na equacdo de Nernst para uma rea¢do com a transferéncia de dois prétons e
dois elétrons. Voltametria de onda quadrada em meio de tampdo BR 0,1 mol L™ pH 9,0 foi
utilizada para construcao das curvas analiticas, que apresentaram linearidade na faixa de 5,0 x
10%a 2,0 x 10 mol L™ e o limite de deteccdo calculado foi de 5,0 x 10® mol L% A
metodologia desenvolvida foi empregada na determinacdo de acetaminofeno em amostras de
formulag¢Ges comerciais, com percentuais de recuperagao entre 98,2 e 99,3%.

Zhang et al. (2015) desenvolveram eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanofolhas de ouro para determinacdo simultdnea de acetaminofeno e dopamina utilizando
voltametria de pulso diferencial. O comportamento eletroquimico do acetaminofeno e da
dopamina foram avaliados por voltametria de pulso diferencial em meio de tampéo fosfato 0,1
mol L™t pH 7,0. A curva analitica apresentou linearidade na faixa de 3,0 x 10°a 3,2 x 10*mol
L1e 2,0 x10%a 2,98 x 10*mol L™ para acetaminofeno e dopamina, respectivamente, com
limite de deteccdo igual a 2,3 x 107" mol Lt e 2,8 x 107" mol L™, respectivamente para
acetaminofeno e dopamina. Realizou-se estudos de interferéncia frente a ions inorganicos,
como Na*, K*, NHs*, CI-, NOs, CH3COO e COs*, e alguns compostos organicos como
glicose, lactose, acido aspartico e ureia, com menos de 5% de erro relativo nas medidas para
cada espécie analisada, mostrando que ndo hé interferéncia significativa.

Babaei et al. (2015) estudaram a deteccdo simultanea de acetaminofeno, dopamina
e indometacina utilizando voltametria de onda quadrada, em meio de tampé&o fosfato 0,1 mol
L%, pH 7,0, sobre um eletrodo de carbono vitreo modificado com um composito de nanotubos
de carbono de paredes maltiplas-nanoparticulas de hidroxido de niquel-MCM-41. Voltametria
ciclica, em tampéo fosfato 0,1 mol L2, pH 7,0, foi utilizada para investigar o comportamento
eletroquimico das trés substancias. Os valores de o foram 0,49 e 0,52 ¢ os valores de ks foram
2,56 e 2,69 s! para acetaminofeno e dopamina, respectivamente. As curvas analiticas foram
construidas por voltametria de pulso diferencial e a linearidade apresentada ficou entre 2,0 x
107 a 2,0 x 10° mol L para acetaminofeno, com limite de deteccdo de 1,1 x 10~ mol L?;
para dopamina, a linearidade da curva analitica foi de 1,5 x 10°a 4,5 x 10°mol L™ com limite
de deteccdo de 1,5 x 107" mol L?; para indometacina, a faixa linear da curva analitica foi de
8,0 x 107" a 4,0 x 107° mol L%, com limite de deteccéo de 3,1 x 107 mol L™X. Soro humano e
urina foram utilizados como amostras reais e 0s percentuais de recuperacgdo ficaram entre 101,8
e 106,2% para acetaminofeno, 93,7 e 103,1% para dopamina e 94,6 e 98,1% para indometacina.

Amiri, Rezapour e Bezaatpour (2014) fabricaram eletrodo de pasta de carbono
modificado com carbono hidrofilico nanoparticulado e o empregaram na determinacdo

simultanea de acetaminofeno, dextrometorfano e fenilefrina. Espectroscopia de impedancia
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eletroquimica em mistura equimolar de Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)e] 1,0 x 102 mol Lt em meio
de KCI 0,1 mol L™*foi empregada para avaliar a resisténcia a transferéncia de carga do eletrodo
devido ao procedimento de modificacdo. Voltametria ciclica em meio de tampdo fosfato 0,1
mol L%, pH 7,0, foi utilizada para analisar a eletroatividade das trés substancias. Coeficientes
de difusdo iguais a 1,1 x 10° cm? s, 6,4 x 10° cm? st e 2,8 x 108 cm? s para o
acetaminofeno, dextrometorfano e fenilefrina, respectivamente, foram calculados usando a
equacdo de Randles-Sevcik. As curvas analiticas foram obtidas utilizando voltametria de pulso
diferencial, com linearidades na faixa de 1,0 x 107 a 1,0 x 10°mol L%, 8,0 x 10°a 8,0 x 10"
“mol L' ede 8,0 x107°a8,0 x 103 mol L para acetaminofeno, dextrometorfano e fenilefrina,
respectivamente, como limites de detecgdo de 1,5 x 10® mol L™ para o acetaminofeno, 2,9 x
10° mol L para o dextrometorfano e 9,5 x 10" mol L™ para a fenilefrina. A aplicacio da
metodologia foi realizada em amostras de soro sanguineo e de comprimidos, como percentuais
de recuperacdo entre 90,4 e 115,72% para acetaminofeno, 109,4 e 114,9% para
dextrometorfano e de 98,98% para fenilefrina.

Afkhami et al. (2014) desenvolveram metodologia para a determinacdo de
acetaminofeno e codeina em amostras de farmacos e fluidos bioldgicos utilizando eletrodo de
pasta de carbono modificado com um nanocompdsito de grafeno-nanoparticulas de ferrita de
cobalto. O comportamento eletroquimico das duas substancias foi avaliado por voltametria
ciclica em tamp&o BR 0,04 mol L, pH 7,0. Realizou-se estudo do efeito da velocidade de
varredura e os resultados indicaram relagéo linear entre a corrente de pico (lp) e a raiz quadrada
da velocidade de varredura (v’?), o que, de acordo com os autores, indica a ocorréncia de
mecanismo controlado por difusdo. O nimero de elétrons e de prétons envolvidos na reacéo de
oxidacdo do acetaminofeno foram determinados como sendo iguais a dois e também se concluiu
a participacdo de protons na reacdo de oxidacdo da codeina. A faixa linear da curva analitica
ficou entre 2,0 x 108 e 1,2 x 10> mol L para as duas substancias, com limites de deteccéo
iguais a 1,1 x 108 mol L para acetaminofeno e 2,5 x 108 mol L para codeina. Ensaios de
recuperacdo foram realizados em amostras de comprimido e xarope, com percentuais de
recuperacgdo entre 97,8 e 102,0% para acetaminofeno e entre 98,0 e 98,5% para codeina.

Sanghavi e Srivastava (2010) desenvolveram eletrodo de pasta de nanotubos de
carbono de paredes multiplas modificado com TritonX-100 para a determinagéo simultanea de
acetaminofeno, aspirina e cafeina. Espectroscopia de impedancia eletroquimica e voltametria
ciclica foram utilizadas para avaliar a eletroatividade das trés substancias. O teste da
transformada de Kramers-Kronig foi realizado e forneceu valores de %2 iguais a 3,48 x 1075,

7,85 x 10%¢ 6,69 x 107° para acetaminofeno, aspirina e cafeina, respectivamente, validando os
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dados de impedancia. Voltametria adsortiva de redissolucdo de pulso diferencial em meio de
tampéo fosfato 0,1 mol L%, pH 7,0, foi utilizada para construir as curvas analiticas, que
apresentaram linearidade de 1,12 x 10" a 6,94 x 10°mol L%, 2,39 x 107 a 6,45 x 10°>mol L~
1e2,82x107"a6,61x 10> mol L! para acetaminofeno, aspirina e cafeina, respectivamente.
Os limites de deteccéo calculados foram 2,11 x 108 mol L para acetaminofeno, 7,51 x 1078
mol L para aspirina e 8,26 x 108 mol L para cafeina. As recuperagdes foram realizadas em
amostras de formulacGes comerciais com percentuais entre 98,9 e 101,3% para acetaminofeno,
98,5 a 101,2% para aspirina e 98,6 e 101,5% para cafeina.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver um sensor eletroquimico a base de nanoparticulas de ouro, nanotubos
de carbono e ftalocianinas de cobalto para deteccao e quantificacdo de acetaminofeno utilizando

voltametria de onda quadrada.

2.2 Objetivos Especificos

. Otimizar a resposta do sensor em funcdo dos seguintes parametros: configuracéo
do sensor, estudo da concentracdo de ftalocianina, estudo do eletrolito de suporte, pH e da
frequéncia de aplicagéo de pulsos de potencial, amplitude de pulsos de potencial e incremento
de potencial, que séo os parametros da voltametria de onda quadrada;

. Investigar e classificar a reacdo de oxidacdo do acetaminofeno de acordo com os
critérios de diagndstico da voltametria de onda quadrada;

. Estudar a sensibilidade, a seletividade e a reprodutibilidade do método, além de
estabelecer os limites de deteccdo e de quantificacao;

. Aplicar a metodologia desenvolvida na quantificacdo de amostras de farmacos a
base de AAF, apresentados na forma de comprimido, solucdo e suspensdo oral e comparar com
a metodologia recomendada pela Farmacopeia Brasileira, que se baseia na espectrofotometria

na regido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucdes

Todos os reagentes utilizados apresentavam pureza analitica. A Tabela 1 mostra

informacdes sobre a procedéncia, composicao e a pureza dos reagentes utilizados.

