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A Universidade Federal do Espirito Santo (Ufes) e a sua editora tém a alegria de publi-
car as oito obras vencedoras da primeira edi¢cdo do Prémio Ufes de Teses e Disser-
tacdes, cujo objetivo foi premiar as melhores pesquisas de alunos de pés-graduacio
defendidas no quadriénio 2017-2020.

Foram contempladas obras de todas as Grandes Areas existentes na Ufes: Cién-
cias Agrarias; Ciéncias Humanas; Ciéncias da Satde; Ciéncias Exatas e da Terra;
Ciéncias Sociais Aplicadas; Engenharias; Linguistica, Letras e Artes; e Multidis-
ciplinar. A excegio ficou por conta da Grande Area de Ciéncias Biolégicas, para a
qual ndo houve indicacio.

O processo de premiacio se deu assim: cada programa participante indicou
um trabalho de discente defendido entre 2017-2020, considerando os critérios de
inovacio, relevincia e impacto; a seguir, foi constituida uma Comisséo Julgadora,
com docentes dos préprios programas de pds-graduacio, que selecionou os tra-
balhos concorrentes; essa Comissdo indicou, por fim, a dissertacdo ou tese ven-
cedora. Entre as dezenas de programas da Ufes e entre as centenas de trabalhos
defendidos no quadriénio, ter sua pesquisa contemplada como vencedora é, sem
meias palavras, um feito.

Uma pesquisa nio se faz da noite para o dia. No é fruto de um acaso, nem
de sorte. E um trabalho intenso de dedicacio, de leituras, de insights, de célculos, de

engenhos, de reflexdes, de criatividade, de organizacio. Embora haja cursos e livros



que nos auxiliam nas metodologias de pesquisa, o fato é que cada estudante acaba
criando seu préprio método. E as dreas de saber, sendo tdo diferentes, decerto pro-
duzem métodos também muito distintos. Uma leitura rapida dos titulos dos livros
de imediato ji d4 a diversidade de interesses e caminhos dos — entdo — estudantes.

Desde o inicio, a Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacdo (PRPPG), e em
especial a Diretoria de P6s-Graduacio (sob a conducio da profa. Eliza Bartolozzi
Ferreira), e a Edufes andaram de mios dadas, cientes da importancia deste Prémio,
cujo éxito praticamente exige sua continuidade.

Resta-nos parabenizar todos os autores, desejando que a pesquisa, agora em
forma de livro, encontre os seus leitores. E isso decerto acontecerd, pois um feito
desses — ter um estudo premiado entre tantos outros ao longo de longos quatro anos
— é mesmo para atrair a atenc¢io, a curiosidade, a leitura. E ter o livro lido é, sem

davida, o maior dos prémios.
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Apresentacao

A busca por seguranca alimentar tornou-se um tépico amplamente discutido, princi-
palmente devido ao uso excessivo de fertilizantes sintéticos, que podem trazer danos
ambientais e a saide humana. Por isso, a agricultura orginica vem ganhando des-
taque ano apds ano, ji que é uma modalidade de cultivo que emprega fertilizantes
naturais, visando assegurar a qualidade dos alimentos, bem como promover a susten-
tabilidade. Entre os fertilizantes naturais, a estruvita (MgNH PO 4~6HZO) destaca-se
como um potencial fertilizante organico, um composto mineral que pode ser pre-
cipitado a partir da urina por adi¢cdo de 6xido de magnésio (MgO). Contudo, algu-
mas substancias toxicas presentes na urina podem contaminar o solo, as culturas de
alimentos e até mesmo os recursos hidricos. Entre estas substincias toxicas, desta-
cam-se os firmacos. Os firmacos sdo classificados como contaminantes emergentes,
ja que podem difundir-se pelo ambiente aquitico produzindo um efeito adverso no
meio ambiente, bem como na saide humana.

Diante disso, este livro apresenta um trabalho completo e focado em desenvol-
ver metodologias eletroanaliticas portiteis em conjunto com sensores eletroquimicos
impressos, com o objetivo de realizar o controle e monitoramento da concentra-
¢do de firmacos (dipirona, etinilestradiol, norfloxacino e paracetamol) em amostras
ambientais, farmacéuticas e bioldgicas, bem como em remédios e urina humana/
estruvita utilizados na agricultura organica. Para tanto, serd apresentada e discutida
uma série de estudos analiticos que empregam diferentes técnicas voltamétricas.

Tais estudos consistem em investigacdo de respostas e perfis analiticos, otimizacdo
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do procedimento de anilise e caracterizacdo dos parimetros analiticos da metodo-
logia desenvolvida frente 4 anélise dos firmacos propostos. Por fim, serdo realiza-
dos testes de analise em amostras reais para confirmacio da empregabilidade das
metodologias desenvolvidas.

O contetdo do livro abarca diferentes temas, como agricultura organica e ferti-
lizantes organicos, contaminantes emergentes e firmacos, novos métodos de analise
e técnicas eletroanaliticas, sensores eletroquimicos e desenvolvimento de metodo-
logias eletroquimicas. No capitulo “Agricultura organica e familiar”, serd abordada a
importincia da modalidade de agricultura orgénica e familiar em um contexto nacio-
nal. Serdo trazidos dados oficiais de érgaos de governo que demonstram a expan-
sdo desse modelo de agricultura tanto no Brasil quanto no Espirito Santo. Também
serdo apresentados dois tipos de fertilizante organico de suma importancia e grande
potencialidade, a urina humana e estruvita, as quais vém sendo pesquisadas nos ulti-
mos anos pelo Niucleo de Bioengenharia Aplicada ao Saneamento, da Universidade
Federal do Espirito Santo (Ufes), com boas perspectivas de uso pelos agricultores.

Em “Propriedade de alguns firmacos e sua incidéncia como contaminantes”,
discute-se sobre a incidéncia dos firmacos como contaminantes emergentes e seus
efeitos colaterais devido a alta incidéncia deles no meio ambiente. Os firmacos abor-
dados pertencem a trés classes distintas, analgésicos/antipiréticos, hormonios e anti-
bidticos, sendo eles a dipirona, o paracetamol, o etinilestradiol e o norfloxacino. Tais
firmacos estdo entre os mais consumidos em suas respectivas classes, com um des-
taque para dipirona e paracetamol, que sdo dois dos firmacos mais consumidos no
mundo. Além disso, sera correlacionada a importancia da determinacio desses far-
macos em fertilizantes organicos, principalmente urina humana/estruvita, uma vez
que a principal via de excre¢do desses firmacos é a uretra.

