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RESUMO

O presente trabalho disserta sobre o desenvolvimento de
eletrodos quimicamente modificados para a determinacdo de metildopa
em amostra farmacéutica, utilizando a técnica de voltametria de onda
guadrada (SWV). Os eletrodos de pasta de carbono (CPE) foram
modificados com duas diferentes suspensdes de nanoparticulas de ouro
(AuUNP): a primeira estabilizada em dialdeido amidico (DAS), dando
origem ao eletrodo quimicamente modificado CPE/DAS/AUNP, e a
segunda estabilizada em polivinilpirrolidona (PVP) dando origem ao
eletrodo CPE/PVP/AuUNP. As nanoparticulas foram sintetizadas e
caracterizadas por microscopia eletrénica de transmissdo (TEM). Os
eletrodos foram caracterizados eletroquimicamente por espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIS) e voltametria ciclica (CV). Sob as
condicdes 6timas de trabalho estabelecidas (tampdo Mcllvaine 0,1 mol
L pH 3,5; 50 uL das suspensdes DAS/AuNP e PVP/AUNP adicionadas
a pasta), a curva de calibragdo apresentou uma faixa linear de 9,99x10-
"mol L' a 1,96x10° mol L' para os eletrodos quimicamente
modificados, com limites de deteccdo de 5,04x10" mol L e 4,69x107
mol L7, respectivamente. O eletrodo CPE/DAS/AuUNP, por apresentar
caracteristicas mais vantajosas do que o CPE/PVP/AUNP (por exemplo,
diminuicéo da resisténcia a transferéncia de elétrons e pré-concentracéo
do analito na superficie do eletrodo), foi selecionado para aplicagdo na
determinacdo de metildopa em amostra de comprimido comercial. O
estudo de recuperagdo apresentou valores na faixa de 95,3 a 105,2 %. A
concentracdo de MD obtida empregando o CPE/DAS/AuNP foi de
255,9 mg/comprimido, possuindo uma 6tima correlagdo com o valor
rotulado (erro relativo: 3,85%) e o0 método comparativo
espectrofotométrico  (erro relativo: 2,36%), recomendado pela
Farmacopeia Brasileira. Portanto, 0 CPE/DAS/AUNP representa uma
ferramenta (til para a deteccdo rapida e com exatiddo adequada do teor
de metildopa presente em farmacos.

Palavras-Chave: eletrodo quimicamente modificado, nanoparticulas de
ouro, dialdeido amidico, polivinilpirrolidona, metildopa.






ABSTRACT

The present work discusses the development of chemically
modified electrodes for the determination of methyldopa in
pharmaceutical sample, using the technique of square wave voltammetry
(SWV). The carbon paste electrodes (CPE) were modified with two
different suspensions of gold nanoparticles (AuNP): the first stabilized
in dialdehyde amide (DAS), giving rise to the chemically modified
electrode CPE/DAS/AuNP, and the second stabilized in
polyvinylpyrrolidone (PVP) giving the CPE/PVP/AuUNP electrode. The
nanoparticles were synthesized and characterized by transmission
electron microscopy (TEM). The electrodes were characterized
electrochemically by electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and
cyclic voltammetry (CV). Under the optimum working conditions
(Mcllvaine buffer 0.1 mol L* pH 3.5, 50 pL of the suspensions
DAS/AuNP and PVP/AuUNP added to the paste), the calibration curve
presented a linear range of 9.99x10”7 mol L to 1.96x10° mol L* for
chemically modified electrodes with detection limits of 5.04x10" mol L-
1 and 4.69x107 mol L1, respectively. The CPE/DAS/AuUNP electrode,
because it presented more advantageous characteristics than the
CPE/PVP/AUNP (e.g. decrease in electron transfer resistance and pre-
concentration of the analyte on the electrode surface), was selected for
application in the determination of methyldopa in commercial tablet
sample. The recovery study presented values in the range of 95.3 to
105.2%. The MD concentration obtained using the CPE/DAS/AuUNP
was 255.9 mg/tablet, having an excellent correlation with the labeled
value (relative error: 3.85%) and the comparative spectrophotometric
method (relative error: 2.36%), recommended by the Brazilian
Pharmacopoeia. Therefore, the CPE/DAS/AUNP represents an useful
tool for the rapid and accurate detection of the content of methyldopa
present in drugs.

Keywords: chemically modified electrode. gold nanoparticles.
dialdehyde starch. polyvinylpirrolidone. methyldopa.
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1 INTRODUCAO

A industria farmacéutica, para zelar pela qualidade e seguranca
dos medicamentos destinados a populagdo, deve possuir um controle de
qualidade eficiente, que compreende desde a matéria-prima utilizada na
fabricacdo até o produto final. Neste contexto, a andlise de
medicamentos é um procedimento realizado com frequéncia na rotina
dos laboratérios, sendo de grande interesse o desenvolvimento de novos
métodos de analise cada vez mais rapidos e que apresentem boa
sensibilidade, reprodutibilidade e baixo custo de implementacdo e
manutencao.

Dentre as diversas técnicas utilizadas atualmente para a
determinacédo de fA&rmacos, como, por exemplo, técnicas cromatograficas
e espectrofotométricas, as técnicas eletroanaliticas vém ganhando
destaque principalmente com relacdo ao desenvolvimento de eletrodos
guimicamente modificados (CME). Estes eletrodos podem ser utilizados
na analise de diversos tipos de analito devido a incorporacdo de
modificadores que os tornam sensiveis e/ou seletivos a uma gama de
compostos. As caracteristicas dos CMEs dependem de dois parametros:
0 eletrodo base e sua modificacdo. O eletrodo base pode ser de diversos
tipos, por exemplo, eletrodos sélidos como carbono vitreo, ouro,
diamante dopado com boro ou eletrodo de pasta de carbono (CPE).

O CPE além de permitir a modificagdo interna do material
eletrédico, ndo apenas a superficie, como nos eletrodos sélidos, também
apresenta baixo custo e facil construgdo. Os modificadores empregados
podem ser enzimas, complexos inorganicos ou nanomateriais como, por
exemplo, nanoparticulas metalicas (NP). As NP sdo empregadas em
CME, por aliarem suas propriedades condutoras ao ganho na area
superficial devido sua escala nanométrica. Para manter a estabilidade
das NP em longo prazo utilizam-se compostos chamados estabilizantes,
gue podem ser, por exemplo, surfactantes, liquidos ibnicos ou
polimeros. Os polimeros, além de ser uma opcdo de baixo custo,
conseguem impedir a coalescéncia das particulas através do
impedimento estérico promovido por suas longas cadeias organicas.

Nesse sentido, este trabalho pretende utilizar um CME baseado
na modificagdo da pasta de carbono com AUNP estabilizadas em
polimero dialdeido amidico (CPE/DAS/AuUNP) e um CME maodificado
com AuUNP estabilizadas em polivinilpirrolidona (CPE/PVP/AUNP) para
determinacdo de metildopa em amostra farmacéutica.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Eletrodo quimicamente modificado (CME)

Os primeiros trabalhos envolvendo a preparacdo de eletrodos
com superficies modificadas surgiram no inicio da década de 70. Até
entdo s6 eram utilizados eletrodos de materiais tais como carbono, ouro,
platina e mercurio. O primeiro exemplo da modificacdo da superficie de
um eletrodo foi o trabalho de Lane e Hubbard (LANE, HUBBARD,
1973). Estes pesquisadores modificaram um eletrodo de platina com
compostos quelatos de cadeias laterais olefinicas, com o objetivo de
promover a quimissorcdo seletiva de metais na superficie do eletrodo.
Somente alguns anos mais tarde, em 1975, o termo eletrodo
guimicamente modificado foi introduzido no vocabulério eletroquimico
por Murray e colaboradores (MOSES et al., 1975).

Um eletrodo quimicamente modificado (do inglés chemically
modified electrode - CME) é um dispositivo construido a partir de um
material condutor ou semicondutor com espécies quimicamente ativas,
com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica
da interface eletrodo/solu¢do (DURST, 1997, MOSES et al., 1975). A
modificacdo da composicdo do eletrodo visa melhorar a sensibilidade
e/ou a seletividade, permitindo melhorar a resposta obtida com relacéo
ao analito de interesse. O CME possui diversas aplicabilidades, dentre
elas destacam-se interacdes seletivas e pré-concentracdo de um analito
na superficie modificada do eletrodo, eletrocatalise de reacdes redox de
um analito com transferéncia lenta de elétrons sobre o eletrodo base,
seletividade com uso de membranas para inibir possiveis interferentes,
deteccdo eletroquimica de analitos i6nicos e incorporacdo de
biomoléculas (PEREIRA et al., 2002). Esta capacidade de modificacdo
da composigdo e superficie de um eletrodo levou a uma gama de
aplicacdes analiticas dos CME e criou novas perspectivas para a
eletroanalise (RADI, 2010).

A escolha do material para o eletrodo base é um aspecto muito
importante da preparacdo de um CME. Este substrato deve apresentar
caracteristicas eletroquimicas apropriadas como manter uma resposta
estavel e reprodutiva, ndo apresentar degradacdo, e ndo sofrer reacGes de
oxirreducdo que possam alterar a sua estrutura bem como o resultado
obtido na analise (PEREIRA et al., 2002). Entre os materiais
convencionais podemos citar ouro, platina, carbono vitreo, merclrio na
forma de filme, fibras e pasta de carbono, sendo este Gltimo uma
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excelente alternativa, pois possui a vantagem de possibilitar a
modificacdo interna do material eletrodico, diferentemente do que
ocorre com os eletrodos sélidos convencionais, em que a modificacio
ocorre apenas na superficie. Isto significa que é possivel a co-
imobilizacdo de enzimas, cofatores, mediadores e estabilizadores, entre
outros (SVANCARA et al., 2001).

De forma geral, séo utilizados quatro métodos para a introdugéo de
um agente modificador no eletrodo base (DURST, 1997, PEREIRA et
al., 2002):

> Quimissorcao: resulta da formago de ligagdes quimicas entre
0 adsorvente e 0 adsorvido em uma monocamada. Esta
abordagem geralmente produz um filme forte e, idealmente,
irreversivelmente adsorvido na superficie do eletrodo;

> Ligacdo covalente: incorporagio de um vasto nimero de
substancias, de maneira estavel, através da manipulacido da
reatividade dos grupos funcionais existentes na superficie do
eletrodo;

> Filmes poliméricos: filmes condutores e ndo-condutores s&o
mantidos na superficie do eletrodo por alguma combinacéo de
adsorcdo e baixa solubilidade na solucdo de contato, ou por
ancoragem fisica num eletrodo poroso. A pelicula de polimero
pode ser organica, organometalica ou inorganica podendo ja
conter o modificador quimico desejado ou esse produto quimico
pode ser adicionado ao polimero num segundo passo de
funcionalizagdo;

> Materiais compésitos: séo formados pela combinacéo de dois
ou mais componentes de diferente natureza. Cada componente
mantém suas caracteristicas individuais, mas a mistura pode
apresentar novas caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgicas.
Materiais a base de carbono formam compositos condutores, o
que os torna muito empregados em CME. O exemplo mais
comum é a modificacdo do CPE.

A utilizacdo de CME é uma é&rea em franca expansao,
principalmente no aspecto do desenvolvimento de novos materiais
empregados em analises com fins analiticos de quantificacdo. Com a
evolucdo do CME cada vez mais tipos de modificadores foram surgindo,
desde a imobilizagdo de grupos funcionais e catalisadores na década de
60 até as modificagcbes mais recentes com filmes poliméricos, matrizes
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inorganicas (silica), membranas bioldgicas e nanomaterias, como no
caso das nanoparticulas metalicas (PEREIRA et al., 2002).