Tabela 1 — Lista de reagentes utilizados, com suas respectivas formulas quimicas, procedéncia

e pureza
Reagente Formula quimica Procedéncia Pureza
Acetaminofeno CH3CONHCsH4OH Sigma-Aldrich 99%
Acetona Cs3HesO Vetec 99,5%
Acido acético glacial CH3;COOH Vetec 99,7%
Acido boérico H3BOs Vetec 99,5%
Acido citrico CeHsOr Vetec 99,5%
Acido cloridrico HCI Vetec 37%
Acido nitrico HNO;3 Vetec 65%
Acido fosforico H3PO4 Vetec 85%
Acido sulfdrico H>S04 Vetec 95%
Acido tetracloroaurico HAUCI4 Sigma-Aldrich 99,99%
Biftalato de potassio CsHsKO4 Vetec 99,95%
Cloreto de potassio KCI Vetec 99%
Dimetilformamida C3H7ON Vetec 99,8%
Etanol Absoluto C2Hs0H Vetec 99,9%
Ferrocianeto de potassio K4Fe(CN)s Vetec 98,5%
Ferricianeto de potassio KzFe(CN)s Vetec 99%
Fosfato de potassio monobasico KH2PO4 Vetec 99%
Ftalocianina de Cobalto Ca2H16CoNg Sigma-Aldrich 97%
Hidrogenofosfato de sodio Na;HPO4 Vetec 98%
Hidroxido de sodio NaOH Vetec 98%
Metanol CH3OH Vetec 99,8%
Nitrato de sodio NaNO3 Vetec 99%
Nanotubos de gafbono de C Sigma-Aldrich 95%
paredes multiplas

Fonte: Elaborada pelo autor.

As solucbes empregadas como eletrélitos de suporte foram tampdes Britton-
Robinson, preparado pela mistura de solu¢Ges de HsBOs, H3POs e CH3COOH, todos na
concentragio de 0,04 mol L (BRITTON; ROBINSON, 1931); Sorensen, preparado pela
mistura de solugdes de NaHPO4 0,08 mol L™ e KH2PO4 0,07 mol L; Mcllvaine, preparado
pela mistura de solugbes de NazHPO4 0,1 mol Lt e &cido citrico 0,1 mol L™ e biftalato de

potassio, preparado pela mistura de solugdes de biftalato de potassio 0,1 mol Lt e NaOH 0,1
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mol L (MORITA; ASSUMPCAQ, 2007). Gas nitrogénio (Nzg) de procedéncia White
Martins (pureza 99,996%) foi utilizado para secar a superficie do carbono vitreo antes da
modificacdo do eletrodo. Pasta de diamante 0,25 pm e panos para polimento da marca Risitec
foram utilizados para polimento do eletrodo de carbono vitreo. A solucao estoque de AAF foi
preparada a uma concentracdo de 1,0 x 10~ mol L pesando-se a quantidade adequada do
farmaco e solubilizando-o em &gua. Todas as solu¢des foram mantidas ao abrigo da luz e sob

refrigeracdo em torno de 4 °C.

3.2 Instrumentagédo

Os experimentos eletroquimicos foram realizados usando
potenciostato/galvanostato modelos PGSTAT 101 (Autolab, Eco Chemie) e PGSTAT 128N
(Autolab, Eco Chemie) controlados por computador, empregando o programa NOVA versao
1.11. Carbono vitreo (CV) foi utilizado como superficie de trabalho, placa de platina foi
empregada como eletrodo auxiliar e Ag/AgCIl/Cl sat em meio de KCI como eletrodo de
referéncia.

Espectrofotdmetro modelo Lambda 25 (PerkinElmer) com células de quartzo com
caminho 6ptico de 1,0 cm foi utilizado para as medidas de UV-Vis. Todas as pesagens foram
realizadas utilizando balancas analiticas modelo TB-215D (Denver Instrument) e as medidas
de pH foram realizadas com um pHmetro modelo B474 (Micronal). Banho ultrassom modelo
Q335D (Quimis) foi utilizado para limpeza do eletrodo de carbono vitreo ap6s o polimento e
para a homogeneizacdo das suspensfes preparadas. Pipetadores automaticos de volume
ajustavel modelos ASD0020 e ASD0100 (Kacil) foram utilizados para preparo/diluigcdes e para
a adicdo de aliquotas das solucgdes a célula eletroquimica. Para agitacdo das solucGes antes dos
experimentos voltamétricos utilizou-se agitador magnético modelo AM-10 (Biomixer). A dgua
usada para o preparo das solucdes foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Inc.), com
resistividade de 18,2 MQ cm.

3.3 Metodologia

Voltametria Ciclica (VC) foi empregada para avaliar as diferentes modificagdes do
eletrodo de carbono vitreo, além do comportamento eletroquimico da molécula em estudo.
VOQ foi utilizada para comparagéo entre as respostas das diferentes modificacGes do eletrodo

de trabalho e, principalmente, no desenvolvimento dos procedimentos eletroanaliticos (CHEN;
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SHAH, 2013). Medidas de Espectroscopia de Impedéncia Eletroquimica (EIE) foram realizadas
para avaliar a resisténcia a transferéncia de carga das diferentes etapas de modificacdo. Os
ensaios de impedancias foram realizados utilizando solugéo de Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] 1,0
x 10 = mol Lt em meio de KCI 0,1 mol L™ sobre os eletrodos de CV, CV/NpAu,
CV/NpAU/NTCPMF e CV/NpAU/NTCPMF-FcCo, comf=10kHza6 mHz,a=10mVeE=
+0,29 V, +0,26 V, +0,27 V e +0,26 V, respectivamente. Apds a obtencdo das condi¢des
otimizadas, as curvas analiticas em eletrélito de suporte foram construidas pela adicdo de
aliquotas da solucédo padrdo de AAF na célula eletroquimica. Os experimentos de recuperagédo
nas amostras comerciais contendo AAF foram realizados empregando o método da adi¢do de
padrdo (MILLER; MILLER, 2010).

Os resultados obtidos pela metodologia proposta neste trabalho foram comparados
com os obtidos por UV-Vis, que é método indicado pela Farmacopeia Brasileira para a detecgdo
de AAF.

3.4 Modificacdo do eletrodo de carbono vitreo com nanoparticulas de ouro, nanotubos

de carbono de paredes multiplas, ftalocianinas de cobalto

A funcionalizagdo dos NTCPM em meio &cido foi realizada misturando-se 1,0 g de
NTCPM e 500 mL de uma solugéo 1:3 de HNO3 / H2SO4, durante quatro horas. Em seguida, a
mistura foi filtrada através de uma membrana de filtro de nailon de 0,45 um Millipore. Os
NTCPM resultantes foram continuamente lavados com &gua destilada até a neutralidade do pH
do filtrado e, entdo, secou-se a 120 -C por doze horas (MORAES et al., 2009).

As suspensdes de NTCPMF foram preparadas a 1,0 mg mL~ em dimetilformamida
(DMF). As solugbes contendo FcCo foram preparadas nas concentracdes finais de 0,25, 0,5,
1,0 e 1,5 mg mL?, cada solugdo contendo também 1,0 mg mL* de NTCPMF. Para a
homogeneizagdo das suspensdes, as misturas foram colocadas em banho ultrassom por 30
minutos. Antes da modificacdo, realizou-se a limpeza do eletrodo de CV, que consistiu de
polimento em suspensdo de pasta diamante 0,25 um, seguido por lavagem com agua ultrapura.
Na sequéncia, o eletrodo foi colocado em banho ultrassom em meio de acetona e depois em
agua ultrapura, ambos durante trés minutos e depois a superficie do CV foi seca com nitrogénio
(N2(g) por 10 segundos. Em seguida, a modificagéo foi realizada gotejando-se uma aliquota de
0,5 uL de suspensdo sobre a superficie do eletrodo. Finalmente, a secagem ocorreu a

temperatura ambiente (26 = 1 °C) por uma hora.
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As NpAu utilizadas para as modifica¢es foram sintetizadas pelo método do citrato
(BATRA; PUNDIR, 2013; FRENS, 1973; ZHANG; ZHANG; MA, 2009) - que consiste na
reacdo entre HAUCI4; 0,01% (m/v) e citrato de sodio 1% (m/v) sob fervura e forte agitacdo - e
também pelo método de eletrodeposicdo. As NpAu foram eletrodepositadas por
cronoamperometria, aplicando-se —0,2 VV em solucéo de HAuUCIs 1,0 x 103 mol L ! em NaNOs
0,1 mol L previamente desaerada com Nz por 5 minutos. O tempo de eletrodeposicao variou
entre 20 e 150 segundos. Apos a eletrodeposicdo das NpAu, o eletrodo de CV/NpAu foi
transferido para célula eletroquimica contendo solugdo de H2SO4 0,5 mol L™, onde foram
realizados ciclos voltamétricos sucessivos para ativacao da superficie entre —-0,2 e 1,5 V a 100
mV s até se obter perfil reprodutivel, caracterizando a presenca das NpAu (PARK; YOON;
KIM, 2011; SANZ et al., 2005).