No capitulo “Técnicas eletroanaliticas”, serdao abordados os conceitos funda-
mentais das técnicas eletroanaliticas, 0 modo como sdo utilizadas e as suas principais
caracteristicas e dreas de aplicacdo. Além disso, serdo discutidas as suas vantagens e
desvantagens frente as técnicas convencionais de analise. O estudo visa focar princi-
palmente na voltametria ciclica e na voltametria de onda quadrada, que estdo entre as
principais técnicas empregadas na eletroanalitica. A voltametria ciclica pode ser con-
siderada o carro-chefe e a primeira técnica que é utilizada quando se tem o objetivo

de desenvolver uma metodologia, porque tem um carater qualitativo, que permite

12 PREMIO UFES DE TESES E DISSERTAGCOES 16



obter de forma rapida e simples caracteristicas do analito de interesse frente ao sen-
sor eletroquimico empregado. Por sua vez, a voltametria de onda quadrada é comu-
mente escolhida para determinacio de analitos de interesse em diferentes amostras.

O capitulo “Sensores eletroquimicos” traz uma breve contextualizacio de como
é um sistema eletroquimico constituido por trés eletrodos (eletrodos de referéncia,
auxiliar e de trabalho). O foco deste topico é a discussio dos diferentes tipos de ele-
trodos de trabalho, que é o principal eletrodo onde ocorrem as reacdes para analise
dos compostos de interesse, sejam eles metais, compostos organicos ou inorganicos,
virus e firmacos. Também serao exploradas as caracteristicas essenciais de que os ele-
trodos de trabalho necessitam e os materiais mais empregados atualmente. Por fim,
serdo enfatizados os eletrodos impressos, que sdo comerciais, descartaveis, de baixo
custo, miniaturizados e, portanto, ideais para realizacdo de analise in loco.

Em “Determinacdo voltamétrica de firmacos”, apresenta-se uma parcela de
trabalhos da literatura que buscaram desenvolver novos sensores eletroquimicos ou
metodologias analiticas para a determinacio de firmacos (paracetamol, dipirona, eti-
nilestradiol e norfloxacino). Este tépico tem como objetivo destacar um apanhado
das principais caracteristicas analiticas alcancadas em cada trabalho e suas aplicabili-
dades. Além disso, visa explorar perspectivas futuras que apresentam potencial para
desenvolvimento de novas metodologias eletroanaliticas com base no que ja é conhe-
cido. Tal contextualizacdo da literatura é relevante, pois d4 importancia ao que ja
foi produzido e escrito, e que permite direcionar para novos caminhos na pesquisa.

Os capitulos que abrangem a determinacio da concentracio de dipirona, eti-
nilestradiol, norfloxacino e paracetamol trazem a apresentacio e a discussdo de
todos os resultados obtidos para o desenvolvimento das novas metodologias pro-
postas. Serdo discutidos os passos realizados, a obtencdo do perfil voltamétrico
dos analitos frente ao eletrodo impresso de carbono, a otimizacdo do eletrélito de
suporte a ser empregado e do pH utilizado, a otimiza¢io dos paraimetros operacio-
nais das técnicas voltamétricas utilizadas para determinacdo do firmaco e a anilise
de amostras reais. Apresentam-se também os dados relacionados as curvas anali-
ticas obtidas para os quatro analiticos propostos, bem como todos os parametros
de desempenhos obtidos. Por fim, serd discutida a analise de amostras reais forti-
ficadas com os firmacos propostos, a fim de demonstrar a aplicabilidade real das

metodologias desenvolvidas.
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No capitulo final, “Comparacio entre os métodos propostos e a literatura”, serd
apresentado um comparativo das principais caracteristicas analiticas de diversos tra-
balhos da literatura que empregaram técnicas eletroquimicas e sensores eletroqui-
micos para determinacio dos firmacos descritos neste livro. Este tépico ird abordar
principalmente as capacidades de anélise das metodologias (limites de detec¢do obti-
dos), fazendo um comparativo significante entre os trabalhos previamente descritos
e as novas metodologias propostas. Além disso, também serao discutidos os avancos
e as diferencas significantes obtidas com as novas metodologias, tais como a minia-

turizacdo do sistema, a simplicidade, o custo e a capacidade de aplicagdo in loco.
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Agricultura organica e familiar

O Brasil estd se consolidando como um grande produtor de alimentos organicos. Sio,
aproximadamente, 17 mil propriedades certificadas em todas as unidades da federacio,
sendo a maior parte da producio oriunda de pequenos produtores. Dados recentes esti-
mam que cerca de 1 milhio de hectares sdo dedicados ao cultivo organico, com prepon-
derancia da regido Sul, seguida das regides Sudeste e Nordeste. H4 uma tendéncia de
crescimento médio de seu consumo estimada em cerca de 25 % ao ano (SERVICOS..., 2019).

Segundo o Ministério da Agricultura, para o cultivo ser classificado como orga-
nico, ele nao deve conter substancias que possam colocar em risco a saide humana
e o meio ambiente. Por isso, é proibido o uso de fertilizantes sintéticos soluveis,
agrotdxicos, aditivos sintéticos e reguladores de crescimento. Neste tipo de cultivo
é importante a utilizacio de fertilizantes naturais advindos da prépria regido, pois,
deste modo, o produtor consegue saber qual é a procedéncia dos materiais (O QUE E
AGRICULTURA..., 2017; O QUE SAO PRODUTOS..., 2020). A Associacio de Agri-
cultura Organica do Brasil afirma que esta modalidade de cultivo promove a susten-
tabilidade por néo fazer uso de agrotéxicos e por desenvolver tecnologias apropriadas
a realidade das familias (O QUE E AGRICULTURA..., 2017).

A agricultura familiar vem contribuindo para o desenvolvimento econémico
do Brasil de forma significativa. O Censo Agropecudrio (IBGE, 2006) apontou a agri-
cultura familiar como a base da economia de 90 % dos municipios brasileiros com
até 20 mil habitantes, sendo responsavel pela renda de 40 % da populacio economi-

camente ativa do pais e por mais de 70 % dos brasileiros ocupados no campo.
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No Espirito Santo, o Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e
Extensio Rural (Incaper) afirma que a agricultura familiar é de suma importincia no
cendirio do agronegdcio do estado, uma vez que cerca de 77 % dos estabelecimentos
rurais capixabas sdo familiares (FEDERACAO..., 2015). Diante disso, o estado tem
grande potencial para ampliar a agricultura orgénica a partir da agricultura familiar
nos moldes convencionais, para desenvolver tecnologias apropriadas a realidade das

familias e empregar o uso de fertilizantes naturais advindos da prépria regido.

Fertilizantes organicos

Os fertilizantes organicos devem ser constituidos de matéria-prima advinda de uma
fonte vegetal ou mineral, apresentar custo de aquisicdo e producio baixo e ser produ-
zidos a partir de matérias-primas préprias ou adquiridas de terceiros. Eles se diferen-
ciam dos adubos convencionais pela sua atividade e atuacdo sobre o solo, as plantas e
o ambiente. Normalmente, tém efeitos positivos como um todo, produzindo meno-
res impactos que os fertilizantes convencionais. Além disso, “precisam ser homolo-
gados pela legislacdo e regulamentacdes das entidades certificadoras de agricultura
organica’, nacional e internacionalmente (FERTILIZANTES..., 2022).