2.2 Nanoparticulas metélicas

Com o0s recentes avancos em ciéncia e tecnologia em
nanoescala, as nanoparticulas metalicas vém ganhando destaque como
uma excelente alternativa de modificacdo, mantendo sua atividade
catalitica e aumentando significativamente a quantidade de
biomoléculas imobilizadas sobre a superficie do eletrodo. As NPs séo
particulas microscopicas cujo tamanho é medido em nandmetros,
frequentemente restrito as chamadas particulas nanométricas (NPs < 100
nm de didmtro) e estdo entre as nanoestruturas mais estudadas e
aplicadas em diversas areas tais como catalise (PRIECEL et al., 2016),
biorremedia¢do (CECCHIN et al.), medicina (Saxena and Singh, 2017) e
sensores eletroquimicos (ENSAFI et al., 2017, AREVALO et al., 2017).
Suas propriedades Opticas, elétricas e magnéticas sdo influenciadas por
sua grande darea superficial, alta energia superficial e tamanho
relativamente pequeno (DIAZ-CRUZ et al., 2016).

A origem da dependéncia do tamanho com as propriedades dos
nanomateriais pode ser relacionada a dois efeitos fundamentais: a fracdo
de atomos na superficie, que aumenta com o decréscimo do tamanho
(Figura 1), e se torna significativamente maior em nanoparticulas; e as
dimensfes limitadas da nanoparticula que leva a efeitos de
confinamento espacial que afetam o material levando a alteragdo, por
exemplo, de suas propriedades 6pticas e magnéticas (DONEGA, 2014).

Figura 1 Dependéncia do tamanho da superficie/fracdo de volume para
nanoparticulas esféricas.

100
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Fonte: adaptado de (DONEGA, 2014)
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As caracteristicas dos nanomateriais sdo determinadas, em
grande parte, pelas condi¢es de sua preparacdo. Os métodos de sintese
de nanoparticulas podem ser classificados em dois tipos (DONEGA,
2014, LOPEZ-LORENTE; VALCARCEL, 2014):

> Processo top-down, no qual o material é removido de um
objeto em larga escala para criar nanoestruturas. O material pode ser
guebrado subsequentemente em particulas menores até que a escala
nanométrica seja alcancada. Este processo € largamente utilizado na
fabricacdo de nanomateriais na forma de pé.

> Processo bottom-up, no qual blocos de construcdo (atomos,
moléculas) sdo montados em estruturas progressivamente maiores até
gue a nanoescala seja obtida. Este procedimento pode ser executado de
diversas maneiras podendo resultar em diferentes nanomateriais.

Os dois processos de sintese descritos acima podem ser
visualizados na Figura 2.

Figura 2 Esquema de duas abordagens empregadas na fabricacdo de
nanomateriais.
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Fonte: adaptado de (LOPEZ-LORENTE, VALCARCEL, 2014).
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2.2.1  Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNP) tém uma rica histéria em
Quimica, que remonta a época da Roma antiga, onde foram usadas para
colorir lentes para fins decorativos. A era moderna da sintese de AuNP
comecou ha mais de 150 anos com o trabalho de Michael Faraday
(1850), que possivelmente foi o primeiro a observar que as solucGes de
ouro coloidal tém propriedades que diferem do ouro metalico. Métodos
flexiveis e de alto rendimento para a sintese destas nanoparticulas foram
desenvolvidas ao longo do ultimo meio século (GILJOHANN et al.,
2010).

As AuUNP podem ser facilmente modificadas com ligantes
contendo grupos funcionais tais como tidis, fosfinas e aminas que
exibem afinidade para superficies de ouro. A solugdo coloidal de ouro
possui coloracdo vermelha intensa (para particulas menores que 100 nm)
ou coloracdo amarelada escura (para particulas maiores). Estas
propriedades Opticas interessantes das AUNP sdo devidas a sua interacdo
Unica com a luz (AMENDOLA et al., 2014). Na presenca do campo
eletromagnético oscilante da luz, os elétrons livres das AuNP sofrem
uma oscilacdo em relacdo a rede metalica. Este processo é ressonante a
uma frequéncia particular da luz e é designado por ressonancia
plasménica de superficie localizada (LSPR). Apds a absorcdo, o
plasmon de superficie decai radiativamente resultando em dispersdo de
luz convertendo a luz absorvida em calor (MODY et al., 2010, JAIN et
al., 2006). A Figura 3 mostra os diferentes tipos de coloragdo das
suspensBes coloidais de ouro conforme o aumento do tamanho da
nanoparticula e de suas dimensdes.
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Figura 3 Fotografias de suspensdes aquosas de nanoesferas de ouro (painéis
superiores) e nanobastdes de ouro (painéis inferiores) em funcdo de dimensdes
crescentes. Sao apresentadas imagens de microscopia electronica de transmisséo
correspondente das nanoparticulas (barras na escala de 100 nm).

Aumento.do tamanhQ das NPs

Fonte: adaptado de (MODY et aI 2010)

O método predominante para a sintese de AUNP esféricas
monodispersas  foi iniciado por Turkevich e colaboradores
(TURKEVICH et al., 1951) em 1951 e mais tarde refinado por Frens e
colaboradores (FRENS; KOLLOID, 1973). Este método utiliza a
reducdo quimica de sais de ouro, tais como o 4acido clorodurico
(HAuCl.), em meio aquoso, utilizando citrato como agente redutor e
produz AuNP esféricas monodispersas na gama de 10-20 nm de
didmetro (CHENG et al., 2014). Contudo, a sintese de AuNP maiores
com diametros entre 30 e 100 nm foi relatada por Brown e Natan através
da semeadura de Au3* pela hidroxilamina. Pesquisas subsequentes
levaram a modificacdo da forma dessas nanoparticulas, resultando em
bastdes, prismas, e particulas esféricas (LU et al., 2008).

Diversos métodos de sintese de NPs tém surgido com o intuito
de controlar o tamanho das particulas obtidas e melhorar propriedades
como estabilidade e dispersdo. Dentre eles, a sintese de NPs em meio
organico tem sido empregada, utilizando estes solventes como meio
reacional com intuito de obter NP de dimensdes reduzidas e dispersdo
uniforme. Por exemplo, rotas alternativas foram projetadas com base na
transferéncia de AuNP obtidas em uma solucéo aquosa para uma fase
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organica usando surfactantes, entre outras moléculas (KARG et al.,
2011, ABSALAN et al., 2015). Além disso, espera-se que 0 uso de
solventes organicos ajude a sintonizar as interaces entre as NPs e 0s
agentes estabilizantes para produzir interessantes propriedades fisico-
quimicas e de reatividade, que sdo altamente relevantes na ciéncia da
catalise. Dentre os solventes organicos mais utilizados neste tipo de
sintese podemos destacar o dimetilsulfoxido (DMSO) (SALDIAS et al.,
2015).

O DMSO (Figura 4) é um solvente aprético polar, possuindo
uma constante dielétrica de 46,7, que é suficientemente elevada para a
separacdo de carga. Como resultado, € um solvente favoravel para
s6lidos idnicos e moléculas polarizaveis. Além disso, é de baixo custo,
biodegradavel e inodoro, e tem baixa toxicidade e baixo risco ambiental.
Seu ponto de ebulicdo elevado (189 °C) e a baixa pressdo de vapor
(0,0556 mbar a 20 °C) minimizam muito a emissdo de solventes para a
atmosfera. Foi designada pela indUstria farmacéutica como um solvente
de classe Il1, a classe de toxicidade mais baixa para os seres humanos,
sem limites de exposicdo (SALDIAS et al., 2015)

Figura 4 Estrutura quimica do DMSO.

A capacidade do DMSO para penetrar facilmente nas
membranas bioldgicas pode permitir que as AuNP associadas a DMSO
sejam facilmente integradas em sistemas biologicamente relevantes para
potenciais aplicacBes biomédicas e farmacéuticas. Com o intuito de
agregar as possiveis vantagens do meio orgénico na estabilizacdo de
NPs, foi desenvolvido neste trabalho a sintese de AuNP estabilizadas em
polimeros dispersos em DMSO.

2.3 Estabilizacdo de nanoparticulas

Em geral, as suspensdes de AuNP quando bem dispersas na
superficie do eletrodo fornecem locais mais ativos para ligacdo de
biomoléculas e melhoram a eficiéncia de transferéncia de elétrons. No
entanto, as AUNP sdo propensas a sofrer coalescéncia em condicgdes de
preparo e aplicacdo, pois possuem uma alta energia superficial,
favorecendo termodinamicamente a sua imediata agregacdo para a



22

formagcéo de ligagcdes metal-metal (formacéo de clusters). Portanto, é um
grande desafio explorar novas estratégias (materiais ou abordagens) para
estabilizar AUNP, aumentando sua vida Util e melhorando o desempenho
dos eletrodos quimicamente modificados com este nanomaterial (XU et
al., 2017)

Para evitar a agregacdo das nanoparticulas, a preparacdo de
sistemas coloidais geralmente é feita em presenca de espécies
denominadas estabilizadores, que se adsorvem sobre as superficies das
nanoparticulas, formando uma camada auto-organizada que impede a
coalescéncia (MELO JR. et al., 2012). Ha trés métodos principais de
estabilizacdo de NPs: repulsdo eletrostatica (estabilizacdo eletrostatica),
impedimento estéreo (estabilizacdo estérea) e a combinagdo desses dois
tipos de estabilizacdo (estabilizacdo eletroestérica). A Figura 5 mostra 0s
trés tipos de estabilizagcdo. A primeira (Figura 5 (A)) baseia-se na
geracdo de forgas de repulsdo eletrostatica entre particulas que se
repelem mutuamente estabelecendo um revestimento carregado na
superficie das particulas. A segunda estratégia (Figura 5 (B)) faz uso de
compostos volumosos ndo idnicos, como polimeros ou dendrimeros, que
geram repulsGes entre particulas formando um revestimento
estericamente impedido que circunda a superficie das nanoparticulas. O
terceiro tipo de estabilizacdo (Figura 5 (C)), chamada eletroestérica,
ocorre quando se utiliza um polieletrélito, pois este possui uma longa
cadeia organica que promove o efeito estérico bem como uma parte da
molécula carregada promovendo uma repulsdo eletrostatica
(TRIVINHO-STRIXINO et al., 2015).

Figura 5 Representacdo dos modelos de estabilizagdo de NPs: (A)
estabilizacdo eletrostatica; (B) estérica e (C) eletroestérica.

H& na literatura diversos exemplos de compostos empregados
como agente estabilizante, com intuito de aumentar a estabilidade das
NPs. Anteriormente, eram compostos organicos de baixa massa
molecular (&cidos carbénicos, alcoois, amidas) e polimeros naturais
(gelatina, goma arabica, agar-agar, amido, celulose, entre outros), e
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atualmente utilizam-se mais frequentemente polimeros sintéticos
(DIAZ-CRUZ et al., 2016). A estabilizacio de NPs por compostos de
alta massa molecular apresenta um grande ramo da moderna ciéncia
coloidal de polimeros, que estuda regularidades de geragdo de sistemas
dispersos com interfaces altamente desenvolvidas, e sua estabilidade
cinética e de agregagdo (2005). Dentre os polimeros convencionais, a
sintese de nanoparticulas em biopolimeros tem atraido grande interesse
devido as suas caracteristicas como origem natural, ndo toxicidade,
biodegradabilidade e versatilidade na funcionalizacdo (DIAZ-CRUZ et
al., 2016). Alguns exemplos de polimeros biodegradaveis utilizados
como estabilizantes sdo a polivinilpirrolidona e o dialdeido amidico.

2.3.1  Polivinilpirrolidona

O polimero polivinilpirrolidona (PVP), representado na Figura
6, € um dos biomateriais mais utilizados industrialmente sendo utilizado
em farmacos (carreamento de medicamentos), tintas de impressora,
solucdes para lentes de contato, membranas para dilise entre outros. E
considerado um polimero sintético ndo-toxico, uma vez que nao é
absorvido no trato gastrointestinal ou membranas mucosas. Além disso,
ndo provoca efeito irritante (reagdes cutaneas e/ou respiratorias) (LEE,
2005).