Em seguida, realizou-se estudo do eletrodo de CV com diferentes modificacdes,
com o objetivo de saber qual modificagdo proporcionava a resposta mais intensa em uma
medida de voltametria ciclica (VC) utilizando solucdo de hexacianoferrato (Ks[Fe(CN)e] e
Ka[Fe(CN)g], ambos a 1,0 x 10~ mol L™ em meio de KCI 0,1 mol L), que é um sistema
reversivel de propriedades eletroguimicas bem definidas (CHEN et al., 2015; SKOOG et al.,
2005). Realizou-se o estudo do efeito da concentracdo de nanoparticulas de ouro (NpAu,
sintetizadas pelo método do citrato) adicionadas a suspensédo de NTCPMF (10%, 25% e 50 %
v/v), o estudo do efeito da concentracdo de ftalocianinas de cobalto (FcCo), o estudo do efeito
do tempo de eletrodeposicdo de NpAu e a comparac¢do entre a modificacdo com NpAu (método

do citrato) e com NpAu por eletrodeposicao.

3.5 Estudo do eletrdlito de suporte e influéncia do pH do meio

Inicialmente realizou-se medidas de voltametria de onda quadrada (VOQ) em
tampé&o BR — escolhido por ser uma solugdo tampdo que possui uma ampla faixa de pH, de 2,0
a 12,0 (BRITTON; ROBINSON, 1931) — em diferentes valores de pH, de 3,0 a 12,0, para
avaliar a resposta do AAF em meio acido, neutro e basico. Em seguida, pesquisou-se na
literatura algumas solucdes-tampédo que contivessem o pH escolhido no ensaio anterior para
analisar qual eletrdlito de suporte apresentava respostas mais intensas. As solugdes-tampéao
avaliadas foram: Britton-Robinson, S6rensen, Mcllvaine e biftalato de potassio.

Apos a escolha do eletrolito de suporte otimizado, a partir da avaliacdo da resposta
em termos de maior valor de corrente de pico (lp) e menor valor largura de meia altura (AEp2)

para AAF, realizou-se medidas na faixa de tampéo da solucao para otimizacao do pH.
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3.6 Otimizacéo dos parametros da VOQ

Realizou-se estudo para a otimizacéo de trés parametros: frequéncia de aplicacédo
de pulsos de potencial (f), amplitude de pulsos de potencial (a) e incremento de potencial (AEs).
De acordo com a teoria da VOQ, os valores de f = 100 s %, a = 50 mV e AEs = 2 mV s30 0s
indicados para sistemas reversiveis com a participacdo de um elétron (MIRCESKI;
KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007). Para f, realizou-se experimentos de 5 a 150 s,

mantendo os valores de a= 50 mV e AEs = 2 mV; para a, os valores investigados foram 5 a 80

mV, com os valores de f =100 s e AEs = 2 mV; para AE;, realizou-se medidas a1 a 5 mV,

com os valoresde f =100 st e a=50 mV.

3.7 Curvas analiticas para AAF utilizando VOQ

Utilizando as condic¢Bes otimizadas anteriormente, foram construidas curvas analiticas
a partir de medidas de VOQ apds sucessivas adi¢Ges de padrdo de AAF. Investigou-se a faixa
na qual a corrente de pico (Ip) da VOQ e a concentracdo de AAF variam de forma linear. Os
valores dos limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados a partir do
desvio padrdo do intercepto (Sa) (GUIDELINE, 2005; SANGHAVI; SRIVASTAVA, 2010).
Para avaliar a precisdo do método, foram realizados ensaios de repetibilidade (repé), com dez
medidas realizadas com o0 mesmo eletrodo modificado, no mesmo dia, utilizando o mesmo
equipamento; e de reprodutibilidade (reprd), com sete medidas realizadas em dias diferentes,
em dois potenciostatos diferentes, em solugdes recém-preparadas e com o eletrodo sendo

modificado novamente a cada medida.

3.8 Determinacédo de AAF em amostras de diferentes matrizes

Ensaios de recuperagdo foram realizados empregando formulagdes contendo AAF
em diferentes matrizes, adquiridos em comércio local, que foram: Tylenol® 500, Tylenol® DC,
Tylenol® Gotas e Tylenol® Crianca. A Tabela 2 apresenta a composicdo de cada uma das

formulagoes.
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Tabela 2 — Forma de apresentacdo e composicdo das amostras de Tylenol®

Amostra | Apresentacao Composicéo

500 mg de Paracetamol por comprimido. Excipientes: agua

purificada, amido, amido pré-gelatinizado, amidoglicolato de
Tylenol®

500 Comprimido | sddio, celulose microfina, estearato de magnésio, hipromelose e

macrogol (JOHNSON “JOHNSON & JOHNSON DO BRASIL.
Tylenol 500mg”, 2015).

500 mg de Paracetamol e 65mg de cafeina por comprimido.
Excipientes: amido de milho, amido pré-gelatinizado,

o amidoglicolato de sodio, celulose microfina, corante amarelo
Tylenol

DC Comprimido | FD&C n° 6 laca aluminio, corante vermelho 40 laca aluminio,

dioxido de titanio, estearato de magnésio, hipromelose e
macrogol (JOHNSON “JOHNSON & JOHNSON DO BRASIL.
Tylenol DC”, 2015).

200 mg de Paracetamol por mL. Excipientes: acido citrico, &gua
desionizada, aromas caramelo, aniz/menta e morango, benzoato
Tylenol® 3 de sodio, bissulfito de sodio, ciclamato de sodio, corante
Solucéo oral ; o o
Gotas amarelo crepusculo FD&C n°6, hidroxido de sodio, macrogol e
sacarina sodica di-hidratada (JOHNSON “JOHNSON &

JOHNSON DO BRASIL. Tylenol Gotas”, 2015).

32 mg de Paracetamol por mL. Excipientes: &cido citrico anidro,
agua purificada, benzoato de sddio, butilparabeno, celulose
) microcristalina/ carboximetilcelulose sodica, corante vermelho
Tylenol® |  Suspensdo _ _ _
) FD&C n° 40, glicerol, goma xantana, propilenoglicol, aroma
Crianca oral o i _ 3 _
artificial de cereja, sorbitol, solucdo e xarope de frutose de milho
(JOHNSON “JOHNSON & JOHNSON DO BRASIL. Tylenol

Crianca”, 2015).

Fonte: Elaborada pelo autor.

E importante destacar que os excipientes desses medicamentos podem interferir nas
medidas eletroquimicas, seja como interferentes ou causando o efeito matriz. Isto pode levar a
diminuicdo ou aumento da sensibilidade nas medidas analiticas, afetando os resultados dos
ensaios de recuperacdo (MATUSZEWSKI; CONSTANZER; CHAVEZ-ENG, 2003; SKOOG
et al., 2005).
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Para as medidas de VOQ, as amostras foram preparadas da seguinte forma: para os
comprimidos, Tylenol® 500 e Tylenol® DC, foram pesadas 10 unidades e calculada a massa
média igual 0,616 + 0,004 g para o Tylenol® 500 e igual a 0,686 + 0,005 g, e as amostras foram
preparadas com concentracio final igual a 1,0 x 10 mol L em etanol absoluto. O Tylenol®
Crianca foi agitado manualmente por 30 segundos e depois levado ao banho ultrassom por 5
minutos para remover eventuais bolhas de ar; apos esse tratamento, a amostra foi diluida em
etanol absoluto até concentragdo final igual a 1,0 x 103 mol L. Para o preparo da solucéo de
Tylenol® Gotas, agitou-se o recipiente manualmente por 30 segundos e a amostra foi diluida
em agua Milli-Q até concentracéo final igual a 1,0 x 10 mol L. Optou-se por preparar a
solucéo de Tylenol® Gotas em agua pelo fato da amostra ja se apresentar como solugdo aquosa.
As demais amostras foram preparadas em etanol para facilitar a solubiliza¢&o dos excipientes.