Tais fertilizantes sdo divididos nas seguintes classes, que correspondem a sua
origem ou forma de fabricacdo: simples (vegetal ou animal), mistos, compostos e
organominerais (O QUE SAO FERTILIZANTES..., 2016). Entre os principais de
origem animal e vegetal, encontram-se o esterco animal e a borra de café, respecti-
vamente. Os mistos sdo provenientes da juncdo de dois ou mais fertilizantes organi-
cos simples, como a mistura de cinzas (fonte principalmente de potéssio) com torta
de mamona (fonte principalmente de nitrogénio). Os compostos nio sdo naturais,
pois sdo obtidos por meio de um processo quimico, fisico, fisico-quimico ou bioqui-
mico, porém devem sempre proceder de uma matéria-prima organica e podem ser
fortificados com nutrientes de origem mineral. Por fim, a classe dos organomine-
rais representa aqueles que nao sao submetidos a processos especificos, mas simples-
mente originados da mistura de fertilizantes organicos com fertilizantes minerais.
Estes devem ser naturais e de baixa solubilidade, para atender a legislacdo brasileira
(SOUZA; ALCANTARA, 2008).
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Urina

A urina bovina/humana é uma substincia natural que pode substituir os fertilizantes
quimicos. E rica em minerais (potdssio e nitrogénio) e apresenta compostos que melho-
ram a satide das plantas, proporcionando mais resisténcia as fitossanidades, pragas e
doencas (PESAGRO-RIO, 2001). Os macronutrientes da urina se encontram na forma
ideal para serem aproveitados pelas plantas, por exemplo, o nitrogénio na forma de ureia,
o fésforo como ortofosfato e o potdssio como ion livre (LIND; BAN; BYDEN, 2001).

Esse fertilizante organico esta amplamente disponivel em muitas proprieda-
des rurais e apresenta algumas vantagens em comparacio com os fertilizantes sin-
téticos comerciais, tais como: baixo custo de aquisicdo (permitindo a integracdo
das atividades da pecudria e da horticultura) e resultados positivos nas culturas de
tomate, pimentdo, pepino, feijio-vagem, couve, alface e beterraba de mesa (GADE-
LHA; CELESTINO; SHIMOYA, 2003, 2002; OLIVEIRA et al., 2009, 2010, 2012).

Para a urina ser utilizada no cultivo, é fundamental realizar o processo de esto-
cagem em reservatorios fechados por periodos de tempo pré-determinados (em média
trinta dias). Esse procedimento se faz necessério para que haja inativacio dos micro-or-
ganismos, visto que as reacoes de amonificacio, em que a ureia é convertida em amonia,
provocam o aumento do pH para valores acima de 8,5. Assim, a urina estocada apre-
sentard menor risco biolégico quando aplicada a agricultura JOHANSSON et al, 2001).

Na literatura ha diversos estudos a respeito do uso da urina em culturas ali-
menticias por meio de técnicas sustentaveis e de ficil manuseio (GADELHA; CELES-
TINO; SHIMOYA, 2003, 2002; OLIVEIRA et al., 2009, 2010, 2012; PRADHAN et al,
2010). Entre eles, destacam-se o trabalho de Pradhan e colaboradores (2010), que
avaliaram os efeitos do uso da urina (com e sem a adicdo de cinzas) nas caracteris-
ticas quimicas, microbioldgicas e na qualidade do sabor de diversos vegetais, como
o repolho, o tomate e a beterraba. Nos estudos com tomate e beterraba, os autores
afirmam que a urina (com e sem adi¢do de cinzas) pode ser utilizada de forma segura
como substituto ao fertilizante sintético comercial.

Devido a composic¢io da urina atender aos requisitos nutricionais para o cres-
cimento das plantas, seu uso como fertilizante na agricultura sustentével é conside-
rado viavel tanto na forma liquida quanto na forma sélida, por meio da precipitacao
quimica de estruvita (LIND; BAN; BYDEN, 2001; RIOS et al., 2007).
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Estruvita

A estruvita é cientificamente conhecida como fosfato de amonio e magnésio hexa-
-hidratado (MgNH PO -6H,0), uma substancia cristalina branca, que pode ser preci-
pitada a partir da urina humana ou bovina por meio da adi¢io de 6xido de magnésio
(OLIVEIRA et al, 2009). Devido a grande quantidade de macronutrientes (N, P, K)
presentes na urina, a producio de estruvita a partir desse insumo torna-se viavel,
apresentando caracteristicas satisfatorias para o cultivo de diversas culturas (GUIDE-
LINES..., 2008; SOUZA; ALCANTARA, 2008; UYSAL; YILMAZEL; DEMIRER, 2010).

A estruvita possui baixa solubilidade em dgua, é altamente solavel em solu-
cOes dcidas e praticamente insoluvel em solu¢des alcalinas. Sua precipitacdo ocorre
quando as concentracdes de seus ions excedem o limite do produto de solubilidade
da estruvita, o qual, por sua vez, é controlado pelo pH do meio: 2 medida que o pH
aumenta, a solubilidade da estruvita diminui, atingindo um minimo por volta de pH 9.
Por essa caracteristica, o pH é um dos fatores mais importantes para a precipitacio
de estruvita e deve ser mantido na faixa de 8 a 10 (DOYLE; PARSONS, 2002).

Algumas substancias presentes na urina podem contaminar o solo, as culturas
de alimentos e até mesmo os recursos hidricos. Entre essas substancias destacam-se:
os antibiéticos (ex. norfloxacino), os hormonios (ex. etinilestradiol) e os analgési-
cos/anti-inflamatérios (ex. dipirona e paracetamol). Por isso, é imperativo sempre
monitorar e realizar o controle de qualidade da estruvita para determinar se em seu
processo de producido ocorreu, de fato, a eliminacdo de todas as substancias indese-
jadas, garantindo que nio haja contaminacio do solo e, por conseguinte, dos alimen-
tos organicos nele produzido. Pouco é conhecido sobre o destino e o comportamento
dessas substancias no ambiente aqudtico, assim como néo estd claro quais organismos
sdo afetados e em que grau (JORGENSEN; HALLING-SORENSEN, 2000).

Portanto, conhecer o processo de obtencdo da estruvita é fundamental, visto
que a obtencdo deste produto de forma confidvel e com qualidade agrega valor ao
fertilizante e diminui os riscos de contaminacio dos plantios e do meio ambiente.

No Nucleo de Bioengenharia Aplicada ao Saneamento da Ufes, a produciao de
estruvita é realizada a partir de urina humana e bovina. A coleta da urina humana
é efetuada em dois banheiros (um masculino e um feminino), que possuem adapta-

¢Oes para coleta e armazenamento deste material, conforme se observa na Figura 1.
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Figural

Ei

Fonte: Acervo pessoal.

Legenda: Mictérios confeccionados para a coleta de urina nos banheiros (a) masculino e (b) feminino

localizados no Nicleo de Bioengenharia Aplicada ao Saneamento da Ufes.

As amostras de urina humana sdo coletadas em bombonas de 20 L, conforme
mostrado na Figura 1 e sdo classificadas em trés tipos: fresca (quando utilizada ime-
diatamente apds a coleta), estocada (masculina ou feminina) e mista.