Figura 6 Estrutura quimica do polimero PVP.

(O~
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A PVP é utilizada como agente estabilizante em sintese de NP
por possuir em sua estrutura sitios basicos de Lewis com alta afinidade
pelas NP e cadeias organicas suficientemente compridas que criam um
impedimento estérico, evitando a coalescéncia (MELO JR. et al., 2012).
Também possui propriedades fisicas e quimicas Unicas, particularmente
devido a sua boa solubilidade tanto na agua como em solventes
organicos (afinidade com substancias hidrofilicas e hidrofébicas), e
estabilidade quimica.
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2.3.2 Dialdeido amidico

O polimero dialdeido amidico (DAS) é um tipo de amido
modificado produzido pela oxidagdo de amido de milho nativo com
periodato. A reacdo de oxidagdo é altamente especifica, com o &cido
periddico clivando a ligagdo entre C2 e C3 do anel glucopiranose. Esta
clivagem da ligacdo gera um grupo aldeido em cada um dos dois
carbonos (Figura 7) (SPENCE et al., 1995). O polimero DAS mantém
uma excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade, semelhante ao
amido, e possui também melhor reatividade com outros grupos
funcionais, como os grupos hidroxila ou amino em condicdes suaves.
Desta forma, o DAS pode ligar grupos aminos em tecidos bioldgicos a
partir de grupos formaldeidos reativos para formar uma estrutura de
reticulagdo estavel. Atualmente, com base na capacidade de reticulacdo
efetiva, 0 DAS tem sido utilizado em indUstrias de couro, aplicacdes de
farmacos e biomateriais para implantacdo (WANG et al., 2015).

Figura 7 Estrutura quimica do polimero DAS.
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2.4 Uso de AuNP na construgdo de CME

Zhao e colaboradores desenvolveram um sensor eletroquimico
para a determinacdo de bisfenol A (BPA) empregando um filme de
AUNP na superficie de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) por método
de eletrodeposi¢do. O sensor foi aplicado com sucesso para determinar
BPA em amostras de extrato de plasticos e solo por voltametria de
varredura linear. Sob condigGes 6timas, as correntes de pico de oxidacao
de BPA exibiram uma faixa linear, em relacdo a concentracdo de BPA,
de 1,5x 108 a 5,5 x 10 mol L, com um limite de deteccdo de 1,1 x
10~ ° mol Lt e um coeficiente de correlagdo de 0,9996 (ZHAO et al.,
2017).

Kavosi e colaboradores construiram um imunossensor a partir
da modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com filme de
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oxido de grafeno/quitosana ligado covalentemente ao anticorpo
monoclonal do antigeno prostatico especifico (PSA) e de tionina como
sonda redox sobre a superficie do eletrodo modificado. Para melhorar a
sensibilidade, utilizaram-se AuNP encapsuladas em dendrimeros de
poliamidoamina (AuNP-PAMAM) para ligacdo covalente do aptamero
de PSA como marcador eletroquimico no formato sanduiche. Sob
condicdo otimizada, o limite de deteccdo obtido e a faixa de
concentragdo linear foram de 10 fg mL* e 0,1 ng mL* a 90 ng mL™!
respectivamente, usando DPV. O imunossensor foi testado em amostras
reais de soro humano e células cancerosas (KAVOSI et al., 2015).

Rosy e Goyal desenvolveram um sensor a partir da modificacéo
de um GCE com AuNP decoradas com polimelamina,
eletropolimerizada, para determinacdo de domperidona (DOM). O
sensor modificado foi testado através de medidas por SWV e mostrou
uma resposta sensivel, estavel e linear na faixa de concentracéo de 0,05-
100 pM com um limite de detec¢do de 6 nM. A seletividade do sensor
proposto foi avaliada na presenca de elevada concentracdo das
principais moléculas interferentes como xantina, hipoxantina e éacido
Urico. A aplicacdo analitica do sensor para a quantificagdo de DOM em
fluidos biolégicos como urina e soro também foi investigada e 0s
resultados demonstraram uma recuperacdo > 95% com RSD <5%
(ROSY, GOYAL, 2015).

Afzali e colaboradores utilizaram um eletrodo de pasta de
carbono quimicamente modificado com AuNP como um sensor
eletroquimico sensivel para determinacdo de eugenol. A técnica DPV foi
empregada para estudar o comportamento deste sobre o eletrodo
modificado. O eletrodo proposto mostrou boa resposta de oxidagéo para
0 analito em solugdo tampé&o fosfato 0,1 mol L (pH 8) e o potencial de
pico foi cerca de + 285 mV (vs. Ag / AgCl). A corrente de pico
aumentou linearmente com a concentragéo na faixa de 5-250 pumol L.
O limite de detec¢do para o sensor foi de 2,0 umol L ! com desvio
padrdo relativo de 1,2%. O método foi aplicado a determinacdo de
eugenol em amostras de agua de rosas e 0s valores de recuperacdo foram
na faixa de 96% - 99% (AFZALI et al., 2014).

Outro ramo de aplicagdo dos CME modificados com AuNP, que
vem se destacando nas Gltimas décadas é o controle de qualidade de
farmacos. Analises quimicas visando avaliar a composi¢do de
medicamentos, com o intuito de verificar as quantidades dos principios
ativos, assim como possiveis impurezas, sdo de suma importancia, ja
que concentragdes diferentes daquelas recomendadas podem causar
multiplos efeitos, podendo estes ser extremamente prejudiciais & saide
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da pessoa que esté ingerindo o0 medicamento. Esse controle é ainda mais
necessario com relagdo a medicamentos de uso controlado utilizados no
tratamento de doencas que acometem grande parte da populagdo como,
por exemplo, a hipertensdo (SILVA; SALLES; PAIXAO, 2015). O uso
de CME para controle de qualidade de medicamentos anti-hipertensivos
atualmente tem como foco a analise de farmacos que fazem parte da
Lista de Medicamentos Essenciais da Organizacdo Mundial da Salde,
que lista os medicamentos que satisfazem as necessidades de salde
prioritarias da populacdo, os quais devem estar acessiveis em todos os
momentos, na dose apropriada, e a todos 0s segmentos da sociedade
(WHO, 2015). Dentre eles podemos destacar o propranolol, captopril,
maleato de enalapril e metildopa, sendo este ultimo utilizado em casos
especiais como na hipertensdo durante a gravidez (pré-eclampsia)
(ENSAFI et al., 2015).

25 Metildopa

A metildopa (MD), (S)-2-amino-3-(3,4-dihidroxifenil)-2-metil-
acido propanoico, Figura 8, é um derivado do catecol e um agente anti-
hipertensivo (GHOLIVAND, AMIRI, 2013). E um inibidor da enzima
descarboxilase em animais e no homem. Embora 0 mecanismo de agéo
ainda ndo tenha sido demonstrado de forma conclusiva, o seu efeito
anti-hipertensivo provavelmente é devido ao seu metabolismo para alfa
metilnorepinefrina, que entdo reduz a pressdo arterial por estimulagdo de
receptores alfa-adrenérgicos inibidores centrais. Foi demonstrado que a
MD causa uma reducéo liquida na concentracdo tecidual de serotonina,
dopamina, norepinefrina e epinefrina relaxando (alargamento) o0s vasos
sanguineos. Isso reduz a pressao arterial e permite que o0 sangue e 0
oxigénio circulem mais livremente em torno do corpo (MOLAAKBARI
etal., 2014).

Figura 8 Estrutura quimica da metildopa

HO

HO

A MD, descoberta em 1960, é utilizada em medicamentos
fornecidos como comprimidos, para uso oral, em trés concentra¢des:
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125 mg, 250 mg ou 500 mg por comprimido. Uma vez que ndo reduz o
fluxo sanguineo uterino ou prejudica o feto, é a droga de escolha para o
tratamento da pré-eclampsia e também para a insuficiéncia renal
(ENSAFI et al., 2015). A concentragdo terapéutica de MD em plasma
humano ¢, geralmente, na faixa de 0,1 a 0,5 mg L e seu tempo médio
de meia vida no organismo é de 2 horas.

A necessidade de estudos clinicos e farmacocinéticos motiva o
desenvolvimento de métodos analiticos simples, baixo custo e sensiveis
para a determinacdo de farmacos nas suas diferentes formas de
apresentacdo, tais como capsulas, injecdo ou creme. Varios métodos
analiticos tém sido relatados para a analise de MD em produtos
farmacéuticos ou fluidos bioldgicos. Dentre estes incluem-se métodos
empregando fluorescéncia (KIM AND KODA, 1977), cromatografia (Li
et al., 2010), espectrofotometria (GADKARIEM et al., 2009), e 'H-
NMR (TALEBPOUR et al., 2004). No entanto, estes métodos
apresentam algumas desvantagens que incluem custos elevados, tempos
longos de analises e necessidade de pré-tratamento de amostras. Por
outro lado, os métodos eletroquimicos tém atraido grande interesse
devido a sua simplicidade, rapidez e elevada sensibilidade na deteccéo
de MD sem requerer pré-tratamento da amostra (FOULADGAR,
KARIMI-MALEH, 2013, KUTLUAY,ASLANOGLU, 2016, RAMIREZ
etal., 2016).
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3.1
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a aplicabilidade do polimero dialdeido amidico (DAS) e

polivinilpirrolidona (PVP) como agentes estabilizantes na sintese de
nanoparticulas de ouro (AuNP). Desenvolver CME a partir da
modificacdo da pasta carbono com suspensdo de AuNP estabilizadas em
DAS e PVP, aplicando-os na determinagdo de MD em amostra
farmacéutica.

3.2

Obijetivos Especificos

Otimizar a sintese de AuNP em ambos os polimeros (DAS e
PVP);

Caracterizar as DAS/AUNP e PVP/AuUNP por TEM;

Construir CME a partir da modificagdo de CPE com
DAS/AuUNP e PVP/AuNP;

Avaliar a contribuicdo de cada modificador, separadamente, na
resposta analitica da MD bem como suas propor¢des na
construcao dos CME;

Caracterizar eletroquimicamente CPE/DAS/AUNP e
CPE/PVP/AUNP por EIS e CV;

Avaliar a influéncia do eletrélito de suporte e otimizar o pH do
meio reacional,

Estudar o desempenho das técnicas voltamétricas: voltametria
de varredura linear, voltametria de onda quadrada e voltametria
de pulso diferencial, e otimizar os pardmetros experimentais da
técnica escolhida;

Avaliar a repetibilidade entre medidas e entre eletrodos;
Construir curvas de calibracdo externa para a MD com ambos
0s CME e determinar os limites de deteccdo (LOD) e
guantificacdo (LOQ);

Aplicar o CME proposto na determinacdo de MD em matriz
farmacéutica, bem como realizar estudos de recuperacgéo,
usando SWV;

Comparar o teor de MD determinado na amostra pelo método
proposto empregando o CPE/DAS/AuUNP em relacdo ao método
espectrofotométrico recomendado pela Farmacopeia Brasileira.
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Reagentes e solugfes

Para construcdo dos CME a base de pasta de carbono foi usado
po6 de grafite (Acheson 38) da Fisher Scientific e Nujol (6leo mineral
purificado) obtido da Aldrich.