No caso do preparo das amostras para as medidas de UV-Vis, adotou-se o
procedimento de acordo com o descrito na Farmacopeia Brasileira para determinacdo de AAF
e para a quantificacdo amostras de comprimidos e solucdes orais (BRASIL, 2010). Para os
comprimidos Tylenol® 500 e Tylenol® DC pesou-se dez unidades e calculou-se a massa média,
com a amostra sendo preparada a uma concentragdo final de 1,0 x 10 mol Lt em NaOH 0,01
mol L™ e depois filtrada. As amostras de Tylenol® Crianca e Tylenol® Gotas foram diluidas a
uma concentrago final de 1,0 x 103 mol L™ em uma solucio metanélica de HCI 0,1 mol L.
As amostras foram levadas ao espectrofotdmetro, utilizando-se cubetas de quartzo com
caminho 6ptico de 1 cm e as leituras foram realizadas em A (comprimento de onda) = 257 nm
para as amostras de Tylenol® 500 e Tylenol® DC e A = 249 nm para as amostras de Tylenol®

Crianca e Tylenol® Gotas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos da modificacéo do eletrodo

4.1.1 Concentracdo de NpAu sintetizadas pelo método do citrato e comparacao entre
diferentes modificagdes de eletrodo

O estudo da concentracdo de NpAu (método do citrato) foi realizado preparando-se
suspensdes de NTCPMF sempre na concentragdo final de 1 mg mL* em N,N-
dimetilformamida (DMF) com 10, 25 e 50% (v/v) de solucdo de NpAu. A Figura 6 apresenta
as medidas de voltametria ciclica para Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] 1,0 x 10~ mol L™t em meio
de KCI 0,1 mol L sobre eletrodos de CV/NTCPMF-NpAuU, que teve o objetivo de avaliar o

efeito das diferentes concentracdes de NpAu nos valores de corrente.

Figura 6 — Voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)e] 1,0 x 102 mol L em
meio de KCI 0,1 mol L! sobre CV e CV/NTCPMF-NpAu, utilizando concentrages de NpAu
de 10, 25 e 50% (v/v de DMF) a50 mV s*

—cv
8 {—— CVINTCPMF-NpAu 10%
| CV/NTCPMF-NpAu 25%
—— CV/NTCPMF-NpAu 50%
4 -
<
5 O
~~
44
-84

Fonte: Elaborada pelo autor.

A concentracdo de 25% de NpAu foi a que forneceu maior sinal de corrente e

diferenca entre os potencias de pico anodico (Epa) e catddico (Epc) mais proxima de 60 mV, que
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é o valor indicado na literatura para sistemas reversiveis com a participacdo de um elétron
(CHEN et al., 2015; SKOOG et al., 2005). Portanto, a concentragdo de 25% foi escolhida para
a comparacdo com NpAu por eletrodeposicéo.

As FcCo também foram introduzidas na modificacéo do eletrodo de carbono vitreo
a fim de avaliar os efeitos na intensificagdo do sinal analitico (YIN et al., 2010; ZAGAL et al.,
2012; ZUO; ZHANG; LI, 2012). A Figura 7 apresenta os valores de corrente de pico anodico
obtidos a partir de voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)g] 1,0 x 103 mol L~
! em meio de KCI 0,1 mol L sobre CV, CV/NpAu (NpAu eletrodepositadas),
CVINpAU/NTCPMF (NpAu eletrodepositadas), CV/INTCPMF-NpAu 25%, CV/NTCPMF-
FcCo-NpAu 25%, CV/NpAU/NTCPMF-FcCo (NpAu eletrodepositadas) e CV/INTCPMF-

FcCo, para avaliar a resposta obtida com os diferentes eletrodos modificados estudados.

Figura 7 — Valores de corrente de pico anddico obtidos a partir de voltamogramas ciclicos sobre
CV, CV/NpAu, CV/INpAU/NTCPMF, CV/NTCPMF-NpAu 25%, CV/NTCPMF-FcCo-NpAu
25%, CV/NpAU/NTCPMF-FcCo e CV/NTCPMF-FcCo em solucdo de Kz[Fe(CN)s] e
Ka[Fe(CN)g] 1,0 x 10~ mol L™* em meio de KCI 0,1 mol L™, a50 mV s

12
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44 I v o AWNTCPMEF-FeCo
1 I v NTCPMF-FeCo
2 _
0

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os voltamogramas apresentaram processos redox bem definidos, tipicos de
processos reversiveis (CHEN et al., 2015), de onde foram retirados os valores de corrente de
pico anddico (lpa), € também catodico (lc), que foram bem maiores para os eletrodos de
CV/NpAU/NTCPMF-FcCo e CVINTCPMF-FcCo em relacéo ao eletrodo de CV liso. A adigédo

do filme de NTCPMF-FcCo aumentou os valores de corrente de pico, uma vez que estes
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materiais apresentam étimas propriedades cataliticas e melhoram a velocidade de transferéncia
eletronica (ZAGAL et al., 2012). Com relagdo as NpAu, os melhores desempenhos foram
observados para as modificacdes realizadas por eletrodeposicéo, ja que apresentaram maiores
intensidades de corrente do que os eletrodos modificados com NpAu sintetizadas
quimicamente. A adigdo de NpAu aumenta a area efetiva do eletrodo e, consequentemente, 0s
valores de corrente de pico (GUO; WANG, 2007; SUN et al., 2014).

As diferencas entre os valores dos potenciais de pico anodico (Epa) € de pico
catodico (Epc) para as diferentes configuracfes de eletrodo estudadas estdo apresentadas na
Tabela 3. Para o eletrodo de CV liso, a diferenga entre os valores de Epa € Epc foi igual a 105
mV e os valores para os demais ficaram entre 75 e 83 mV, indicando que todos os eletrodos
modificados estudados melhoraram a reversibilidade da reacdo redox do par [Fe(CN)e]3/*
(GOSSER JR., 1993).

Tabela 3 — Diferenca entre os valores de potencial de pico anddico (Epa) € potencial de pico
catédico (Epc) para CV e diferentes modificagdes, calculados a partir das medidas de
voltametria ciclica para Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] 1,0 x 102 mol L! em meio de KCI 0,1

mol L1

Eletrodo (Epa— Epc) / mV
CVv 105
CV/NpAu 81
CVINpAU/NTCPMF 78
CVINTCPMF-NpAu 25% 79
CVINTCPMF-FcCo-NpAu 25% 75
CV/NpAU/NTCPMF-FcCo 81
CV/NTCPMF-FcCo 83

Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 8 apresenta os voltamogramas ciclicos para os eletrodos de CV,
CV/NpAU/NTCPMF-FcCo e CV/NTCPMF-FcCo em solucédo de K3[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s]
1,0 x 103 mol L* em meio de KCI 0,1 mol L. Como as intensidades de corrente de pico para
CVI/NpAU/NTCPMF-FcCo e CV/INTCPMF-FcCo foram proximas, a escolha do eletrodo
modificado para os estudos posteriores foi realizada com base na analise da largura de meia
altura (AEp2) dos processos. Para o eletrodo de CV/NpAuU/NTCPMF-FcCo, o valor de AE foi
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igual a 170 mV, enquanto para o eletrodo de CV/NTCPMF-FcCo o valor de AEp» foi igual a
220 mV. Portanto, conclui-se que CV/NpAU/NTCPMF-FcCo (NpAu por eletrodeposicao)

forneceu os melhores resultados entre as modificacdes estudadas.

Figura 8 — Voltamogramas ciclicos sobre CV, CV/NpAU/NTCPMF-FcCo e CV/NTCPMF-
FcCo em solugdo de Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] 1,0 x 102 mol L-* em meio de KCI 0,1 mol
L'a50mvs?

124 —cv

| = CV/NpAU/NTCPMF-FcCo
= CV/NTCPMF-FcCo

02 00 02 04 06
E/V

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.2 Estudo da concentracéo de FcCo

A Figura 9 apresenta um grafico com os valores de corrente obtidos a partir de
voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)g] 1,0 x 102 mol L™* em meio de KCI
0,1 mol L sobre CV e CV/NpAU/NTCPMF-FcCo, onde é realizada comparagdo entre as
respostas para diferentes concentracdes de ftalocianina de cobalto (FcCo).

Os valores de concentragéo de FcCo foram de 0,25, 0,5, 1,0e 1,5 mg mL e, ja que
nédo houve diferencas significativas nos valores de corrente de pico, a concentragdo de 0,25 mg

mL! foi a escolhida para ser utilizada nos ensaios posteriores.