A coleta da urina bovina é realizada em propriedades rurais do municipio de
Serra (ES). As amostras sdo coletadas em baldes de 20 L, previamente higienizados,
e transferidas para bombonas de mesmo volume.

Posteriormente, ambas as matérias-primas sdo encaminhadas para o Nucleo
de Bioengenharia Aplicada ao Saneamento, onde sdo transformadas em estruvita
por um processo semi-industrial (usando um reator) ou laboratorial (usando vidra-

rias de bancada).
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Propriedade de alguns
farmacos e sua incidencia
como contaminantes

Dipirona

A dipirona (sal de sédio do 1-fenil-2,3-dimetil-4-metilaminometanossulfonato-
-5-pirazolona) é um firmaco nio opioide derivado da pirazolona que apresenta
propriedades analgésicas, antitérmicas e anti-inflamatdrias relacionadas a inibicdo
do sistema enzimdtico da cicloxigenase (FARMACOPEIA..., 2002). Trata-se de um
po cristalino de coloragdo branca, soluvel em dgua e dlcool, ligeiramente soltvel em
cloroférmio e praticamente insoluvel em éter. Quimicamente, conforme se observa
na Figura 2, é um derivado do 4cido 5-pirazolénico com a presenca de um grupo
metanossulfénico e um benzeno ligados a um heterociclico nas posicdes 2 e 5 res-
pectivamente (FUCHS; WANNMANCHER, 1998):
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Figura 2

Fonte: Elaboracio prépria.

Legenda: Estrutura quimica da dipirona sddica.

A dipirona é comercializada principalmente na forma sédica em diferentes for-
mas de administracdo (solu¢do oral, injetdvel, comprimidos e supositérios). Exis-
tem no Brasil cerca de 125 produtos a base de dipirona, sendo 71 em associacdo com
outras substancias. Comprovadamente, trata-se do principal analgésico e antipirético
da terapéutica brasileira, com 31,8 % do mercado, sendo o paracetamol o segundo,
com 29,7 %, e a aspirina o terceiro, com 27,1 % (DANIELLE; LEAL, 2003).

A dipirona age simultaneamente no sistema nervoso central e no periférico, e
sua absor¢io é rapida, uniforme e quase completa (DIPIRONA..., 2019). O firmaco tem
efeito de atuacdo de aproximadamente 15 minutos, e sua biotransformaco ocorre no
figado, com duracio de 4 a 7 horas, sendo excretado na urina ap6s 24 horas da inges-
tdo (NOVALGINA..., 2019). A quantidade de dipirona excretada na urina pode chegar
a 60 % da quantidade originalmente ingerida, nas formas metabolizadas e hidrolisa-
das (BILA; DEZOTTI, 2003). A dose recomendada de dipirona para um adulto é de
0,5 g a1,0 g, administrada trés vezes ao dia. A dosagem prescrita pelo médico deve
ser respeitada, pois a ingestdo de 5,0 g deste firmaco pode ser letal (FUCHS; WANN-
MANCHER, 1998). Contudo, é fator de preocupacio que cerca de 80 % desse medica-
mento sejam vendidos sem prescricdo médica (DIPIRONA, 2016). O estudo de Diogo

(2003) destacou dois problemas envolvendo a ingestdo nio controlada de dipirona,
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que incidem sobre a sua regulamentacio sanitaria: o risco elevado de casos de agra-
nulocitose (doenca rara, mas que pode ser letal) e a falta de métodos analiticos ins-
trumentais para monitoramento de dipirona.

A farmacopeia brasileira preconiza a iodimetria para a determinacio quanti-
tativa da dipirona sédica. Esta metodologia se baseia na oxidacio, em meio 4cido, do
grupo metanossulfénico a sulfato (FARMACOPEIA..., 1977).

Norfloxacino

O norfloxacino (acido 1-etil-6-fluor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-quinoli-
nicocarboxilico) é um antibiético da familia das fluoroquinolonas, cuja finalidade é
tratar complicadas infec¢cdes no trato urindrio, inflamacdo no estdbmago e intestino
(gastrenterite) causados por alguns tipos de bactéria (DIOGO, 2003). E encontrado
na forma de um po cristalino, que apresenta coloracdo entre branco e amarelo pélido,
com uma boa solubilidade em meio de dcido acético e de outros acidos (ex. acido
cloridrico e 4cido sulftirico) e baixa solubilidade em 4lcool etilico e metanol. O nor-
floxacino contém dois grupos funcionais ionizaveis nomeadamente, o grupo 7-pipe-

razina e o grupo 3-carboxilico (ANVISA, 2016), conforme apresentado na Figura 3:

Figura 3
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Fonte: Elaboracio prépria.

Legenda: Estrutura quimica do norfloxacino.
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O uso abusivo de antibiéticos contribui para um aumento da resisténcia dos
micro-organismos a estes firmacos. O norfloxacino apds metabolizado é excretado
pela via urindria em sua forma inalterada, entre 33 % e 48 % da quantidade origi-
nal administrada (FLOXACIN, 2013). Com isso, o grande consumo pode promo-
ver o aparecimento de substincias ativas e de seus metabdlitos no meio ambiente,
fazendo com que os antibiéticos estejam entre os contaminantes ambientais mais
comuns (HIRSH et al, 1999).

A principal fonte de antibidticos no meio ambiente é a excrecdo de substan-
cias ativas ndo metabolizadas por seres humanos e animais (BROWN et al., 2005).
Os antibidticos oriundos destas fontes sdo contaminantes que podem acarretar ind-
meros problemas a0 meio ambiente, como o desenvolvimento de bactérias resistentes,
criando efeitos deletérios sobre a qualidade da dgua. Logo, o controle e monitora-
mento dos antibiéticos é necessario para garantir a qualidade dos recursos hidricos,
solos e fertilizantes (HUANG et al., 2008).

As principais técnicas utilizadas no monitoramento do norfloxacino sio: ele-
troforese capilar, cromatografia liquida, espectrofotometria, potenciometria e vol-
tametria (ALNAJJAR; ABUSEADA; IDRIS, 2007; GOYAL; RANA; CHASTA, 2012;
HUANH; XU; XIE, 2008; LIU et al., 2008; RUFINO et al., 2011; SILVA, 2012; VEIO-
POULOU; IOANNOU; LIANIDOU, 1997). No entanto, a farmacopeia brasileira indica
apenas a cromatografia liquida para determinacdo da pureza e a espectrofotometria
para a identifica¢do deste firmaco (NOVALGINA..., 2019).

Etinilestradiol

O etinilestradiol é um hormonio feminino que pode ser sintetizado e utilizado
em diversos anticoncepcionais, sendo um dos mais consumidos em todo o mundo
(FERNANDES et al,, 2011). E composto por um grupo fenol ligado a um poli-hete-
rociclico (3 ciclos) com adi¢io de um radical hidroxila e um etinil nas posicdes

16 e 17, respectivamente:
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Figura 4
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Fonte: Elaboracdo prépria.