A solucdo de dialdeido amidico (DAS) 0,25% (m/v) foi
preparada pela dissolu¢do de 0,25 g de DAS (Vetec) em 100 mL de
dimetilsulféxido (DMSO). A solucdo de polivinilpirrolidona (PVP)
0,25% (m/v) foi preparada pela dissolucdo de 0,25 g de PVP (Aldrich)
em 100 mL de DMSO. As solugdes utilizadas no estudo do eletrolito
suporte foram preparadas da seguinte forma: solucdo tampdo Mclvaine
(0,1 mol L1, pH 3,5) foi preparada a partir de 0,18 g de Na;HPO4
(NEON) e 0,26 g de CgHgO7 (Sigma-Aldrich) em 25 mL de agua;
solucdo tampdo Clark-Lubs (0,1 mol L% pH 2,5) foi preparada
utilizando 0,74 g de KCl e 0,02 mL de HCI em 50 mL de agua; solucdes
HCI e H;S04 (0,1 mol L) foram preparadas diluindo 0,15 e 0,26 mL
dos &cidos concentrados, respectivamente, em 50 mL de agua. A
solucéo padrdo de MD 5,0 x 10 mol L™ foi preparada pesando-se 2,40
mg do reagente, diluindo com &gua em baldo de 10 mL. A solucdo de
Fe(CN)e** 10,0 x 10 mol L foi preparada pesando-se 0,16 g de
KsFe(CN)s e 0,18 g de K4Fe(CN)g, diluindo com agua em um baldo de
50 mL. Todas as solucBes foram preparadas usando-se &gua purificada
em sistema Milli-Q.

4.2 Instrumentacgéo

As medidas de pH foram realizadas empregando um pHmetro
da Micronal modelo B-475 com um eletrodo de vidro combinado. As
andlises espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro
Agilent G6860A Cary 60 UV-Vis com uma cubeta de quartzo (caminho
oOptico de 1,0 cm).

As medidas voltamétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT101, conectado a um
computador (contendo o software de processamento de dados NOVA,
versdo 1.10). As analises voltamétricas foram realizadas em um sistema
contendo trés eletrodos, acoplado a uma célula de vidro com capacidade
para 150 mL. Como eletrodo de trabalho foram utilizados o
CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AUNP, como contra-eletrodo uma placa
de platina (0,5 cm?) e como referéncia um eletrodo de Ag/AgCl (KCl,
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3,0 mol L1). Foi utilizado um agitador magnético da marca HI 190M
(HANNA instruments) para auxiliar na homogeneizagdo da solucéo de
medida. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente
(25 °C).

Os experimentos de espectroscopia de impedancia
eletroquimica foram realizados em um potenciostato Autolab
PGSTAT128N (Eco Chemie) sendo o software Nova 1.10 utilizado para
coletar e tratar o0s dados obtidos. Os experimentos de
cronocoulometria foram realizados com o mesmo aparelho, porém, o
software utilizado para a coleta dos dados foi o General Purpose
Electrochemical System (GPES) 4.9.

4.3 Metodologia

4.3.1 Sintese das nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNP) foram obtidas usando os
polimeros DAS ou PVP como estabilizantes em DMSO contendo o
metal de interesse (HAUCls). Em 10,0 mL de solucdo de DAS ou PVP
(0,25% m/m) em DMSO foram adicionados 200 pL da solucdo aquosa
contendo o &cido cloroaurico, HAUCI, na concentracdo de 0,1 mol L e
em seguida esta solucdo ficou sob agitagdo durante 10 min em
temperatura ambiente (= 25 °C). Depois deste tempo, foram adicionados
a solugdo 400 pL de borohidreto de so6dio (NaBH4) 0,02 mol L*
recentemente preparada sob agitacdo constante durante mais 30 minutos.
A solugdo inicialmente amarela passou a exibir uma coloragdo roxa para
a AuNP estabilizada em DAS, e vermelha para a AuNP estabilizada em
PVP, indicando que houve a formacdo das nanoparticulas (SEOUDI et
al., 2010).

Para a caracterizacdo das AuUNP, em DAS e PVP, foram feitas
imagens por microscopia eletronica de transmissdo (TEM) realizadas em
um microscépio JEOL JEM-1011 localizado no Laborat6rio Central de
Microscopia Eletronica (LCME/UFSC). O preparo da amostra para a
andlise foi realizado depositando-se uma aliquota da suspensdo em um
grid de cobre recoberto com carbono. A contagem das nanoparticulas foi
feita utilizando o software ImageJ e o tratamento dos dados foi realizado
com o software Origin Pro 8.5 (OriginLab Corporation).
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4.3.2 Construgdo do CME

Primeiramente, 120 mg de pd de grafite (60%, em massa) e
30 pL de Nujol (15%, em volume) foram homogeneizados durante 10
min, com o auxilio de um almofariz e um pistilo. Subsequentemente, 50
uL de solucdo DAS/AUNP (25%, em volume), foram adicionados a
mistura, que foi entdo homogeneizada durante mais 15 min. Apés a
homogeneizacdo completa, a pasta obtida foi compactada em uma
seringa de plastico (capacidade: 1 mL; diametro interno: 1,0 mm).
Finalmente, um fio de cobre (dimensdes: 0,4 cm x 10,0 cm) foi inserido
para obter o contato elétrico, e o CME foi entdo utilizado como o
eletrodo de trabalho.

Para fins comparativos, um CME contendo PVP/AuUNP foi
preparado seguindo os mesmos procedimentos. Um CPE ndo
modificado foi preparado de modo semelhante a partir da mistura de 120
mg de pé de grafite e 30 pL de Nujol.

4.3.3 Medidas eletroquimicas

Os experimentos voltamétricos foram realizados a temperatura
ambiente (25 °C) em uma célula eletroquimica contendo 10,0 mL do
eletrolito de suporte (tampdo Mcllvaine 0,1 mol L%; pH 3,5) e 0 volume
requerido da substdncia analisada (solucdo padrdo ou amostra
farmacéutica). Os voltamogramas foram registrados apds agitacéo
magnética durante 60 segundos, tempo necessario para a
homogeneizacdo da solugcdo na célula. Todas as medidas de potencial
foram obtidas vs. Ag/AgClI (KCI, 3,0 mol L). As experiéncias de SWV
foram realizadas em intervalo de potencial de + 0,2 a + 0,6 V, com
frequéncia de 10 - 100 Hz, amplitude de 10 - 100 mV e incremento de
varredura de 1 - 10 mV, apo6s sucessivas adi¢des de analito com auxilio
de uma micropipeta. Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em
intervalo de potencial de - 0,2 a + 0,6 V, com velocidade de varredura
entre 10 - 100 mV s,

O estudo de cronocoulometria foi realizado com um sistema de
trés eletrodos (como descrito anteriormente) em uma célula
eletroquimica contendo 10,0 mL do eletrélito de suporte (tampdo
Mcllvaine 0,1 mol L%; pH 3,5) e 1,5 x 10°° mol L* de MD. As medidas
foram feitas aplicando um potencial de 0,5 V (vs. Ag/AgCl) no eletrodo
de trabalho, por um intervalo de tempo de 500 s, medindo-se a carga
acumulada na superficie do eletrodo por unidade de tempo.
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O estudo de impedancia eletroquimica foi realizado com um
sistema de trés eletrodos (como descrito anteriormente) em uma célula
eletroquimica usando solugdo 10,0 x 10 mol L' de Fe(CN)¢* como
sonda eletroquimica em circuito aberto com 10 mV de amplitude e
frequéncia entre 0,1 — 100000 Hz.

4.3.4 Preparo da amostra e quantificacdo de MD

A amostra farmacéutica contendo MD foi obtida em uma
farmécia da cidade de Floriandpolis — SC, e analisada empregando os
eletrodos CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AuUNP.

Para o preparo da amostra 4 comprimidos, contendo 250 mg
cada, foram macerados em almofariz por cerca de 10 min. A massa
pulverizada obtida foi transferida para um bal&o volumétrico de 500 mL
completando o volume com agua. A solucéo foi deixada em agitacdo em
béquer por 30 min, sendo entdo uma aliquota de 1 mL transferida para
um baldo de 5 mL. Esta solucdo diluida foi utilizada como solugdo
estoque da amostra para os experimentos, no qual uma aliquota de
100 uL foi transferida para a cela eletroquimica, e analisada por SWV,
para obtencéo dos dados.

Para verificar a exatiddo da metodologia proposta, a amostra
também foi quantificada através do método espectrofotométrico
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) usado como comparativo.
Primeiramente, foi preparada uma solugéo estoque da amostra no qual
foram macerados 10 comprimidos em almofariz com pistilo, pesando-se
0,1 g que foram entdo diluidos em baldo de 100 mL com solugdo de
H,SO4 0,05 mol L. Preparou-se também uma solucdo estoque do
padrdo MD, no qual foram pesados 0,05 g de padrdo MD diluido em
baldo de 50 mL com solucdo de H.SO, 0,05 mol L. Posteriormente,
preparou-se duas solucfes: solugcdo da amostra e solucdo padréo
adicionando-se 10 mL das respectivas solugdes estoque mais 5 mL de
solucdo tartarato ferroso, em baldes de 100 mL, diluindo-se com tampé&o
acetato de amodnio pH 8,5. A solugdo padrdo foi diluida em 5
concentracgdes diferentes (1,58 x 10#; 2,37 x 104; 3,16 x 104; 3,94 x10*
e 4,73 x 10 mol L) para construcdo da curva de calibracéo externa por
espectrofotometria Uv-vis, no qual cada concentragdo foi analisada em
cubeta de 1 cm, comprimento de onda A = 520 nm, obtendo valores de
absorvancia. A solucdo da amostra também foi analisada em cubeta de 1
cm no mesmo comprimento de onda, sendo a concentracdo calculada a
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partir do valor de absorvancia da amostra e da equacao de reta obtida da
curva de calibracdo considerando-se as devidas diluigdes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Otimizacéo da sintese das AUNP

Com o objetivo de analisar o desempenho dos polimeros DAS e
PVP como agentes estabilizantes realizou-se duas sinteses: A primeira
utilizando o polimero DAS em 10 mL de DMSO na proporcéo 0,25%
(m/v) (SILVA et al., 2015); e a segunda utilizando o polimero PVP nas
mesmas condi¢des. A otimizacdo da sintese foi realizada para ambos os
polimeros no qual variou-se: a concentracdo de 1,96x10° e 3,84x10°3
mol L* da solugdo de HAUCI,4 e a concentragdo na faixa de 1,13x102a
3,33x10° mol L da solucéo do agente redutor, NaBH4. A escolha das
concentragdes otimizadas da sintese foi feita monitorando a resposta de
corrente de pico anddica dos eletrodos, preparados com as suspensdes
de nanoparticulas sintetizadas a partir de diferentes concentracBes de
HAuUClse NaBHa.