42

Figura 9 — Valores de corrente de pico anddico obtidos dos voltamogramas ciclicos para
Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] 1,0 x 102 mol L em meio de KCI 0,1 mol L sobre CV e
CVINpAU/NTCPMF-FcCo, utilizando concentracbes de FcCo de 0,25, 0,50, 1,00 e 1,50 mg
mLta50 mV st

104 e £l
8 -

—= n
2]

] ] ] ]
CVliso 0,25mg/mL 0,50 mg/mL 1,00 mg/mL 1,50 mg/mL

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1.3 Estudo do tempo de eletrodeposic¢do das NpAu

O estudo da eletrodeposicdo de NpAu foi baseado na aplicagéo de —0,2 V entre 20
e 150 s, para a otimizacdo do tempo de eletrodeposicdo (DE OLIVEIRA et al., 2015; PARK;
YOON; KIM, 2011; ZHANG et al., 2008a). Logo apds a eletrodeposicdo das NpAu por
cronoamperometria, foram realizados experimentos de VVC entre —0,2 e 1,5 V durante 15 ciclos,
a100 mV st em H2S04 0,5 mol L2, para verificar a presenca das NpAu e para calcular a carga
de reducdo do Oxido de ouro formado na varredura anddica. O voltamograma ciclico esta
apresentado na Figura 10. O resultado foi avaliado a partir da relacdo entre a carga de reducéo
das NpAu e o tempo de eletrodeposic¢do, como apresentado na Figura 11, pois um maior valor
de carga de reducéo indica a presenca de uma maior area superficial das NpAu, e também uma
maior area ativa na superficie do eletrodo. O tempo otimizado para eletrodeposicdo de NpAu

foi de 120 s, ja que apresentou o maior valor de carga, considerando valores em modulo.



43

Figura 10 — Voltamograma ciclico sobre CV/NpAu em meio de H2SO4 0,5 mol L%, entre —0,2
e +1,5 V, durante 15 ciclos a 100 mV s1. Tempo de eletrodeposicdo das NpAu sobre CV de

120 s por cronoamperometria

|/ uA
<

03 00 03 06 09 12 15
E/V

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 11 — Relacdo entre a carga obtida a partir dos voltamogramas ciclicos em meio de H2SO4
0,5 mol L para eletrodos de CV/NpAu e os tempos de eletrodeposicdo das NpAu 1,0 x 107
mol Lt em NaNOs 0,1 mol L sobre CV variando de 20, 40, 60, 80, 100, 120 ¢ 150 s
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.4 Medidas de VOQ dos diferentes eletrodos modificados

Apos a escolha da configuracdo de eletrodo e da otimizacdo da concentracdo de
FcCo e do tempo de eletrodeposicdo das NpAu, foram realizadas medidas de VOQ para 0s
diferentes eletrodos modificados, com o objetivo de avaliar as respostas obtidas para solugédo
de hexacianoferrato (Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s], ambos a 1,0 x 10~ mol L* em meio de KCI
0,1 mol L) e fazer uma comparagéo entre os resultados. Os voltamogramas estio apresentados

na Figura 12.

Figura 12 — Voltamogramas de onda quadrada para Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] 1,0 x 10~ mol
Lt em meio de KCI 0,1 mol L sobre CV, CV/NpAu, CV/NpAuU/NTCPMF e
CV/NpAU/NTCPMF-FcCo, com valores de f =100 s, a=50 mV e AEs = 2 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os diferentes eletrodos modificados estudados apresentaram maiores sinais de
corrente de pico em relagdo a CV, com maior intensidade do sinal analitico sendo alcangada
com CV/NpAU/NTCPMF-FcCo.
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4.1.5 Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica

Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica foram realizadas a fim de
se avaliar a resisténcia a transferéncia de carga (Rt). A Figura 13 apresenta os diagramas de
Nyquist obtidos para os diferentes eletrodos modificados estudados.

Impedancia eletroquimica é uma técnica largamente usada para avaliar a taxa de
transferéncia de elétrons de materiais, em que um valor mais elevado da resisténcia esta
associado a um maior raio do arco da curva. O didmetro do semicirculo nos diagramas de
Nyquist é igual a Re, que reflete a cinética de transferéncia de elétrons da reacdo na superficie
do eletrodo (RAMADOSS; KIM, 2013). A partir dos diagramas de Nyquist para as diferentes
etapas da modificacdo, em Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] 1,0 x 10 3 mol Lt em meio de KCI 0,1
mol L foi possivel calcular os valores de Ri, que foram 8043 Q, 1899 Q, 2240 Q, 2385 Q,
respectivamente para o0s eletrodos de CV, CV/NpAu, CV/NpAuU/NTCPMF e
CV/NpAU/NTCPMEF-FcCo.

Figura 13 — Diagramas de Nyquist para Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] 1,0 x 10 = mol Lt em
meio de KCI 0,1 mol L* sobre CV, CV/NpAu, CV/NpAu/NTCPMF e CV/NpAU/NTCPMF-
FcCo, com f = 10 kHz a 6 mHz, a =10 mV e E = +0,29 V, +0,26 V, +0,27 V e +0,26 V

respectivamente
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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Os resultados confirmam que a modificacdo do eletrodo de CV com NpAu,
NTCPMF e FcCo aumenta a transferéncia eletronica, principalmente como um resultado da alta
condutividade das NpAu e da atividade catalitica do sinergismo entre NTCPMF-FcCo
(existéncia de intera¢do do tipo m-m), porque a FcCo atua como mediador de transferéncia de
carga (PILLAY; OZOEMENA, 2007). Observa-se que os trés diferentes eletrodos modificados
levaram a diminuigdo da resisténcia a transferéncia de carga em relacdo a CV. No entanto,
observa-se também que nao houve diferenca significativa nos valores de Ry entre os diferentes
eletrodos modificados estudados. O eletrodo escolhido para o desenvolvimento da metodologia
de determinacdo de AAF foi o de CV/NpAU/NTCPMF-FcCo, que apresentou o0s resultados
mais satisfatorios nas medidas de VC e VOQ, ja apresentados nas Figuras 8 e 12,

respectivamente.
4.2 Comportamento eletroquimico do acetaminofeno

Experimentos de VC foram realizados para investigar a eletroatividade do AAF
entre 0,3 € 0,65 V a 50 mV s por quatro ciclos consecutivos em tampéo BR pH 5,0 e o grafico

esta ilustrado na Figura 14.

Figura 14 — Voltamograma ciclico para 0 AAF 5,66 x 10 mol L™ em tamp&o BR 5,0 sobre
CV/NpAU/NTCPMF-FcCo a 50 mV s por quatro ciclos

03 04 05 06 07
E/V

Fonte: Elaborada pelo autor.
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No primeiro ciclo, registrou-se pico de oxidagdo em +0,49 V e na varredura inversa
foi observado pico de reducéo em +0,46 V, indicando uma aparente reversibilidade no processo.
O numero de elétrons (n) envolvidos na reacéo pode ser calculado de acordo com a Equacdo 3
(D’SOUZA et al., 2015; DUAN et al., 2007):

565
n

@)

\E—E =

p plz‘

em que E, é o potencial de pico e Ep» é o potencial de meia altura. O valor de n calculado foi
igual a 1,92 e esta de acordo com varios trabalhos publicados (D’SOUZA et al., 2015; LIU et
al., 2014; LU; TSAI, 2011; VIDYADHARAN; JAYAN; NANCY, 2014; ZHENG et al., 2013)

que apresentam a reacao de oxidacdo do AAF com a participagdo de dois elétrons.
4.3 Estudo do eletrolito de suporte

Inicialmente foram realizadas medidas de VOQ em tamp&o BR com diferentes
valores de pH para investigar a regido (acida, neutra ou basica) onde héa sinal de corrente mais
intenso para o acetaminofeno. A Figura 15 apresenta os voltamogramas de onda para AAF em
tampéo BR pH 3,0 a 10,0.

Figura 15 — Voltamogramas de onda quadrada para o AAF 1,96 x 10~°> mol L™t em tamp&o BR
pH 3,0 2 10,0 com f=100s?, a =50 mV e AEs = 2 mV sobre CV/NpAu/NTCPMF-FcCo
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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A maior intensidade do sinal analitico foi obtida em pH 5,0, que apresentou maior
valor de corrente de pico. A corrente aumenta @ medida que o pH diminui de 10,0 até 5,0 e a
diminuicdo da corrente em pH 4,0 e pH 3,0 deve estar relacionada com o fato de o NAPQI
(produto da oxidacdo do AAF) apresentar alta instabilidade em meios mais &cidos, como
descrito por Miner (1981). Devido a essa instabilidade, o NAPQI pode formar dimeros ou outra
espécie que ndo seja eletroativa, diminuindo o valor de corrente reversa (relacionada com o
processo de reducdo do NAPQI até AAF). Ja que a corrente resultante é resultado da
contribuicdo das correntes direta e reversa, seu valor sera menor em consequéncia disso.