Legenda: Estrutura molecular do etinilestradiol.

Segundo Johnson e Williams (2004), o etinilestradiol é ingerido pelo organismo
na proporcio de 43 %, sendo o restante excretado em sua maioria na forma original
pela urina ou pelas fezes. O etinilestradiol é um dos horménios mais encontrados em
ambientes aquaticos e pode causar diversas alteracdes nos organismos vivos, tal como
a desregularizacdo das glandulas enddcrinas dos peixes, ocasionando a feminizacdo de
algumas espécies (MUNA et al.,, 2014). Consequentemente, pode afetar o desenvolvi-
mento de outros organismos vivos que estao acima dos peixes na cadeia alimentar,
interferindo indiretamente na satde daqueles (MUNA et al,, 2014; SENA et al., 2015).

Paracetamol

O paracetamol ou acetaminofenol (N-acetil-p-aminofenol) é um dos principais com-
postos utilizados como principio ativo de diversos firmacos com finalidade analgé-
sica/antipirética. Trata-se do segundo firmaco mais consumido no Brasil e um dos
mais consumidos no mundo (DANIELLE; LEAL, 2003). E encontrado na forma de
um cristal branco inodoro ou um pé cristalino, moderadamente soltvel em agua.
Sua estrutura quimica apresenta um grupo fenol ligado a um radical amino, que por

sua vez é ligado a um grupo acetato:
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Figura 5
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Fonte: Elaboracio prépria.

Legenda: Estrutura quimica do paracetamol

O paracetamol tem efeitos analgésico e antipirético similares aos da aspirina,
apresentando a vantagem de ndo irritar a mucosa gastrointestinal (MUIR et al.,, 1997).
Apds a ingestio, é metabolizado no figado, e a sua eliminac¢do ocorre em nivel renal.
De acordo com dados da literatura, cerca de 58 a 68 % sdo excretados na urina durante
o uso terapéutico (HUMBERTO, 2007; NIKOLAU; MERIC; FATTA, 2007).

A dose méaxima recomendada de paracetamol é de 4 g por dia. Como ele é
altamente danoso para o figado devido ao seu alto potencial hepatotéxico, doses
superiores a essa podem causar hemorragia digestiva, intoxica¢do exdgena, hepa-
tite e necrose hepitica, podendo levar 2 morte (ANVISA, 2002). Além disso, ele é
um medicamento alergénico para diversas pessoas (GALLI et al, 2006). Por isso,
o controle do paracetamol tanto em vias naturais quanto em formula¢des farmacéu-
ticas é de suma importancia.

Muitas das técnicas convencionais indicadas para andlises de tais firmacos
(dipirona, paracetamol, norfloxacino e etinilestradiol) requerem capacitacio avan-
cada para o uso, nem sempre permitem a sua aplicacdo in loco, tém custos eleva-
dos e/ou anilises demoradas. Por exemplo, para efetuar um teste em amostra de
urina in loco, algumas destas técnicas tornam-se inaplicaveis, pois exigem uma pre-
paracdo de amostra morosa e laboriosa. Deste modo, os métodos eletroquimicos/
eletroanaliticos apresentam diversas vantagens comparativamente a outras técni-
cas de andlise, devido, principalmente, a sua simplicidade, seu baixo custo e a rapi-
dez da anilise (WANG, 2000).
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Técnicas eletroanaliticas

O emprego de técnicas eletroanaliticas possibilita o desenvolvimento de metodologias
de anilise diretas, ripidas, com baixo custo e com menor influéncia de interferentes
(BRETT; BRETT, 1998), permitindo o seu uso in loco. Uma gama variada de técnicas
eletroanaliticas, como as voltametrias ciclica e de onda quadrada, tem sido utilizada
para varias aplicacdes, entre elas o monitoramento ambiental, o controle de quali-
dade de produtos e processos industriais, combustiveis e alimentos (ALGHAMDI,
2010; BRULAND et al., 2000; CARDOSO et al., 2007; FONSECA et al., 2011; JAIN
et al., 2010; LOCATELLI, 2011; LUTHER III et al., 2008; MEDEIROS; ROCHA FILHO;
FATIBELLO FILHO, 2010; PACHECO et al., 2013; PIECH et al., 2012).

Os métodos eletroanaliticos fazem uso de propriedades elétricas mensura-
veis (corrente elétrica, diferencas de potencial, acimulos interfaciais de carga, entre
outras) a partir de fendmenos nos quais uma espécie redox interage fisica e/ou qui-
micamente com os demais componentes do meio, ou mesmo com interfaces. Tais
interacdes sdo observadas quando se aplicam perturbacdes controladas ao sistema,
como, por exemplo, uma diferenca de potencial entre eletrodos de uma cela eletro-
quimica. Essas medidas, chamadas de sinais eletroanaliticos, podem ser relacionadas
com algum pardmetro quimico intrinseco da espécie (BAGOTSKY, 2001).

Esses métodos oferecem uma série de vantagens, como: (I) seletividade e
especificidade das determinacoes — resultante da oxirreducio das espécies anali-
ticas de interesse em um potencial aplicado especifico; (II) seletividade — decor-

rente dos processos de oxirreducdo do analito em eletrodo de trabalho feito com
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material especifico (material de eletrodo); (III) grande sensibilidade e baixos limites
de deteccio - resultante tanto das técnicas de pré-concentracio quanto de modos

de aquisicio de sinal que proporcionam baixo sinal de fundo, entre outras (TRIN-
DADE; FERREIRA; ZANONI, 2007).

Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é a técnica mais comumente usada para adquirir informacées
qualitativas sobre os processos eletroquimicos. A eficiéncia desta técnica estd atrelada
a rapidez com que fornece informacdes sobre a termodinamica de processos redox,
a cinética de reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e as reacdes quimicas
acopladas a processos adsortivos (BAGOTSKY, 2001). Na Figura 6, observam-se o sinal

de excitacio e o voltamograma caracteristico para uma voltametria ciclica reversivel.

Figura 6
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Curvas obtidas por voltametria ciclica: (a) relacdo entre potencial e sinal de excitacdo;

(b) voltamograma com seus respectivos parimetros.

Em um experimento voltamétrico, inicia-se a aplicacdo do potencial em um

valor no qual nenhuma reacio ocorre. Com a variacao de potencial para regides mais

12 PREMIO UFES DE TESES E DISSERTAGCOES 32



negativas (catddica), ocorre a reducio do composto em solu¢io, gerando um pico de
corrente proporcional a concentracdo deste composto. Quando o potencial atinge
um valor no qual nenhuma reaco de reducio ocorre, o potencial é varrido no sen-
tido inverso até o valor inicial. No caso de uma reacio reversivel, os produtos que
tiverem sido gerados no sentido direto (e se localizarem ainda préximos a super-
ficie do eletrodo) serdo oxidados, gerando um pico simétrico ao pico da reducio.
O perfil do voltamograma depende do mecanismo redox que o composto em ques-
tdo sofre no eletrodo, o que faz da voltametria ciclica uma ferramenta valiosa para
estudos mecanisticos (PACHECO et al,, 2013).

Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés square wave voltammetry) é uma das
técnicas de pulso mais rapidas e sensiveis, podendo alcancar a velocidade de 1,0 Vs
A SWV apresenta limites de deteccdo comparaveis aos das técnicas cromatograficas e
espectroscépicas (107 a 10 mol L™'), podendo atingir concentracdes ainda menores
(10~ mol L") quando associada a métodos de redissolucio (DE SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003; PACHECO et al,, 2013).

Nesta técnica ocorre uma variacao de potencial, realizada na forma de uma
escada (Figura 7a), em que pulsos de potencial (AE , incremento de potencial) de
igual amplitude sdo sobrepostos a uma escada de potenciais de altura constante (AE,,
incremento de potencial) e duracio de dois periodos. As correntes elétricas sio medi-
das ao final dos pulsos direto (catédico) e reverso (anddico), originando um pico
simétrico com posicdo, largura e altura caracteristicas do sistema avaliado, que é um
sinal obtido diferencialmente, conforme indicado na Figura 7b. Como consequén-
cia disso, a técnica apresenta excelente sensibilidade e alta rejeicdo a correntes capa-
citivas (SKOOG; HOLLER; WEST, 2005).
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Figura 7
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda quadrada; (b) voltamograma

esquematico de onda quadrada.

Uma das grandes vantagens da SWV em relacio as outras técnicas voltamétricas
é que sua resposta analitica leva em consideracio as espécies eletroativas adsorvidas
e as reacoes redox totalmente irreversiveis na superficie do eletrodo. Tais critérios
de diagnédstico sdo muito importantes em eletroquimica, especialmente na analise de
compostos organicos, em que os processos de adsor¢do provocam um efeito complexo
nas respostas voltamétricas. A adsor¢ao do produto e reagente surge a partir de uma
difusdo linear, com o coeficiente de transferéncia de massa aproximadamente planar,
seguindo as Leis de Fick (SKOOG; HOLLER; WEST, 2005). Este efeito depende: da
quantidade com que reagente, produto ou ambas as espécies adsorvem; da for¢a;
da dependéncia do potencial de adsor¢io; do eletrélito suporte utilizado; da forma de
aplicacdo do potencial. Além disso, processos redox totalmente irreversiveis sio muito
comuns em diversos tipos de compostos organicos contendo anéis aromaticos homo-
ciclicos ou heterociclicos com grupos ligantes eletroativos. Tais grupos sao superfi-
cies ativas e sofrem reducdes e/ou oxidacdes totalmente irreversiveis, devido a baixa
velocidade de transferéncia de carga, ou, muitas vezes, por uma rapida desativacio do
produto de reacio redox, devido a um processo de protonacao irreversivel seguido
por uma transferéncia de carga (BARTON et al, 2016; LAWRENCE et al, 2002).
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Uma das formas de aumentar a sensibilidade das técnicas eletroanaliticas é a
partir do uso da otimiza¢do multivariada. Trata-se de uma ferramenta estatistica
que busca explorar as condi¢cdes experimentais da técnica ou sistema. Ela aplica um
baixo nimero de experimentos quando comparada as otimiza¢des univariadas, cal-
culando as contribuicdes das varidveis em estudo a partir das respostas analiticas
obtidas (VANINI et al, 2015). Nesse sentido, a otimizacdo multivariada pode empre-
gar o planejamento fatorial completo em uma etapa inicial, chamada de triagem, que
seleciona as varidveis experimentais que influenciam significativamente na resposta
analitica. E na etapa seguinte, as varidveis selecionadas sao otimizadas por alguma
ferramenta estatistica que geram modelos quadraticos, por exemplo, o planejamento
composto central (CCD) (SILVA et al, 2008). Neste trabalho, uma otimizacio mul-
tivariada foi aplicada para o desenvolvimento da metodologia para determinacio
de etinilestradiol por SWV.
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Sensores eletroquimicos

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos é uma das areas de maior e mais rdpido
crescimento dentro da quimica analitica, principalmente devido aos novos desafios
impostos pela quantificacio de substincias de interesse industrial, clinico e ambien-
tal. Este fato tem levado a uma crescente busca por sensores com melhores caracte-
risticas, tais como altas sensibilidade, seletividade e estabilidade (BERGAMINI, 2007;
BUDNIKOV, 2000; PRODROMIDIS; KARAYANNIS, 2002; ROSATTO et al., 2001;
SUZUKI, 2000; SVANCARA et al., 2001; VO-DINH; CULLUM, 2000; WANG, 2001).

Atualmente, existem diversos tipos de eletrodos utilizados em determinacdes
analiticas, sendo desenvolvidos dispositivos progressivamente com maior robustez,
que permitem o uso de metodologias mais simplificadas (SACILOTO, 2014). Adap-
tacdes no tamanho e arranjo dos eletrodos permitem a utilizacio destes em andli-
ses em campo, e também na coleta do analito para determinacdo posterior. Desta
forma, estes sistemas fornecem ao operador nio sé instrumentos mais econémicos,
com respostas sensiveis e seletivas, mas também praticidade de uso e simplicidade
do sinal analitico (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Eletrodos impressos

Com o intuito de aprimorar a sensibilidade das técnicas voltamétricas e miniaturi-

zar os sistemas eletroquimicos, os eletrodos impressos (SPEs, do inglés screen-printed
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electrodes) surgem como uma alternativa frente aos eletrodos convencionais. Sdo for-
mados pela deposicio de um filme sobre um suporte inerte, coberto por uma segunda
camada de material isolante elétrico, e incluem uma configuracio de trés eletrodos
(trabalho, auxiliar e referéncia).

Esses dispositivos apresentam baixo custo, boa reprodutibilidade e baixos niveis
de envenenamento, e raramente necessitam de pré-tratamento. Como consequéncia,
tém mostrado alta versatilidade de aplicacoes. Além disso, hd possibilidade de utilizar
diversos materiais (carbono, prata, ouro, platina) em sua construcio, para aumentar
sua sensibilidade e seletividade (NASCIMENTO; ANGNES, 1998; TRINDADE, 2009).

Na Figura 8, observam-se o design e a configuracio esquematica dos ele-

trodos impressos:

Figura 8

Contra eletrodo
Eletrodo de trabalho

——> Eletrodo de reférencia

3,3cm

| Contato elétrico

—
1,0cm

Fonte: Elaboracdo prépria.

Legenda: Configuracio do SPE.