Na sintese de AuNP com o polimero DAS, o eletrodo
modificado com a suspensdo sintetizada a partir de solu¢cdo de HAuCl4
1,96x10° mol L* e solucdo de NaBH. 1,13x10 mol L apresentou
melhor resposta em corrente para a MD (Figuras 9 (A) e (B)). Avaliou-
se também outras concentracBes de NaBH4 para esta concentracdo de
HAuUCI4, porém, observou-se que uma concentracdo menor de agente
redutor (7,69x10* mol L) ndo houve a completa reducdo do ouro e
concentragdes maiores que 4,1x10-3 mol L provocavam aglutinagdo e
precipitacdo das nanoparticulas, sendo entdo a propor¢do acima citada
escolhida para os testes posteriores. Na sintese de AuNP com o
polimero PVP, o eletrodo modificado com a suspenséo sintetizada com
solucdo de HAUCIs 3,84x10° mol L e solucdo de NaBH4 2,61x103
mol L apresentou melhor resposta em corrente para a MD, como pode-
se observar nas Figuras 9 (C) e (D), sendo esta escolhida para os demais
estudos.
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Figura 9 (A) Voltamogramas obtidos para os eletrodos modificados com as
suspensOes sintetizadas a partir de diferentes concentragcbes de HAUCI, e
NaBH.: AuNP/DAS (a) 3,84x10°%1,82x10% mol L?, (b) 3,84x10%/2,61x10°
mol L%, (c) 3,84 x10%3,33x10° mol L* e (d) 1,96x10°%/1,13x10°° mol L para
MD (1,5x10° mol L?). (B) Respostas relativas (%). (C) Voltamogramas obtidos
para os eletrodos modificados com as suspensGes sintetizadas a partir de
diferentes concentracdes de HAuUCIl, e NaBH;: AuNP/PVP (a) 1,96x10°%
1,13x10° mol L7, (b) 3,84x10%/3,33x10° mol L?, (c) 3,84x10%1,82x10°
mol L e (d) 3,84 x10%/2,61x10° mol L*para MD (1,5 x 10 mol L) em
solugdo tampdo Mcllvaine 0,1 mol L (pH 3,0) por SWV. (D) Respostas
relativas (%).
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5.2 Caracterizagéo das nanoparticulas

Os materiais nanométricos apresentam novas propriedades nédo
observadas quando em tamanho micro ou macroscopico. Nessa escala
de tamanho pode-se observar propriedades como, por exemplo, a
tolerancia a temperatura, a variedade de cores, as alteracdes da
reatividade quimica, a condutividade elétrica e, no caso de NP, o
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aumento de sua area superficial eletroativa tornando interessante seu
emprego em eletrodos (FERREIRA, RANGEL, 2009). Com objetivo de
avaliar o tamanho das nanoparticulas (DAS/AuNP e PVP/AUNP) as
suspensdes foram caracterizadas por TEM e seus didmetros médios
calculados com auxilio do software ImajeJ (empregando um conjunto de
aproximadamente 300 particulas escolhidas a partir das imagens de
TEM). A Figura 10 (A) apresenta uma imagem de TEM das AuNP
estabilizadas em DAS. Pode-se observar que as nanoparticulas
encontram-se bem dispersas no meio, exibindo poucos sinais de
agregacdo, o que demonstra a eficiéncia do polimero em promover a
estabilizacdo. A Figura 10 (B) mostra o histograma da distribuicdo do
numero de particulas por didmetro obtido nesta sintese. As DAS/AuNP
apresentaram formato aproximadamente esférico com diametro médio
de 68,3+1,25 nm. Na Figura 10 (C) temos uma imagem de TEM das
AUNP estabilizadas em PVP. Pode-se observar que estas nanoparticulas
também se encontram bem dispersas no meio, exibindo poucos sinais de
agregacao. A Figura 10 (D) mostra o histograma da distribuicdo do
numero de particulas por diametro obtido nesta segunda sintese, na qual
as PVP/AUNP apresentaram formato aproximadamente esférico com
didmetro médio de 13,3+0,12 nm.

Os didmetros encontrados sdo condizentes com a coloragio
obtida para as duas sinteses, sendo as DAS/AUNP de maior diametro
apresentando uma coloracéo roxa e as PVP/AUNP de menor tamanho
apresentando coloracdo avermelhada (SEOUDI et al., 2010).
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Figura 10 Imagens de TEM para: (A) DAS/AuNP e (C) PVP/AuNP. Diagrama
com a distribuicdo de nimeros de particulas por didmetros (B) DAS/AUNP e
(D) PVP/AUNP.
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53 Principio de funcionamento dos CME

A Figura 11 mostra um esquema representativo dos
componentes utilizados na construcéo dos eletrodos CPE/DAS/AUNP e
CPE/PVP/AUNP e seu papel na reacdo de oxirreducdo da metildopa.
Como pode ser observado, o processo ocorre pela reacdo de oxidacao da
MD a sua respectiva o-quinona na superficie do eletrodo. A reacdo de
oxirreducdo da MD envolve a transferéncia de dois elétrons e dois
prétons a um potencial aproximado de +0,37 V vs. Ag/AgCl
(KUTLUAY, ASLANOGLU, 2016, ENSAFI et al., 2015). A corrente
resultante do processo de oxidacdo é proporcional a concentracdo de
MD, sendo usada para a quantificacdo desta substancia em amostra
farmacéutica.
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Figura 11 Representacdo esquematica da reacdo de oxirreducdo da MD na
superficie dos CME: CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AUNP.
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5.4 Estudo da contribuicéo dos modificadores

A contribuicdo de cada modificador na resposta analitica da
MD utilizando os CME foi avaliada construindo trés eletrodos distintos:
um CPE sem modificacdo, um CME modificado apenas com o polimero
(CPE/DAS e CPE/PVP) e um CME modificado com a suspensdo de
nanoparticulas estabilizada em ambos os polimeros (CPE/DAS/AUNP e
CPE/PVP/AUNP). Os eletrodos foram testados, em triplicata, por SWV,
na faixa de potencial de 0,2 a 0,7 V vs. Ag/AgCl empregando uma
solugdo tampao Mcllvaine 0,1 mol L* contendo 1,5 x 10° mol L de
MD. As Figuras 12 (A) e 12 (C) mostram os voltamogramas de onda
guadrada obtidos e as respostas relativas (Figura 12 (B) e (D)) para cada
modificador. A presenca de DAS e PVP nos CME (eletrodo (b))
aumentou 1,5 a 2,5 vezes, respectivamente, o pico de corrente para a
MD em relacdo ao CPE (eletrodo (a)), devido a acdo de pré-
concentracdo do analito na superficie do eletrodo, possivelmente devido
a interagGes de hidrogénio entre os grupos carbonila dos polimeros e os
grupos hidroxila da molécula de MD. A presenca das suspensdes
(DAS/AUNP e PVP/AUNP) no CME representou um ganho de resposta
relativa para a MD de 83 e 79%, respectivamente, com relacdo ao CPE.
Este expressivo ganho de corrente esta relacionado ao fato de as AuNPs,
presentes como modificador, contribuiram na transferéncia de elétrons
devido seu carater condutor, e, devido sua grande area superficial,
também atuarem como sitios ativos para a MD, facilitando o processo
redox.
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Figura 12 (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando solucdo
tamp&o Mcllvaine 0,1 mol L contendo 1,5 x 10 mol L* de MD, utilizando os
eletrodos: (a) CPE; (b) CPE/DAS; e (c) CPE/DAS/AUNP. (B) Resposta relativa
(%). (C) Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando solugéo tampéo
Mcllvaine 0,1 mol L* contendo 1,5 x 10° mol L* de MD, utilizando os
eletrodos: (a) CPE; (b) CPE/PVP; e (c) CPE/PVP/AUNP. (D) Resposta relativa
(%).
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55 Caracterizacéo eletroquimica dos CME
5.5.1 Impedéancia eletroguimica

A fim de investigar a reacdo de transferéncia de cargas na
superficie do eletrodo um estudo foi realizado utilizando a técnica de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), utilizando uma
solucdo KCI 0,1 mol L* contendo 10 x 10 mol L? de Fe(CN)g*
como sonda eletroquimica em circuito aberto com 10 mV de amplitude
e frequéncia entre 0,1 — 100000 Hz. Foram realizadas medidas de
impedancia com os seguintes eletrodos: CPE, CPE/DAS e
CPE/DAS/AUNP (Figura 13 (A)), e CPE, CPE/PVP e CPE/PVP/AuUNP
(Figura 13 (B)). O valor de Rct obtido para o eletrodo sem modificagdo
(CPE) foi de 66,80 kQ que representa uma alta resisténcia a passagem
de corrente quando comparado com os valores obtidos com os CME:
1,13 kQ e 1,81 kQ para CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AuUNP,
respectivamente. Isto demonstra uma grande vantagem da modificagdo
dos eletrodos propostos, pois a diminuicdo da resisténcia no sistema
facilita a transferéncia de elétrons na superficie dos eletrodos e,
consequentemente, a reacdo de oxidacdo do analito de interesse.

Como é possivel observar também nas Figuras 13 (A) e (B), 0
eletrodo CPE/DAS oferece uma resisténcia menor a passagem de
corrente que a medida para o eletrodo CPE/PVP (cerca de 1,6 vezes
menor). Este dado ajuda a explicar o alto valor de corrente obtido para o
eletrodo CPE/DAS/AUNP, pois, o didmetro de particula maior obtido na
sintese da AUNP em DAS é compensado pela diminuicdo da resisténcia
a passagem de corrente oferecida por este polimero na superficie do
eletrodo.
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Figura 13 (A) EIS para: (a) CPE/DAS/AuUNP, (b) CPE/DAS e (c) CPE; (B) EIS
para: (a) CPE/PVP/AuNP, (b) CPE/PVP e (c) CPE; em solugdo KCI (1,0 mol L
1 contendo 10x10° mol L™ de Fe(CN)e**, circuito aberto, 10 mV de amplitude
e frequéncia entre 0,1-100000 Hz.
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5.5.2 Efeito da velocidade de varredura e estudo da &rea
eletroativa dos eletrodos

Em medidas eletroanaliticas é de extrema importancia conhecer
0 transporte de massa dominante no sistema em estudo para uma maior
compreensdo da cinética da reacdo de transferéncia de elétrons na
superficie do eletrodo. Geralmente, buscam-se sistemas no qual a
difusdo seja o transporte regente, pois deste modo, assegura-se que a
concentragcdo do analito de interesse seja proporcional ao sinal de
corrente obtido ao final da medida. Existem diversos testes que podem
fornecer informagbes acerca da reversibilidade de sistemas e seu
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transporte de massa, dentre estes, o estudo da velocidade de varredura
(BATCHELOR-MCAULEY et al., 2015).

Avaliou-se a variacdo da velocidade de varredura em CV
empregando solugdo de KCI 0,1 mol L* contendo Fe(CN)g*/#- 10,0x10°3
mol L na seguinte faixa de velocidades: 10 - 100 mV s. O estudo foi
realizado individualmente em trés eletrodos diferentes, sendo um CPE
sem modificacdo (resultados apresentados na Figura 14 (A)), e dois
CME: CPE/DAS/AUNP (Figura 14 (C)) e CPE/PVP/AuUNP (Figura 14
(E)). A partir dos dados obtidos construiu-se o gréafico i, vs. v¥? para
avaliar a linearizagcdo conforme a equacdo de Randles-Sevcik (Eq. 1), no
qual ip refere-se a corrente de pico, n ao nimero de elétrons transferidos
na reacao eletroquimica (n=1), A ¢ a &rea superficial do eletrodo, D é o
coeficiente de difusdo da espécie eletroativa, C é a concentracdo da
espécie eletroativa (10,0 x 10 mol L) e v é a velocidade de varredura.

ip = 2,60 X 10°%4 D2 n¥2 C v12 (1)

Os gréaficos representados nas Figuras 14 (B), (D), e (F)
apresentam uma relacdo linear entre corrente e a raiz quadrada da
velocidade, podendo-se concluir que em todos os eletrodos testados a
reacdo eletroquimica, que ocorre no sistema, € controlada por difuséo.
Este grafico, também fornece outro dado importante, a area eletroativa
dos eletrodos. Através da Eq. 1 e substituindo os valores de
concentracdo, numeros de elétrons, coeficiente angular das curvas e
coeficiente de difusdo da espécie, que é conhecido na literatura (D =
6,70 x 10 cm? s ') (LIANG et al., 2013), determinou-se a area dos trés
eletrodos como sendo 0,0046 cm?, 0,0137 cm?, e 0,0113 cm?, para CPE,
CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AuUNP, respectivamente. Os dados
demonstram a vantagem de se utilizar o modificador proposto como
recurso para o ganho de sinal analitico, apresentando um aumento da
area superficial de 2,5 a 3 vezes maior que a area superficial do eletrodo
sem modificacdo.
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Figura 14 Voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo KCI 0,1 mol L*
contendo Fe(CN)g>* 10,0 x 10 mol L para (A) CPE, (C) CPE/DAS/AuUNP e
(E) CPE/PVP/AUNP; e seus respectivos graficos ip x v*? (B) CPE, (D)
CPE/DAS/AUNP e (F) CPE/PVP/AUNP.
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Outra evidéncia acerca do transporte de massa dominante no
sistema pode ser obtida pelo grafico de log ip vs. log v. Segundo a
literatura (SILVA et al., 2015) valores de coeficiente angular proximos
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de 1,0 indicam que o mecanismo de transporte de massa é controlado
por adsorcdo, enquanto que valores préximos de 0,5 indicam que o
processo eletrédico é governado pela difusdo. Os valores obtidos dos
coeficientes angulares dos graficos lineares, representados na Figura 15,
para CPE/DAS/AUNP (A) e CPE/PVP/AuUNP (B) foram, 0,60 e 0,40,
respectivamente, indicando que o mecanismo de reacdo da oxidagédo da
MD ¢ provavelmente regido pelo processo de difusdo com uma pequena
contribuicdo da adsor¢do para o0 CPE/DAS/AuUNP.