Além disso, houve deslocamento dos E, para valores menos positivos com 0
aumento do pH, o que indica a participacdo de protons na reacdo de oxidacdo do AAF
(BEIGINEJAD; NEMATOLLAHI; VARMAGHANI, 2013; BEIGINEJAD et al., 2015). A
Figura 16 apresenta os valores de corrente de pico e de potencial de pico obtidos a partir das

medidas de VOQ realizadas a diferentes valores de pH ilustradas na figura anterior.

Figura 16 — Relacdo entre corrente de pico (lp), potencial de pico (Ep) e pH obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada para AAF 1,96 x 10 mol L em tampdo BR, sobre
CV/NpAU/NTCPMF-FcCo com f=100s?, a=50 mV e AEs =2 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

As maiores intensidades de corrente foram obtidas em pH 5,0. Ent&o, pesquisou-se

na literatura sobre solu¢des-tampao que contivessem este valor de pH em sua faixa tamponante.
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As solucdes escolhidas para o estudo do eletrolito de suporte foram: tampao Mcllvaine (faixa
de pH: 2,2 a 8,0), tamp&o Sorensen (faixa de pH: 5,0 a 8,0), tampao biftalato de potassio (faixa
de pH: 4,0 a 6,2), além do proprio tampao BR (faixa de pH: 2,0 a 12,0) (BRITTON;
ROBINSON, 1931; MORITA; ASSUMPCAO, 2007). Os voltamogramas com as medidas

realizadas para cada tampdo, sempre em pH 5,0, estdo apresentados na Figura 17.

Figura 17 — Voltamogramas de onda quadrada para o acetaminofeno 1,96 x 10° mol L™ em
tampao BR, Mcllvaine, Sorensen e biftalato de potassio sempre em pH 5,0 comf=100s", a=
50 mV e AEs = 2 mV sobre CV/NpAU/NTCPMF-FcCo
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Mcllvaine
—— Sdrensen
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0 /
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Concluiu-se, entdo, que nas medidas em tampdo Mcllvaine obteve-se valor de
corrente de pico maior que no tampdo biftalato e ligeiramente maior que nos tampdes BR e
Sorensen, e ainda largura de meia-altura (AEp2) menor. AEp2 € definida como sendo a largura
do perfil VOQ em que a corrente é igual & 1,/2 (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC;
LOVRIC, 2007), sendo um parametro relacionado com a seletividade da medida. Portanto,

escolheu-se o tampdo Mcllvaine.
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4.4 Influéncia do pH do meio

Escolhido o tampdo Mcllvaine como eletrolito de suporte, foram realizados experimentos
para a otimizacdo do pH de trabalho. Realizou-se medidas de VOQ nos valores

de pH de 3,0 a 8,0. Os voltamogramas est&o ilustrados na Figura 18.

Figura 18 — Voltamogramas de onda quadrada para o acetaminofeno 1,96 x 10 mol L™ em
tamp&o Mcllvaine com f = 100 s %, a =50 mV e AEs = 2 mV sobre CV/NpAu/NTCPMF-FcCo
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os maiores valores de corrente de pico foram obtidos nas medidas em pH 5,0. Além
disso, € possivel observar que a medida em pH 5,0 apresentou um menor valor de AE1/2, 0 que
implica em maior seletividade da medida (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC,
2007). Portanto, o tampao Mcllvaine a pH 5,0 foi escolhido como condi¢do otimizada para a
realizacdo dos ensaios posteriores. A Figura 19 apresenta os valores de corrente de pico e
potencial de pico, obtidos a partir das medidas de VOQ ilustradas na figura anterior, com o pH

do meio.
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Figura 19 — Relacdo entre corrente de pico (lp), potencial de pico (Ep) e pH obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada para AAF 1,96 x 10> mol L! em tamp&o Mcllvaine, sobre
CV/NpAU/NTCPMF-FcCo com f=100s?, a=50 mV e AEs =2 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Pode ser observado nas Figuras 16 e 19 que o aumento do pH provoca a variacdo
do potencial de pico para valores menos positivos. Isso indica a participacdo de prétons na
oxidagdo do AAF (BEIGINEJAD; NEMATOLLAHI; VARMAGHANI, 2013; BEIGINEJAD
et al., 2015). O potencial de pico (Ep) é dado pela Equacdo 4:

Ep:EpO_z’sor?—linm pH 4)
em que m € o nimero de prétons envolvidos na reacdo e Eyo é 0 potencial de pico a pH =0, que
foi calculado usando o intercepto do diagrama E; vs. pH (cuja equacéo da reta foi E, = 0,75711
—0,0542pH). O valor de m calculado foi igual a 1,83, valor muito préximo de 2, que é, de fato,
a quantidade de protons — e também de elétrons — envolvida na reacéo de oxidacdo do AAF, e
estd de acordo com alguns trabalhos publicados na literatura (BEIGINEJAD et al., 2015;
D’SOUZA et al., 2015; LIU et al., 2014; LU; TSAL 2011; VIDYADHARAN; JAYAN;
NANCY, 2014; ZHENG et al., 2013). A Figura 20 apresenta a reacéo de oxidacao do AAF.
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Figura 20 — Reacdo global de oxidacéo eletroquimica do AAF
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Fonte: Adaptada de (BEIGINEJAD et al., 2015).
4.5 Otimizacéo dos parametros da voltametria de onda quadrada

A otimizacdo dos parametros foi realizada pela variagdo de um dos parametros -
frequéncia de aplicacgdo dos pulsos (), amplitude (a) e incremento de potencial (AEs) - enquanto

0s outros dois permaneciam constantes, sempre em triplicata.

4.5.1 Frequéncia de aplicacéo de pulsos de potencial

A frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial foi estudada variando-se 0s
valores de 5a 150 s* e mantendo os valores de a= 50 mV e AEs = 2 mV. A Figura 21 apresenta

os valores de corrente de pico (lp) para cada frequéncia aplicada. A influéncia da frequéncia
sobre a I, apresentou linearidade até 50 s, que foi o valor de frequéncia otimizada para os
estudos analiticos.

De acordo com 0 modelo teorico proposto para VOQ, uma dependéncia linear entre
I e f2 em uma grande faixa de frequéncia (30 a 1000 s ) é caracteristica de processos
reversiveis, enquanto uma dependéncia linear entre Ip e f indica que o processo € irreversivel
(MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007; SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003). As experiéncias de otimizacgdo de frequéncia apresentaram uma dependéncia linear entre
Ir e 2,e também entre Ip e fem curtos intervalos de frequéncia (5 - 50 s™%), sugerindo que o
processo é quase-reversivel (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007; SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003).
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Figura 21 — Relacgéo entre corrente de pico e frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial
para acetaminofeno 1,96 x 10 mol L sobre CV/NpAu/NTCPMF-FcCo em tampdo
Mcllvaine pH 5,0, variando-se a frequéncia de 5 a 150 s, fixando os valores de a =50 mV e

de AEs =2 mV, grafada com ponto médio e barras de erro para medidas em triplicata

0 20 40 60 80 100 120 140 160
fls*

Fonte: Elaborada pelo autor.

N&o houve relacdo linear entre o Ep e log f, 0 que é consistente com os critérios de
diagnostico da VOQ para processos quase-reversiveis (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC;
LOVRIC, 2007). A relagéo entre I,/f 2 e log (1/f) confirma a caracteristica de processo quase-
reversivel, pois exibe um ponto méximo conhecido como "maximo quase-reversivel" (fmax)
(MIRCESKI et al., 2000), como apresentado na Figura 22.

O valor do méximo quase-reversivel pode ser utilizado para calcular a constante de
transferéncia de carga (ks) de acordo com a Equacdo 5 (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC;
LOVRIC, 2007):

s = Omax - Tmax (5)

sendo mmax 0 parametro cinético critico calculado teoricamente e dependente do coeficiente de

transferéncia de elétrons (o) e da amplitude (a). O valor de omax € 1,18 + 0,05 para a seguinte

condigdo: 0,25 < a < 0,85. Considerando que fmax = 50 5%, 0 valor ks € igual a 59,0 £ 2,5 sL.
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Figura 22 — Relagéo entre Ip/f*2 e log (1/f) obtida a partir dos voltamogramas de onda quadrada
para AAF 1,96 x 10° mol L em tamp&o Mcllvaine pH 5,0 sobre CV/NpAu/NTCPMF-FcCo.