O material utilizado como substrato na confec¢io dos eletrodos impressos deve
apresentar caracteristicas especificas, tais como elevadas inércias quimica e eletroqui-
mica, amplas faixas de potenciais, elevado sobrepotencial para producio de oxigénio
e hidrogénio, baixa corrente residual, alta condutividade elétrica e ficil regeneracao
da superficie. Entre os materiais empregados na producao de SPEs, destaca-se o car-
bono, por ser relativamente barato e ter grande parte das caracteristicas exigidas para
um substrato (TRINDADE; ZANONI, 2009).
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O eletrodo impresso de carbono (SPEC) consiste em um depésito de filme de car-
bono ou outro material condutor sobre um suporte inerte, geralmente PVC, ceramica
ou vidro. O filme é parcialmente coberto por uma segunda camada fina de um mate-
rial isolante para definir uma 4rea de contato elétrico numa extremidade e outra drea
para ser a superficie do eletrodo na outra extremidade (AGUI; YANEZ-SEDENO; PIN-
GARRON, 2008; AJAYAN, 1999; BALADIN ef al., 2008; BOLOTIN et al., 2008; CHEN;
LI; SHI, 2013; FERREIRA, 2011; IIJIMA, 1991; LEE et al., 2008; LEWANDOWSKI;
GALINSKI, 2007; MERKOCI et al., 2005; MOSES; WIER; MURRAY, 1975; PEREIRA;
SANTOS; KUBOTA, 2002; RENEDO; ALONSO-LOMILLO; MARTINEZ, 2007; SOUZA
FILHO; FAGAN, 2007; VAIRAVAPANDIAN; VICHCHULADA; LAY, 2008).
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Determinacao voltameétrica
de farmacos

A revisdo da literatura é um ponto-chave em todo trabalho cientifico. Echer (2001,

p. 7) afirma que a partir dela

[...] poderemos ter ideia do que j4 foi e do que ainda necessita ser pesquisado. O
problema pode, da mesma forma, surgir a partir de outros trabalhos, como nas
recomendacdes apontadas em pesquisas, artigos, livros, periédicos e outros, o

que nio deixa de ser uma revisio.

Na Tabela 1 estdo dispostas informacdes consideradas relevantes encontradas
em artigos de determinacdo de dipirona que utilizaram técnicas voltamétricas com
diferentes tipos de eletrodos (impressos ou s6lidos) e diferentes materiais (carbono,

diamante dopado com boro e merctrio).
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Tabela 1 - Informacdes dos métodos relatados na literatura para determinacio

de dipirona por meio de técnicas voltamétricas

Autor Ano | Eletrodo Técnica Linearrange | Limite de

(Mol L) detecgdo
(uMol L)

Gomes e 2019 | Diamante Voltametria de 1,00 a 65,00 0,26

colaboradores dopado comboro | ondaquadrada

Rumine 2016 | Carbono vitreo Voltametria de 0,15a15,00 0,013

colaboradores modificado® pulso diferencial

Smajdor, 2016 | Carbono vitreo Voltametrialinear | 1,00a13,00 0,023

Paczosa-Bator modificado®

e Piech

Ghica, Ferreira | 2015 | Eletrodo de filme | Voltametria de 250a2.500 15,2

e Brett de carbono'® pulso diferencial
Gopue 2012 | Eletrodo de Redissolugcaocom | 750a1,20 0,06
colaboradores carbono vitreo' voltametria de

pulso diferencial

Ramadan, 20M Eletrodo de Voltametria de 3,8a50 1.0
Mandil e Hafez mercurio pulso diferencial

Fonte: Elaboracio prépria.
Notas:
@ Eletrodo de carbono vitreo modificado com filme Nafion/Pedot: PSS;
® Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubo de carbono de parede simples com filme com-
posto de Nafion;
©Eletrodo de filme de carbono modificado com paredes multiplas de nanotubos de carbono e nanoes-
truturas de poli (tionina);

@Eletrodo de carbono vitreo modificado com poli (3,4-etilenodioxitiofeno) de tamanho nanométrico.

Diante das informacdes da Tabela 1, nota-se o uso de diversos tipos de eletro-
dos modificados na detec¢do de dipirona nos tltimos anos, com foco principal nas
modificacdes feitas com nanotubos de carbono. Porém nio ha relatos na literatura

sobre a utilizacdo de eletrodos impressos ou de equipamentos portiteis.
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A tabela a seguir mostra informacdes encontradas referentes a determinacio

de norfloxacino.

Tabela 2 — Informacdes dos métodos relatados na literatura para a determinacio

de norfloxacino por meio de técnicas voltamétricas

Autor Ano Eletrodo Técnica Linear Limite de
range deteccao
(uMol L) (uMol L)
Santos e 2019 | Eletrodo Voltametria de 02a74 0,0066
colaboradores de carbono redissolugao
modificado anodica com
onda quadrada
Liue 2018 | Pastade carbono | Voltametriade 0,.03a1,00 0,016
colaboradores modificado® pulso diferencial
Hamnca e 2017 | Carbono Voltametria de 25,00a500 | 0,034
colaboradores impresso® onda quadrada
Oliveirae 2015 | Carbono Voltametria de 1,00a18,6 0.64
colaboradores impresso onda quadrada
Silva e 2015 | Carbono vitreo Voltametria de 0,1a8.0 0,0046
colaboradores modificado® onda quadrada
Ye, Wang 2015 | Oxido de grafeno | Voltametria de 0,001a 0,005
e Wen pulso diferencial 7,000
Zhange 2013 | Pastade carbono | Voltametriade 0.1a40 0,04

colaboradores

modificado!®

pulso diferencial

Notas:

Fonte: Elaboracio prépria.

@ Eletrodo compésito de MWCNT-CPE/pRGO-ANSA/Au;

® Eletrodo impresso de carbono modificado com 4cido polymic e grafeno;

@ Eletrodo de carbono vitreo modificado com um polimero molecularmente impresso com deposicdo

de paredes multiplas de nanotubos de carbono;

@ZEletrodo de pasta de carbono modificado com polimerizacdo da ciclodextrina e l-arginina.
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Na Tabela 2 observa-se que, novamente, a quantidade de trabalhos com eletrodos
modificados é predominante na determinacio de norfloxacino por voltametria. Entre-
tanto, nota-se que dois destes trabalhos empregam eletrodos impressos: um utilizando
0 SPE de carbono sem modificacio e outro com modificacdo. O eletrodo impresso com
modificacio apresenta um LD melhor do que o ndo modificado. Os eletrodos impressos,
principalmente os modificados com nanotubos de carbono e grafeno sdo uma proposta
promissora para determinacio de norfloxacino, uma vez que apresentam caracteristi-
cas intrinsecas excelentes provenientes do carbono e das modifica¢des.

A proéxima tabela apresenta dados relevantes dos artigos pesquisados sobre

determinacio de etinilestradiol associada com técnicas voltamétricas.

Tabela 3 - Informacdes dos métodos relatados na literatura para determinacio

de etinilestradiol por meio de técnicas voltamétricas

Autor Ano | Eletrodo Técnica Linearrange | Limite de
(Mol L) detecgdo
(uMol L)
Smajdor e 2017 | Carbono Voltametria linear 0,25a3,00 012
colaboradores vitreo
Nunes e 2016 | Gota Voltametria de 0,006a0,297 | 0,00147
colaboradores pendente de | adsorcao catodica
mercurio com pulso diferencial
Li 2007 | Pastade Voltametria de 0,05a20,0 0,03
carbono varredura linear

Fonte: Elaboracio prépria.