Figura 15 Gréaficos de log ip vs. log v para (A) CPE/DAS/AUNP e (B)
CPE/PVP/AuUNP obtidos em solugdo KCI 0,1 mol L™ contendo Fe(CN)¢** 10,0
x 10 mol L™,
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5.5.3

Estudo da reversibilidade do sistema

Para avaliar a reversibilidade da reacdo redox da MD foi feita a
caracterizacdo do sistema por voltametria ciclica. A partir dos
voltamogramas mostrados nas Figuras 16 (A) e 16 (B) podemos
constatar a reversibilidade da reagdo de oxidagdo da metildopa a um
potencial de 0,37 V para ambos os eletrodos (CPE/DAS/AUNP e
CPE/PVP/AUNP). A partir destes graficos também € possivel estimar o
nimero de elétrons envolvidos na reagdo através da seguinte equacdo
(BARD, FAULKNER, 2001) onde E, é o potencial de pico padrdo de
reducdo e Ep 12 é 0 potencial de pico a meia onda.

565

£~ £,

Os valores calculados para os eletrodos foram de 1,95 e 1,90
para CPE/DAS/AuNP e CPE/PVP/AUNP respectivamente, e séo
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condizentes com 0 esquema proposto na Figura 17 para uma reagdo
envolvendo 2 elétrons.

Figura 16 Voltamogramas ciclicos para (A) CPE/DAS/AuNP e (B)
CPE/PVP//AUNP empregando MD 1,5 x 10 mol L em tamp&o Mcllvaine 0,1
mol L.
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Figura 17 Representa¢do esquematica da reagdo de oxirreducdo da molécula de
MD.

5.5.4 Cronocoulometria

A resposta em corrente obtida pelo eletrodo de trabalho pode
estar relacionada, entre outras coisas, com a quantidade disponivel de
analito na sua superficie. Com o intuito de estudar a quantidade de
cargas proveniente do analito (metildopa) que reage na superficie dos
eletrodos (CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AuUNP) realizou-se a
cronocoulometria, que nos fornece dados como carga da dupla camada
(Qdl) e carga de adsorcdo do analito (Qads) que podem ser relacionados
pela equacéo integrada de Cotrell (Eg. 3), onde A é a area do eletrodo, C
é a concentracdo de MD, D é o coeficiente de difusdo da espécie
eletroativa, F é a constante de Faraday, n é o nimero de elétrons
envolvidos na reagdo e 7 € a constante pi.

Q = 2nFACDY2tY212 + Qdl + Qads  (3)
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Tanto Qdl como Qads sdo variaveis independentes do tempo
sendo Qads determinado pelo grafico de Anson, no qual o intercepto é a
soma dos termos (Qdl + Qads) (CHEN et al., 2016). Os estudos de
cronocoulometria foram realizados a um potencial de 0,50 V, no qual
foram registradas as curvas de carga (Q) vs. tempo (t) (Figuras 18 (A) e
19 (A)). Os dados obtidos foram entdo plotados como gréficos de
Anson, Q vs. t¥2, para analise dos dados. A Figura 18 (B) mostra as
curvas Q vs. t¥2 para CPE (a) e CPE/DAS/AUNP (c) em solucéo tampéo
Mcllvaine 0,1 mol L*, pH 3,5 e na presenca de MD (CPE (b) e
CPE/DAS/AuUNP (d)). A mesma analise foi feita para o eletrodo
CPE/PVP/AUNP, como pode ser visto na Figura 19 (B).

Figura 18 (A) Cronocoulometria realizada a 0,5 V com 1,5 x 10° mol L? de
metildopa em solugdo tampao Mcllvaine 0,1 mol L%, pH 3,5, empregando (A):
CPE (a) e CPE/DAS/AUNP (c) na auséncia do analito e CPE (b) e
CPE/DAS/AUNP (d) na presenga do analito. (B) Graficos de Anson feitos a
partir dos dados obtidos das curvas Q vs. t.
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Figura 19 (A) Cronocoulometria realizada a 0,5 V com 1,5 x 10° mol L? de
metildopa em solugéo tampao Mcllvaine 0,1 mol L pH 3,5, empregando (A):
CPE (a) e CPE/PVP/AUNP (c) na auséncia do analito e CPE (b) e
CPE/PVP/AUNP (d) na presenca do analito. (B) Gréficos de Anson feitos a
partir dos dados obtidos das curvas Q vs. t.
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A Tabela 1 apresenta as equacdes das retas obtidas nos
graficos de Anson.

Tabela 1 Equagbes da reta obtidas por meio dos experimentos de
cronocoulometria.

Solugao Eletrodo Equacéo da reta
Solugdo tampédo Mcllvaine CPE Q=1,02x10° + 4,67 x 10° 12
pH 3,5
Solugdo tampédo Mcllvaine CPE/DAS/ _ 5 5 102
DH 3,5 AUNP Q=318x10"+159x10°t

Solugdo tampédo Mcllvaine CPE/PVP/ Q=234 %105 + 1,22 X 105 2

pH 3,5 AuNP
Solugdo tampédo Mcllvaine
pH 3,5/ 1,5x10° mol L* de CPE Q=5,22x 107+ 8,06 x 108 t2
metildopa
Solugdo tampédo Mcllvaine
pH 3,5/ 1,5x10° mol L* de CPE/DAS/ Q=2,41x10*+1,86 x 105 t12
. AuUNP
metildopa
Solugdo tampéo Mcllvaine
pH 3,5/ 1,5x10° mol L* de C’?AEU/EI\;P/ Q=6,19x105+1,19 x 105 {12

metildopa
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De acordo com a equacdo de Cottrell integrada, o valor de
intercepto do grafico Q vs. t¥2 em solugdo tampao Mcllvaine pH 3,5
representa a carga de capacitancia da dupla camada (Qdl), enquanto que
0 valor de intercepto na presenca de MD é a soma de Qdl e Qads (carga
faradaica de espécies adsorvidas). Assim, os valores de Qads de MD em
CPE, CPE/PVP/AuUNP e CPE/DAS/AUNP foram calculados como sendo
0,004 uC, 38,5 uC e 209 uC, respectivamente. Claramente, o eletrodo
CPE/DAS/AUNP facilita atracdo do analito a superficie do eletrodo,
comparativamente ao eletrodo CPE/PVP/AuUNP, resultando em sinais de
resposta mais elevados para a oxidagéo da MD.

5.6 Otimizagéo do método

5.6.1 Efeito do volume das suspenstes DAS/AUNP e PVP/AuNP
adicionadas aos eletrodos

Como forma de avaliar o desempenho dos CME, o volume das
suspensdes (DAS/AUNP e PVVP/AUNP), utilizadas como modificagdo na
construcdo dos CME, foi variado na faixa de 25 a 75 pL de suspensédo
adsorvida a pasta de carbono. A otimizacéo foi feita avaliando o sinal de
corrente obtido para os eletrodos contendo cada uma das quantidades.
Observou-se que, em solugdo tampdo Mcllvaine 0,1 mol L* pH 3,0
contendo 1,5 x 10° mol L* de MD, os CME que apresentaram maior
ganho em corrente foram os eletrodos modificados com 50 pL de
suspensdao DAS/AUNP (Figura 20 (A)) e 50 pL de suspensao
PVP/AUNP (Figura 20 (B)), sendo este volume selecionado para a
construcdo dos CME. Para ambos os eletrodos modificados
(CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AUNP) foi possivel constatar o
aumento da resposta de corrente conforme aumento do volume de
suspensdo adicionada a pasta de carbono de 25 pL para 50 pL.
Porém, quando foram adicionados 75 pL de suspensdo ocorreu um
decaimento da corrente medida. Este comportamento pode ser explicado
pelo fato de um aumento do volume de suspensao, a principio, promover
uma maior disponibilidade de nanoparticulas na superficie dos
eletrodos. As NP no meio facilitam a transferéncia de cargas atuando
como sitios ativos para a reacdo de oxidacdo do analito até atingir um
ponto de saturacdo onde ocorre um bloqueio parcial da superficie,
dificultando a passagem de elétrons e diminuindo o valor de corrente
medido.
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Figura 20 Influéncia do volume das suspensdes (A) DAS/AuNP e (B)
PVP/AuUNP adicionadas a pasta de carbono na resposta analitica dos CME, em
solucéo tampao Mcllvaine (0,1 mol L%; pH 3,0) utilizando MD 1,5x10”° molL.
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5.6.2 Estudo da natureza do eletroélito de suporte e pH

O eletrolito suporte é, por definicdo, um eletrélito que,
adicionado em altas concentragdes (cerca de 100x maior que a da
espécie eletroativa), pode conferir & solucédo e a interface em estudo uma
série de propriedades, como inibir o transporte de massa por migracao,
aumentar a condutividade do meio, manter a viscosidade da solucdo,
manter o coeficiente de atividade da espécie eletroativa constante, entre
outros (AGOSTINHO et al., 2004). Por isso, é de extrema importancia
escolher cuidadosamente o tipo de eletrdlito suporte a ser utilizado para
uma determinada analise. Com o intuito de estudar o eletrélito mais
adequado no estudo da MD, por voltametria, testaram-se eletrdlitos
como solucdo tampdo Mcllvaine (0,1 mol L, pH 3,0); solucdo tampéo
Clark — Lubs (0,1 mol L%, pH 2,5), HCI (0,1 mol L) e H2SO4 (0,1 mol
LY). A solugdo tampao Clark — Lubs apresentou um perfil de pico
alargado bem como baixa resposta de corrente, e as solu¢bes de HCI e
H2SOs4, por apresentarem valores de pH muito acidos, promoveram a
lixiviacdo da superficie do eletrodo impossibilitando o seu uso como
eletrélitos suporte. A solucdo tampdo Mcllvaine apresentou melhor
resposta em corrente e melhor perfil voltamétrico para o analito de
interesse, sendo este escolhido como eletrolito suporte para este
trabalho. Foram testados também eletrélitos suporte de faixa basica
(solucdo tampdo fosfato, 0,1 mol L%, pH 7,0 e 8,0), porém nédo foi
detectada a presenca de pico referente a metildopa assumindo-se entéo
gue em meio bésico o analito jA4 se encontra em sua forma
completamente oxidada.
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Além da escolha do eletrélito suporte mais adequado, a
otimizacdo do pH do meio reacional também é de extrema importancia
para assegurar 0 correto comportamento eletroquimico da espécie de
interesse. A acidez ou basicidade do meio pode afetar diretamente a
forma como a espécie eletroativa se encontra em solugdo (protonada ou
desprotonada) alterando assim o modo como o analito ira reagir na
superficie do eletrodo. Uma mudanca estrutural indesejada pode gerar
variagbes nos valores de corrente e potencial obtido na medida
voltamétrica, refletindo negativamente na sensibilidade do método.
Sendo assim, avaliou-se o efeito do pH do eletrolito suporte, em
duplicata, para medidas empregando o CPE/DAS/AuNP e
CPE/PVP/AuUNP, por SWV na faixa acida de pH (2,0-5,0), utilizando
MD 1,5 x 10 mol L. Nos voltamogramas resultantes da otimizacéo do
pH para os eletrodos CPE/DAS/AuNP (Figura 21 (A)) e
CPE/PVP/AUNP (Figura 22 (A)), pode-se notar em ambos o0
deslocamento do potencial para valores mais positivos conforme a
diminuicdo do pH da solugdo. Este deslocamento favorece
termodinamicamente a reagéo redox e esta de acordo com o valor de pH
acido (3,5) que demonstrou o maior sinal de corrente para os eletrodos
testados. Sendo assim, escolheu-se a solugdo tampédo Mcllvaine (0,1 mol
L, pH 3,5) como eletrolito suporte para os estudos posteriores.