Valores de frequéncia no intervalo de 5 a 150 s, com a =50 mV e AEs = 2 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A cinética de processos quase-reversiveis, considerando as informacdes da VOQ
mostra que a relacdo entre a constante de velocidade de reacdo e a frequéncia é dada pelas
equacoes 6 e 7 (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003):

log ks / 2 = 0,01 (adsorcéo de reagente) (6)
log ks /2 f > 0,5 (adsorcao de reagente e de produto) (7)

O valor calculado foi de 0,017, indicando que a reacdo ocorre apenas com adsor¢éo
de reagente. Observou-se, ainda, que os valores de AEp2 séo dependentes de f e, para sistemas
reversiveis, ndo existe dependéncia entre estes parametros (MIRCESKI; KOMORSKY-
LOVRIC; LOVRIC, 2007; SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

4.5.2 Amplitude de pulsos de potencial

A amplitude dos pulsos de potencial foi otimizada variando-se os valores de 5 a 80
mV, mantendo os valores de £=100 s e AE; =2 mV. Os valores de I, para cada amplitude s&o

apresentados abaixo na Figura 23.
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Assim como para a frequéncia, os valores de AEp, sdo dependentes da a. Para
sistemas reversiveis ndo ha dependéncia entre AEp, e os parametros f e a (MIRCESKI,
KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007; SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Paraa =5
mV foi obtida diferenca entre os potenciais de pico das componentes direta e reversa, Epd— Ep,r
= 41,66 mV. J& para valores de a iguais a 50 mV e 80 mV, os valores calculados de Epg — Epr
fora1,99 mV e 1,98 mV, respectivamente. Este comportamento € mais um indicio caracteristico
de processos quase-reversiveis (LOVRIC; JADRESKO, 2010). Amplitude e I, variaram

linearmente até a aplicacdo de 40 mV, que foi o valor escolhido como otimizado.

Figura 23 — Relacdo entre corrente de pico e amplitude dos pulsos de potencial para
acetaminofeno 1,96 x 10° mol L* sobre CV/NpAu/NTCPMF-FcCo em tampédo Mcllvaine pH
5,0, variando-se a amplitude de 5 a 80 mV, com £=100 s ! e AEs = 2 mV, grafada com ponto

médio e barras de erro para medidas em triplicata
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5.3 Incremento de potencial

O incremento de potencial foi avaliado entre 1 mV e 5 mV, com os valores de f =
100 ste a =50 mV. A Figura 24 apresenta a dependéncia entre I, e AEs. Observou-se relacio

linear entre I, e AEsaté 3 mV e este foi o valor escolhido como otimizado para 0s ensaios

analiticos.
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Figura 24 — Relagdo entre corrente de pico e incremento de potencial para acetaminofeno 1,96
x 107° mol L sobre CV/NpAU/NTCPMF-FcCo em tampédo Mcllvaine pH 5,0, variando-se 0
incremento de 1 a5 mV, com f = 100 s* e a = 50 mV, grafada com ponto médio e barras de

erro para medidas em triplicata
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Componentes de corrente da VOQ e avaliacéo das respostas de VOQ dos diferentes

eletrodos modificados sob as condi¢6es otimizadas

A Figura 25 apresenta as componentes de corrente resultante, direta e reversa da
voltametria de onda quadrada para AAF sobre CV/NpAU/NTCPMF-FcCo em meio de tampéo
Mcllvaine pH 5,0, com f=50s?, a=40mV e AEs=3 mV.

Nesse estudo é possivel observar a presenca dos processos de oxidacao
(componente direta) e de reducdo (componente reversa) para AAF. Nos experimentos de VOQ
sdo aplicados pulsos de potencial, nos sentidos direto e reverso na mesma varredura,
independentemente da sua direcdo e, assim, é possivel mensurar as correntes faradaicas de
reducdo e de oxidacdo. A corrente resultante € obtida a partir da diferenca entre as correntes
direta e reversa. Como os valores da Iy direta e da Ip reversa sao proximos (lp direta/ Ip reversa = 1,3),
em modulo, o processo pode ser caracterizado como quase-reversivel (MIRCESKI,;
KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007; SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).
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Figura 25 — Componentes de corrente resultante, direta e reversa da voltametria de onda
quadrada para AAF 1,96 x 10~ mol L! sobre CV/NpAuU/NTCPMF-FcCo em meio de tamp&o
Mcllvaine pH 5,0, com f=50s?, a=40 mV e AEs =3 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A Figura 26 apresenta os voltamogramas de onda quadrada para AAF sobre 0s
diferentes eletrodos modificados estudados anteriormente. Os ensaios foram realizados com o
objetivo de comprovar que a configuracdo de eletrodo escolhido é a que apresenta as maiores
intensidade de corrente frente as condi¢cdes otimizadas.

A configuragdo CV/NpAU/NTCPMF-FcCo foi a que apresentou maior valor de
corrente além de uma menor AE1, evidenciando a maior sensibilidade e seletividade desta

modificacdo em relacdo as demais que também foram analisadas.
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Figura 26 — Voltamogramas de onda quadrada em solugdo de AAF 1,96 x 10 mol L sobre
os diferentes eletrodos modificados, em meio de tamp&o Mcllvaine pH 5,0, comf=50s", a =
40 mV e AEs =3 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7 Curva analitica e figuras de mérito

As curvas analiticas foram construidas sob as condicGes otimizadas anteriormente.
A Figura 27 apresenta os voltamogramas de onda quadrada para as adi¢Oes de diferentes
concentracdes de AAF, sobre eletrodo de CV/NpAU/NTCPMF-FcCo, em meio de tampéo
Mcllvaine pH 5,0, com os valores de f =50 s, a =40 mV e AEs =3 mV.

As medidas para a construcdo da curva analitica foram realizadas com
concentracdes entre 1,49 x 10°a 1,07 x 10~* mol L™* de AAF e n3o foi observado deslocamento
do potencial de pico durante as adi¢des dos volumes de padrdo de AAF. A Figura 28 apresenta
a curva analitica para AAF, construida com os valores de corrente de pico obtidos por VOQ
sobre superficie de CV/NpAuU/NTCPMF-FcCo, realizada em triplicata, e grafada com o ponto

médio e barras de erro.
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Figura 27 - Voltamogramas de onda quadrada para AAF em concentracOes na faixa de 1,49 x
10°%a 1,07 x 10* mol L ! sobre CV/NpAu/NTCPMF-FcCo em meio de tampéo Mcllvaine pH
5,0,comf=50s"t a=40mV e AEs=3 mV

40-

Fonte: Elaborada pelo autor.

A curva analitica apresentou duas regides de linearidade, uma de maior
sensibilidade, com concentragdes entre 1,49 x 10 a 4,76 x 10° mol L™*; e outra de menor
sensibilidade com concentragGes entre 4,76 x 10° mol L e 1,07 x 10~* mol L. Para obtencéo
das figuras de mérito, foi considerada apenas a regido linear de maior sensibilidade. A equacéo
da reta para a curva analitica foi: I, = 7,742 x 107"+ 2,43 x 108 + 0,541 + 0,013 [AAF] com
coeficiente de correlacdo r = 0,9993.

O coeficiente linear da curva analitica apresentou valor negativo quando o valor
ideal deveria ser zero, ja que o sinal esperado quando a concentracdo do analito tende a zero
seria uma corrente nula. O teste t correlaciona, dentro de certo limite de confianga, um valor
real com valores obtidos experimentalmente. O valor de t pode ser calculado de acordo a
Equacdo 8 (MILLER; MILLER, 2010):

~(x-w+n
RS

t (8)

a
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em que X é a média dos valores de coeficiente linear obtidos, p € o valor considerado ideal, n
€ 0 numero de experimentos e S, é 0 desvio padrdo do intercepto da curva analitica. O valor de
tealculado igual a 2,29, foi menor que teritico, que € 4,30 para n = 3 e 95% de confianca, e o intercepto
é estatisticamente igual a zero (MILLER; MILLER, 2010).

Figura 28 — Curva analitica para AAF construida com os valores de corrente de pico da VOQ e
de concentragio de AAF entre 1,49 x 10° e 1,07 x 10 mol L sobre CV/NpAu/NTCPMF-

FcCo em meio de tamp&o Mcllvaine pH 5,0, comf=50s,a=40 mV e AEs=3 mV
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os valores de limite de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados
pelo desvio padrdo do intercepto (Sa), de acordo com as EquacgOes 9 e 10, respectivamente
(GUIDELINE, 2005; SHABIR, 2003). Os valores de desvio padrdo relativo (DPR) para a
repetibilidade (repé€) e reprodutibilidade (reprd), utilizados para avaliar a precisdo do
procedimento, ficaram abaixo de 5%. A repetibilidade e a reprodutibilidade foram calculadas
de acordo com a Equagdo 11:

LD=3x"2 9)

LQ=10x>2 (10)
S
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(9]

b=}

%DPR =

(11)

p—
©

em que Sy, representa o desvio padrdo das correntes de pico elpé a média aritmética das

correntes de pico.