De acordo com os resultados mostrados nas Figuras 21(B) e
22(B) o potencial de pico para a MD apresentou uma relagéo linear com
0 pH, com valores de coeficiente angular de - 63,0 mV/pH (r?>= 0,995) e
- 65,0 mV/pH (r> = 0,996) para CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AUNP,
respectivamente. Estes valores sdo muito proximos do valor previsto
pela equacdo de Nernst (- 59,2 mV/pH; r’= 0,999) (SILVA et al., 2015)
para reacGes que envolvem o mesmo numero de protons e elétrons, o
gue esta de acordo com o estudo de caracterizacdo do eletrodo discutido
anteriormente e a equacdo proposta na Figura 17.



54

Figura 21 (A): Voltamogramas de onda quadrada (frequéncia 50 Hz, amplitude
de pulso 50 mV e incremento de potenciais de 5 mV) para CPE/DAS/AuUNP,
empregando MD 1,5 x 10 mol L em tampédo Mcllvaine 0,1 mol L% (a) pH
2,0; (b) pH 2,5; (c) pH 3,0; (d) pH 3,5; (e) pH 4,0; (f) 4,5 e (g) 5,0. (B) Gréfico
de variacdo da corrente em fungéo do pH e relagdo linear entre potencial
e pH.
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Figura 22 (A): Voltamogramas de onda quadrada (frequéncia 50 Hz, amplitude
de pulso 50 mV e incremento de potenciais de 5 mV) para CPE/PVP/AuUNP,
empregando MD 1,5 x 105 mol L em tampédo Mcllvaine 0,1 mol L% (a) pH
2,0; (b) pH 2,5; (c) pH 3,0; (d) pH 3,5; (e) pH 4,0; (f) 4,5 e (g) 5,0. (B) Gréfico
de variacdo da corrente em funcdo do pH e relacdo linear entre potencial
e pH.

4 0,50
41 (B)
34 0,45 M
~3 =
2 2] E‘; 10,40 5
2 2 ¢
=N <2 0,3555:
&
1 10,30 )
ol @)
T T T T T 10,25
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 2 3 4 5
E (V) vs. Ag/AgCl pH

5.6.3 Escolha da técnica voltamétrica e otimizagdo dos
parémetros

Ap6s a escolha do eletrolito suporte e pH realizou-se estudos
para a escolha da técnica voltamétrica mais adequada, ou seja, a que
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apresenta a melhor resposta analitica para o analito de interesse em
termos de corrente e resolucdo de pico. Na Figura 23, estdo
representados os voltamogramas obtidos para cada técnica (DPV, SWV
e LSV) (A e C) bem como os gréaficos de resposta relativa (B e D) para
0s eletrodos CPE/DAS/AuUNP e CPE/PVP/AuUNP, respectivamente.
Observa-se que, para ambos 0s eletrodos, a técnica de SWV apresentou
os melhores resultados gerando valores de corrente na ordem de 5 a 13
vezes maior que as outras técnicas empregadas apresentando também
uma boa resolucéo de pico e, portanto, foi a técnica selecionada para ser
empregada nos testes posteriores. A melhor resposta apresentada pela
técnica de SWV pode ser explicada pelo tipo de aplica¢do de potencial
usada nesta técnica. Como a medida é feita nos dois sentidos da
varredura (reducédo e oxidacdo) a corrente total é a soma das correntes
resultantes de cada medida, sendo favorecida no caso de sistemas
reversiveis como a oxidagdo da MD.

Figura 23 (A): Voltamogramas do estudo da técnica voltamétrica a ser
empregada: (a) LSV; (b) DPV; (c) SWV para (A) CPE/DAS/NPAu; e (C)
CPE/PVP/NPAuU; com MD na concentragéo de 1,5 x 10° mol L em tampéo
Mcllvaine (0,1 mol L, pH 3,5). Gréaficos da resposta relativa em corrente para
cada técnica, (B) CPE/DAS/NPAU; e (D) CPE/PVP/NPAU.
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A técnica SWV possui trés pardmetros experimentais:
frequéncia, amplitude de pulso e incremento de potencial. A otimizacéo
destes parametros faz-se necessaria de modo a obter uma melhor
definicdo de pico e sensibilidade na determinacgdo analitica, contribuindo
para uma melhora na metodologia proposta. Nesta técnica, a amplitude
de pulso esta diretamente relacionada a resolucéo do pico, o incremento
relacionado ao espagamento entre 0s pontos de potenciais no
voltamograma, que também contribuem para a resolu¢do e adequada
correlacdo entre corrente e concentracéo, e a frequéncia, assim como o
incremento de potencial, estd associada a velocidade de varredura e,
portanto, seu valor deve estar condizente com a cinética da reagao a ser
estudada. Os efeitos dos parametros da SWV — frequéncia (10-100 Hz),
amplitude (10-100 mV) e incremento (1-10 mV) — foram investigados,
em duplicata empregando MD na concentragdo de 1,5 x 10° mol L em
tampdo Mcllvaine (0,1 mol L?; pH 3,5) para o CPE/DAS/AUNP € o
CPE/PVP/AUNP. Pode-se observar (Figura 24) que para o eletrodo
CPE/DAS/AUNP a amplitude (curva A) cresce linearmente até o valor
de 60 mV, o incremento (curva B) possui linearidade até o valor
maximo testado (10 mV), porém valores maiores ndo foram avaliados
devido a perda de resolucdo do pico, e a frequéncia (curva C) possui
maior resposta em corrente para o valor de 50 Hz, pois a partir deste
ponto ocorre a perda da linearidade. Sendo assim, uma melhor resposta
analitica foi obtida para os valores 60 mV de amplitude, 10 mV de
incremento e 50 Hz de frequéncia. Para o eletrodo CPE/PVP/AuUNP, a
partir da Figura 25 podemos avaliar que o valor de amplitude (curva A)
maximo foi obtido em 70 mV, o incremento (curva B) cresce
linearmente até o valor de 4 mV ocorrendo a partir deste ponto uma
mudan¢a da linearidade da reta, comportamento que se repete no
parametro da frequéncia (curva C) onde ha o aumento da intensidade de
corrente até 40 Hz, limite maximo da linearidade. Para este eletrodo
(CPE/PVP/AUNP) fixou-se entdo os valores de 70 mV de amplitude, 4
mV de incremento e 40 Hz de frequéncia
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Figura 24 Estudo dos parametros da SWV (A) amplitude de pulso; (B)
incremento de potencial e (C) frequéncia sobre a resposta analitica do eletrodo
CPE/DAS/AUNP, utilizando MD 1,5x10° mol L' em solucdo tampéo
Mcllvaine (0,1 mol L%; pH 3,5).
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Figura 25 Estudo dos parametros da SWV (A) amplitude de pulso; (B)
incremento de potencial e (C) frequéncia sobre a resposta analitica do eletrodo
CPE/PVP/AUNP, utilizando MD 1,5x10®° mol L em solucdo tampao Mcllvaine
(0,2 mol L%; pH 3,5).
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A Tabela 2 resume os parametros investigados e também os
melhores resultados obtidos na otimizacdo do método para os eletrodos
CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AUNP.



Tabela 2 Pardmetros de otimizac8o do método.
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Parametro Faixa
investigada CPE/DAS/AUNP CPE/PVP/AUNP
AuNP/eletrodo 25-75
50 50
(v/m) (uL)
Solugdes
Natureza do tampa_o:
eletrolito Mcllvaine, Mcllvaine Mcllvaine
suporte tampdo
P Clark-Lubs,
HCI, H,SOq,
Faixa de pH 2,0-5,0 35 3,5
Escolha da LSV, DPV,
técnica SWv SWV SWV
Amplitude de 10 - 100 60 70
pulso (mV)
Incrementode | 4, mv) 10 4
potencial
Frequéncia 10(;'21)00 50 40

5.7 Desempenho analiticos dos CME

5.7.1 Curva de calibracdo externa

As Figuras 26 (A) e (C) apresentam os voltamogramas de onda
guadrada na faixa de potencial de +0,2 a + 0,6 V vs. Ag/AgCI e as
curvas de calibracdo (B) e (D) para MD utilizando o CPE/DAS/AUNP e

CPE/PVP/AUNP,  respectivamente,  nas
experimentais estabelecidas.

melhores

condigdes
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Figura 26 Voltamogramas de SWV obtidos utilizando (A) CPE/DAS/AuUNP e
(C) CPE/PVP/AUNP em solugdo tampdo Mcllvaine (0,1 mol L%; pH 3,5) para
MD, nas seguintes concentracdes: (a) 9,99 x 107; (b) 1,99 x 10°%; () 2,99 x 10°¢;
(d) 3,98 x 10°%; () 4,97 x 10°5; (f) 5,96 x 10°; (g) 6,95 x 10°%; (h) 7,93 x 10°%; (i)
8,92 x 10°®; (j) 9,90 x 10°%; (k) 1,09 x 105; (1) 1,18 x 10%; (m) 1,28 x 105; (n)
1,38 x 10%; (0) 1,47 x 105; (p) 1,57 x 105 (q) 1,67 x 10%; (r) 1,76 x 10%; (s)
1,86 x 10% e (t) 1,96 x 10° mol L!. Curvas de calibragdo para (B)
CPE/DAS/AUNP e (D) CPE/PVP/AUNP.
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Os parametros de linearidade das curvas de calibracdo para os
dois eletrodos (CPE/DAS/AuUNP e CPE/PVP/AUNP) sdo mostrados na
Tabela 3. Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), a correlacdo entre os pontos (r?), obtida com ambos os
eletrodos (0,996), satisfaz o valor imposto por lei (r? > 0,99). O limite de
detecgdo (LOD), menor concentracdo do analito que pode ser detectada
com razodavel certeza para uma dada metodologia analitica (RIBEIRO et
al., 2008), foi calculado através dos parametros da curva de calibracédo
(Equacgéo 2).
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LOD:3§ (4)

no qual “3” representa o fator numérico escolhido de acordo com o nivel

€6 9

de confianga exigido (neste caso 95 %), “c” representa o desvio do
intercepto e “s” o valor da inclinagdo da curva de calibragdo (RIBEIRO
et al., 2008). Os limites de quantificacdo (LOQ) foram calculados
usando os parametros da curva de calibragdo, apenas substituindo o

valor de 3 por 10 na equacdo do célculo do LOD (Equacéo 3).

L0Qz10§ (5)
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A Tabela 4 resume os resultados descritos na literatura,
obtidos com diferentes CME empregando Vvarios materiais, para
determinagdo de MD. Como pode ser observado, o CME proposto
apresenta um LOD préximo a outros trabalhos que também utilizam
o CPE como eletrodo base, sendo consideravelmente mais sensivel
em um dos casos, indicando que a metodologia proposta é adequada
para a determinacdo de metildopa.

Tabela 4 Comparacéo de diferentes CME aplicados na determinacéo de MD.

Faixa

Eletrodo  Modificador?  Técnica linear LOID_l Ref.
(umolL™Y) (HmolL™)
(GHOREIS
CPE naﬁgégr';ges SWV  20-450 05 Hl et al.,
2015)
(FOULAD
CPE ILs/ SWV  0,4-400 0,1 GAT\ATARI
MWCNTPE MALEH,
2013)
(MOCCELI
CPE Lac,\?.Ar/BM" SWV  348-337 55 NI et al.,
(T)2 2011)
(KARIMI-
CPE c AME'NTPE SWV  0,5-165 02 MALEH et
al., 2012)
Este
CPE DAS/AUNP SWV  09-196 05 trabalho

ILs: liquido idnico; MWCNTPE: eletrodo de pasta de nanotubos de carbono em
multiplas camadas; Lac: enzima lacase; CA: acetato de celulose; BMI-N(Tf):
liquido  ibnico  bis(trifluorometanosulfonil)imidato  de  1-n-butil-3-
metilimidazolio; p-CAMCNTPE: eletrodo de pasta de nanotubos de carbono
com p-cloranil.

5.7.2  Estudo da repetibilidade entre medidas e entre eletrodos

Os ensaios para avaliar a repetibilidade entre medidas do
CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AUNP, foram realizados por SWV, em
duplicata, utilizando MD 1,5 x 10° mol L* em tampao Mcllvaine (0,1
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mol L*; pH 3,5). A repetibilidade foi investigada através de seis
medidas sucessivas, utilizando cada um dos CME, sendo a superficie
renovada apds cada medida. O desvio padrdo relativo (RSD) entre as
correntes de pico resultantes nessas medidas foram de 7,8% e 2,1% para
CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AUNP, respectivamente. Os valores
abaixo de 10% indicam que os CME, apresentam boa precisdo entre as
medidas. A repetibilidade entre eletrodos foi investigada por SWV, em
duplicata, utilizando MD 1,5 x 10 mol L* em tampdo Mcllvaine (0,1
mol L; pH 3,5). Foram construidos trés eletrodos CPE/DAS/AuUNP e
trés eletrodos CPE/PVP/AUNP, sendo cada um destes testados em
duplicata. Para este estudo o0 RSD das correntes de pico resultantes para
CPE/DAS/AUNP e CPE/PVP/AUNP foram de 5,9% e 3,2%,
respectivamente, valores abaixo de 10%, indicando que os eletrodos
possuem uma excelente repetibilidade.

5.8 Aplicacdo do CPE/DAS/AUNP

Os testes de otimizacdo e caracterizagdo dos eletrodos, dentre
eles espectroscopia de impedancia eletroquimica, estudo da éarea
superficial eletroativa e cronocoulometria, demonstraram que o
CPE/DAS/AUNP possui uma excelente resposta de corrente e perfil
voltamétrico, bem como oferece vantagens na detec¢do do analito de
interesse (diminuicdo da resisténcia a transferéncia de elétrons e
acumulo do analito na superficie do eletrodo) com relacdo ao
CPE/PVP/AuUNP. Sendo assim, o CPE/DAS/AuUNP foi escolhido como
eletrodo de trabalho para determinacdo de MD em amostra
farmacéutica.

5.8.1  Estudos de recuperagao

Os ensaios de recuperacdo, que avaliam a exatiddo de um dado
método analitico (RIBANI et al., 2004), foram realizados através do
método de adicdo de padrdo, em duplicata, utilizando-se o
CPE/DAS/AUNP e uma amostra (A) de comprimidos de MD. Medidas
de recuperagdo foram obtidas por adicdo de trés diferentes
concentragdes de padrdo MD (1,99; 3,98 e 5,96 x 10 mol L) sobre
100 pL de amostra em tampdo Mcllvaine (0,1 mol L?, pH 3,5). A
percentagem de recuperagdo variou na faixa de 95,3 a 105,2%,
indicando que a matriz da amostra ndo oferece interferéncia, e a
metodologia empregada possui boa exatiddo (Tabela 5).
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Tabela 5 Estudos de recuperagdo para a MD em amostra farmacéutica
utilizando o CPE/DAS/AuUNP.

MD (10 mol L?)

a
Amostra Adicionado Recuperado® Recuperacéo (%)°
1,99 2,03 £0,13 101,8
A 3,98 419 +0,32 105,2
5,96 5,68 +0,36 95,3

2A = comprimido de MD obtido comercialmente;
PMédia * desvio padrdo; n=3;
°Recuperacao = (valor encontrado/valor adicionado) x 100.

5.8.2 Determinacdo de MD em farmaco

Com o intuito de testar a eficiéncia e aplicabilidade do
CPE/DAS/AUNP na determinacdo de MD, empregou-se o método
eletroanalitico desenvolvido através da construcdo de uma curva de
calibracdo por adicdo de padrdo. Sobre uma aliquota de 100 uL de
amostra, adicionaram-se trés aliquotas de solucdo padrdo de MD em
diferentes concentracdes (1,99 x 10 mol L; 3,98 x 10 mol L e 5,96
x 108 mol L). A equacdo de reta obtida foi de i, = 1,58x10° (+
1,30x10®) + 0,096 (+ 0,005) [MD], com coeficiente de correlacdo de r?
= 0,991. A sensibilidade da curva difere muito da sensibilidade obtida
com a curva de calibragdo externa, o que indica que a matriz da amostra
causa interferéncia na determinagdo de MD. Sendo assim, a
concentracdo do analito foi calculada com base nos dados obtidos da
curva de calibragdo por adicdo de padrdo. A Figura 27 mostra 0s
voltamogramas obtidos com a adi¢do de padrdo (A) e sua curva linear
correspondente (B) obtida em triplicata.
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Figura 27 (A) Voltamogramas de SWV obtidos utilizando CPE/DAS/AUNP,
em tampdo Mcllvaine (0,1 mol L?, pH 3,5), e solugdes de padrdo MD nas
seguintes concentragdes: (a) 1,99 X 10 mol L; (b) 3,98 x 10 mol L e (c)
5,96 X 106 mol L (frequéncia de 50 Hz, amplitude de pulso de 60 mV e
incremento de 10 mV) adicionadas sobre uma aliquota de 100 puL de amostra.
(B) Curva de calibragdo por adigdo de padrdo.
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Para avaliar a exatiddo do método eletroanalitico realizou-se
também a quantificacdo de MD na amostra farmacéutica usando o
método espectrofotométrico recomendado pela Farmacopeia Brasileira.
Inicialmente, construiu-se a curva de calibracdo externa a partir da
medida de seis aliquotas de solucdo padrdo em diferentes concentracdes
de MD (1,58 x 10#; 2,37 x 10*%; 3,16 x 10#; 3,94 x 10*; 4,73 x 10* mol
L) que foram analisadas por espectrofotdmetro na regido Uv-Vis em
comprimento de onda de 520 nm, como mostra a Figura 28 (A). O
calculo da concentracdo de MD na amostra foi feito substituindo-se o
valor de absorvancia obtido para a aliquota da amostra na equacao de
reta da curva de calibragcdo (Figura 23 (B)), calculando-se as devidas
diluicoes.
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Figura 28 (A) Espectro de absorvancia obtido da curva de MD, nas seguintes
concentragdes: (a) 1,58 x 10%; (b) 2,37 x 10 (c) 3,16 x 10*; (d) 3,94 x 10* e
(e) 4,73 x 10 mol L™ por espectrofotometria Uv-Vis em comprimento de onda
520 nm. (B) Curva de calibracéo externa de MD.
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A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos para o teor de MD
(expresso em miligrama/comprimido) em amostra farmacéutica, usando
0 método recomendado pela Farmacopeia Brasileira, método
eletroanalitico proposto e o valor rotulado.

Tabela 6 Determinacdo de MD em amostra farmacéutica usando o CME
proposto e 0 método comparativo.

Erro

MD (mg/comprimido) Relativo (%)°

Amostra® Método
Rotulo  Espectrofoto- CPE/D'AQS/ ER: ER:
DA AuNP
métrico
A 250,00 265,73+ 0,58 255,90+ 0,41 13,70 |2,36|
tc=0,34
Fc=0,50

aComprimidos de MD adquiridos comercialmente.

bMédia + desvio padrdo, n=3

tc = valor de t calculado e tr valor tedrico (2,77), nivel de confianca de 95%

Fc = valor de F calculado e Ft = valor tedrico (19,00), nivel de confianca de 95%.
°ER1 = CPE/DAS/AUNP vs. Método espectrofotométrico; ER2 = CPE/DAS/AuNP
vs. Rétulo.

A Farmacopeia Brasileira estipula que uma amostra
farmacéutica de MD (comprimido) deve conter um teor de, no minimo
90,0% e, no maximo, 110,0%, da quantidade declarada na embalagem.
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Os valores encontrados a partir das determinagdes com o CME proposto
e 0 método espectrofotométrico correspondem a 102,4% e 106,3% do
valor rotulado, respectivamente, o0 que demonstra que a amostra
comercial analisada possui um valor de concentragdo em concordancia
com o limite estabelecido pela legislacéo.

Os resultados obtidos com o CPE/DAS/AuNP foram
comparados aos obtidos com o método comparativo aplicando-se os
testes t e F (SKOOG et al., 2008). O valor de F calculado (Fc) foi menor
que o F tedrico (FT) (19,00) (Tabela 4), o que indica que o CME
proposto possui exatiddo quando comparado com o0 método
espectrofotométrico, com um nivel de confianca de 95%. O valor de t
calculado (tc) também foi inferior ao valor teorico (tr) (2,77) (Tabela 4),
e indica que os valores de concentracdo de MD, na mesma amostra
farmacéutica, quantificados por ambos os métodos (CPE/DAS/AuUNP e
método espectrofotométrico) ndo possuem diferenca significativa em
um nivel de confianca de 95%. O CPE/DAS/AuUNP também apresentou
baixo erro relativo, quanto ao valor quantificado, comparado ao valor de
concentracdo rotulado no medicamento (2,36). Desta forma, pode-se
concluir que o CME proposto bem como o método eletroanalitico
empregado sdo adequados para a determinacdo de MD em amostras
farmacéulticas.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho avaliou a construgdo de um CPE modificado com
AUNP estabilizadas em DAS, comparando a um CPE modificado com
AUNP estabilizadas em PVP, para aplicacdo na determinacédo
eletroanalitica de metildopa em amostra farmacéutica, visando obter
uma metodologia simples, sensivel e de baixo custo.

As sinteses das nanoparticulas, em ambos os polimeros, foram
propriamente otimizadas e caracterizadas assim como a proporcao da
suspensdo destas na construgdo dos eletrodos CPE/DAS/AUNP e
CPE/PVP/AUNP. A caracterizacdo de ambos os eletrodos foi feita a
partir de estudos de velocidade para a determinacdo da area superficial
ativa do eletrodo e estudos de impedancia eletroquimica. Estes testes
serviram para mostrar o bom funcionamento do polimero proposto
(DAS) na construcdo do CME, demonstrando que este confere ao
eletrodo uma maior area superficial ativa e menor resisténcia a
passagem de corrente com relagdo ao polimero comparativo (PVP).

Ap0s a completa otimizacéo das condigdes experimentais, como
eletrélito suporte, pH do meio reacional e pardmetros da técnica
voltamétrica escolhida, a reacdo de oxidacdo da MD nos eletrodos foi
investigada e se mostrou reversivel a um potencial de + 0,37 V sendo o
processo controlado por difusdo. A curva de calibragcdo obtida para a
MD, com os CME, foi linear na faixa de concentracdo de 0,99 a 19,6
x10¢ mol L1 (r? = 0,996). Os limites de detecgdo foram de 0,50 pumol
L e 1,68 umol L%, e quantificacdo 0,46 x10°® mol L e 1,56 x10° mol
L para o CME proposto e comparativo, respectivamente. Os CME
também apresentaram excelentes valores de repetibilidade entre medidas
e entre eletrodos. Escolheu-se o CME proposto para aplicacdo nha
quantificacdo de MD em comprimido farmacéutica, o qual apresentou
boa correlagdo com os resultados obtidos utilizando o método
recomendado pela Farmacopeia Brasileira (espectrofotométrico)
concluindo-se que ndo ha diferenca significativa entre os resultados
obtidos pelos dois métodos.

O método proposto também oferece vantagens como a
facilidade na construcgdo, baixo custo e rapido tempo de andlise que,
aliado a boa sensibilidade e detectabilidade apresentada, faz deste
método uma excelente alternativa para determinacdo de metildopa
presente em farmaco. Como perspectiva do presente trabalho, ha a
possibilidade de teste do CME proposto em amostras biol6gicas
(matrizes complexas) bem como o estudo da sua aplicacdo na
determinacdo de analitos similares.
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