Os resultados foram comparados com os obtidos por UV-Vis, recomendado pela
Farmacopeia Brasileira para a determinacdo de AAF (BRASIL, 2010). A Tabela 4 apresenta as
figuras de mérito obtidas por VOQ e também por UV-Vis.

Tabela 4 — Parametros obtidos a partir das curvas analiticas para AAF por VOQ e por UV-Vis,
com coeficientes de correlacdo (R), intervalo de confianca do intercepto (ICa), intervalo de
confianca da inclinacgdo (ICp) desvio padrdo do intercepto (Sa), limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ), repetibilidade (repé) e reprodutibilidade (reprd)

VOQ UV-ViS 3=257 nm

Faixa linear
1,49x10°a 4,76 x 10°° 1,45x10°a9,30 x 10°

(mol L)
Equagdo dacurva 1, =-7,74 x 107" + 0,54 [AAF]  Aps = 5,70 x 1073 + 9947,46 [AAF]
r 0,9993 0,9999
ICa +6,01x 108 A +6,60 x 103
ICb +0,065 A/ mol L +249,5 L/mol ™!
Sa 2,42x 108 A 2,66 x 1073
LD (mol L) 1,35 x 1077 (20,40 mg L 1) 8,02 x 107 (121,23 mg L™Y)
LQ (mol L) 4,50 x 107 (68,02 mg L'%) 2,67 x 107° (403,60 mg L 1)
DPR (repé) 4,56 % (n = 10) 1,86 % (n = 10)
DPR (repro) 2,38% (n=17) 137% (n=7)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Para avaliar os resultados obtidos, a Tabela 5 apresenta dados de trabalhos
publicados, que também tiveram como objetivo a deteccdo de AAF utilizando técnicas

eletroanaliticas.
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Tabela 5 — Resultados publicados na literatura para algumas metodologias eletroanaliticas

empregadas na deteccdo de AAF e seus respectivos autores

Ref. Eletrodo Faixa Linear (mol L) | LD (mol L)
(ZHENG et al.,
CV/IGR-QTS 1,0x10%a1,0x10* 3,0 x 1077
2013)
(BABAEI et al., CV/NTCPM-NpNiOH-
20x107a2,0x10° 1,1x 1077
2015) MCM41
(ZHANG et al.,
CV/NfAu 3,0x10°%a3,2x10* 2,3 %1077
2015)
(WANG; XIE; _
CV/NpMNI-C 78x10%a1,1x10* 6,0 x 10~/
HU, 2007)
(TAEl et al.,
2015) CV/INCFe;03-Sn0O; 45%x10°%a8,76 x 10* 2,0x 1077

Este trabalho CV/NpAU/NTCPMF-FcCo | 1,49x10°%a4,76x10° | 1,35x 10

Fonte: Elaborada pelo autor.

Comparando-se com outras metodologias eletroanaliticas de detec¢do de AAF —
que utilizam eletrodos de carbono vitreo modificados com diferentes tipos de materiais —
encontradas na literatura, a metodologia proposta neste trabalho obteve resultados melhores ou

semelhantes em termos de LD e de faixa linear da curva analitica.

4.8 Determinacdo de acetaminofeno em amostras de comprimidos, solugdo oral e

suspensdao oral

Ensaios de recuperacdo de AAF formulacdes comerciais foram realizados por VOQ
e por UV-Vis, a fim de comparar o método eletroanalitico desenvolvido com o método indicado
pela Farmacopeia Brasileira para a detec¢do e quantificagdo de AAF. Os resultados estéo
apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Os valores de recuperacdo foram satisfatorios - mesmo o valor do ensaio de
recuperacéo para Tylenol® Crianga por VOQ que foi de 75,76%, provavelmente por causa do
efeito matriz, ja que se trata de uma suspensdo, sendo uma matriz mais complexa do que as
demais formulacdes - de acordo com as regulamentacfes para procedimentos analiticos (entre
70 a 130 %) (GUIDELINE, 2005), e as diferentes matrizes analisadas ndo prejudicaram o

emprego do método proposto para a deteccdo de AAF. O teste F, que é aplicado para verificar



63

se ha diferenca significativa entre os resultados obtidos por duas metodologias, foi empregado
e o0s valores de Fcaiculado para as recuperagdes das diferentes amostras contendo AAF variaram
de 1,33 a 12,28, estando sempre abaixo do valor de Feritico, que € 19,00, para dois graus de

liberdade, a 95% de confianga. Portanto, ndo existem diferencas significativas entre as

variancias dos dois métodos (MILLER; MILLER, 2010).

Tabela 6 — Determinacdo de AAF empregando VOQ em diferentes formulagbes comerciais

Tylenol®500 | Tylenol® DC | Tylenol® Gotas | Tylenol® Crianca
Dosagem 500 mg / 500 mg / 200 mg mL* 32mgmL?
nominal comprimido comprimido
[AAF]adicionada / 5,23 x 10°° 4,95 x 10°° 5,26 x 10°° 5,06 x 10°°
mol L*
[AAF]encontrada / 5,30 x 10°° 4,45 x 10°° 519 x 10°° 3,83x10°
mol L1
Intervalo de +2,29 x 10”7 +1,14 x 107 | +1,45x 10”7 +1,78 x 10”7
confianca
Recuperacédo (%) | 101,34 89,91 98,61 75,76
DPR (%) 3,77 2,52 2,50 5,43

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 7 — Determinacdo de AAF empregando UV-Vis em diferentes formulages comerciais

Tylenol®500 | Tylenol®DC | Tylenol® Gotas | Tylenol® Crianga
Dosagem 500 mg / 500 mg / 200 mg mL* 32mgmL*
nominal comprimido | comprimido
[AAF]adicionada/ | 1,55 x 10° | 1,47x10° | 1,56 x 107 1,50 x 107
mol L
[AAF]encontrada / 1,61 x10°° 1,43 x 107 1,56 x 10°° 1,37 x10°°
mol L*
Intervalo de +1,98 x 10" | #3,19 x 10" | +9,46 x 10~ +2,76 x 107"
confianca
Recuperacéo (%) | 103,76 97,59 100,09 91,38
DPR (%) 1,05 2,02 5,36 1,95

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 CONCLUSOES

O eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro, nanotubos de
carbono de paredes multiplas funcionalizados e ftalocianinas de cobalto (1) apresentou bons
resultados em comparagdo com outras superficies estudadas neste trabalho e também quando
comparado com os outros diferentes materiais utilizados na construcéo de sensores encontrados
na literatura. O uso de NpAu, NTCPMF e FcCo melhora a resposta eletroquimica devido a
combinacdo das suas principais propriedades. A reacdo de oxidacdo do AAF é um processo
dependente do pH, com a participacdo de dois protons e dois elétrons e foi classificado como
um processo quase-reversivel de acordo com os critérios de diagnéstico da VOQ, em que a
reacdo de eletrodo ocorre com adsorcéo de reagente. Também foi possivel calcular o valor da
constante de transferéncia de carga (ks), que foi igual a 59,0 + 2,5 s7%. Os resultados mostraram
que o uso da VOQ proporcionou uma boa correlacdo linear entre a corrente de pico e
concentracio de AAF em duas faixas de concentracdes, de 1,49 x 10°a 4,76 x 10°mol L e
de 4,76 x 10 a 1,07 x 10 mol L™, em condi¢Bes otimizadas. O sensor eletroquimico foi
construido com sucesso e apresentou resposta analitica com elevada sensibilidade, além de
exatiddo e precisdo. O éxito no desenvolvimento do procedimento analitico proposto neste
trabalho pode ser verificado pela comparacdo dos resultados obtidos pela metodologia
eletroanalitica com a metodologia indicada pela Farmacopeia Brasileira para detec¢do de AAF,
que é a espectrofotometria UV-Vis. A comparacdo entre os resultados apresentou vantagens
para metodologia eletroanalitica, como menores limites de detec¢do e de quantificacdo e faixa
linear em concentracGes mais baixas. Demais resultados apresentaram-se estatisticamente
iguais para ambos 0s métodos. A aplicacdo em formulacdes farmacéuticas ndo exigiu nenhuma
etapa complexa de preparacdo das amostras antes das analises, sugerindo que o método
desenvolvido é bastante eficaz para aplicacfes praticas.
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