Conforme a Tabela 3, nota-se que ha poucos artigos referentes a determinacio
de etinilestradiol utilizando técnicas voltamétricas. Ademais, ndo hé relatos na litera-
tura de uso de equipamentos portiteis e/ou eletrodos impressos para este fim. Con-
sequentemente, o emprego de eletrodos impressos associado a técnicas voltamétricas
para determinacao de etinilestradiol é uma proposta de trabalho interessante, uma

vez que este firmaco é um dos hormonios mais encontrados em ambientes aquaticos.
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Por fim, a tabela seguinte apresenta dados relevantes dos artigos pesquisados

sobre determinacio de paracetamol associado com técnicas voltamétricas.

Tabela 4 — Informacdes dos métodos relatados na literatura para determinacio

de paracetamol por meio de técnicas voltamétricas

Autor Ano Eletrodo Técnica Linear range Limite de
(uMol L) detecgao
(uMol L)
Meenakshi, 2020 Carbono vitreo® | Voltametria 0,1a150 0,0043
Pandiane de pulso
Gopinath diferencial
Sheikhshoaie, 2019 Eletrodo Voltametria 0,5a250 0,09
Nejadi e impresso de de pulso
Beitollahi grafite® diferencial
Weie 2019 Eletrodo Voltametria 0,25a120 0,08
colaboradores impresso de de varredura
nanotubos'® linear
Zhange 2019 Eletrodo Voltametria 0,25a2.000 0,048
colaboradores impresso de de pulso
carbono? diferencial
Tue 2019 Carbono vitreo'® | Voltametria 2a22 1.4
colaboradores de pulso
diferencial

Fonte: Elaboracio prépria.
Notas:
@ Nanoflocos de grafeno eletrodo de carbono vitreo modificado;
®'La*/Co,0, nanoflocos;
@ MWCNTs dopada com poli(glicina)(p-gly)/poli(4cido acrilico);
@Eletrodo impresso modificado com MXene (MXene/SPE);

© Estrutura imidazolato zeolitica-67.

Pela Tabela 4, observa-se que, novamente, a quantidade de trabalhos com ele-

trodos modificados é predominante na determinacio de paracetamol por voltametria.
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Entretanto, nota-se que a maioria destes trabalhos empregam eletrodos impressos, a base
de carbono, grafite ou nanotubos de carbono. Com isso, constata-se que os eletrodos
impressos s30 uma proposta promissora de trabalho, principalmente se empregados sem

modificacdo, pois podem reduzir o custo do método e simplificar as analises realizadas.

Procedimento experimental
Reagentes

Todas as solucdes empregadas neste estudo foram preparadas a partir de reagen-
tes de grau analitico e 4gua ultrapura obtida a partir de um sistema de purificacio
modelo H20-MA-UV-T (Sartorius Arium® mini, Alemanha), resistividade de
18 MQ cm a 25 °C.

A tabela a seguir apresenta os reagentes empregados em todas as metodolo-

gias eletroanaliticas e suas principais caracteristicas (pureza, concentracio e marca).

Tabela 5 — Reagentes empregados nas metodologias eletroanaliticas

Reagentes Pureza/Concentragdao | Marca
Dipirona(CH N,Na0,S) 98 % Sigma-Aldrich’
Etinilestradiol (CH,,0,) 98 % Sigma-Aldrich®
Norfloxacino(CH,,FN.0,) 98 % Sigma-Aldrich’
Paracetamol (C,H,NO,) 98 % Sigma-Aldrich”
Acido cloridrico (HCI) 37% Vetec®
Acido sulfarico (H,S0,) 97 % Vetec®
Cloreto de potéssio (KCI) 99 % Vetec®
Acido bérico (H,BO,) 96 % Vetec®
Acido acético (CH,CO0H) 96 % Vetec®
Acido fosforico (H,PO,) 85 % Vetec®

(continua)
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Hidroxido de sodio (NaOH) 97 % Vetec’

Cloreto de sodio (NaCl) 99 % Vetec’

Cloreto de potéassio (KCI) 99 % Vetec®

Cloreto de calcio di-hidratado(CaCl,-H,0) | 99 % Vetec”

Sulfato de sédio anidro(Na,S0,) 99 % Vetec”

Fosfato de potdssio monobasico (KH,P0,) | 98 % Vetec”

cloreto de amonio (NH,CI) 99 % Vetec’
Ureia(CH,N,0) 99 % Dinamica’
Cobre(Il)(Cu®) 1.000mg L' Sigma-Aldrich”
Cadmio (11)(Cd?) 1.000mg L™ Sigma-Aldrich”
Cobalto (11)(Co?) 1.000 mg L™ Sigma-Aldrich’
Zinco (11)(Zn%) 1.000mg L™ Sigma-Aldrich’
Niquel (I1)(Ni?*) 1.000 mg L™ Sigma-Aldrich”
Ferro(Il1)(Fe®) 1.000mg L™ Sigma-Aldrich”
Chumbo (I1)(Pb%) 1.000 mg L™ Sigma-Aldrich’
Acetato de ciproterona(C,,H,,CIO,) 98 % Sigma-Aldrich®
Cefalexina(C,H,N,0,S) 98 % Sigma-Aldrich’
Diclofenaco (C H, CI,NO,) 98 % Sigma-Aldrich”
Prednisona(C,H, 0,) 98 % Sigma-Aldrich’

21" 2675

Fonte: Elaboracio prépria.

Solucoes empregadas para o desenvolvimento das metodologias propostas

Durante o desenvolvimento da metodologia para determinacdo de dipirona, uma
solucdo estoque de dipirona 1 mmol L' em HCI 0,1 mol L' foi preparada para apli-
cacdo em todas as etapas desenvolvidas. Para a etapa do estudo da influéncia do pH,

foi empregado HCI (0,1 e 0,01 mol L™), tampdo BR 0,1 mol L™ (4cido bérico, 4cido
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acético, 4cido fosférico e hidroxido de sédio), pH 3,0 a 9,0 (exceto 7,0) e KCI 0,05
mol L' (pH 7,0). A etapa do teste de interferentes foi realizada com auxilio de solu¢des
(15, 30, 45 umol L) de Cu", Co", Cd", Fe'", Ni", Pb", norfloxacino e etinilestradiol.

No desenvolvimento da metodologia para determinacio de etinilestradiol,
empregou-se uma solu¢io estoque do hormoénio na concentracio de 1 mmol L™ em
tampdo BR 0,1 mol L™ (pH 8,0). A eletrodeposicio de niquel sobre a superficie do
eletrodo impresso de carbono (SPEC) foi realizada com emprego de solucdes de Ni',
Co' e Cd" (9,4 mmol L") em tampio BR 0,1 mol L™ (pH 8,0). O estudo da influéncia
do pH foi realizada com solucdes de tampdo BR 0,1 mol L de pH 3,0 a 12,0 (exceto
7,0) e para pH 7,0 foi empregado uma solucdo de KCI 0,05 mol L. Para o teste de
interferentes foram utilizadas solucdes dos firmacos acetato de ciproterona, cefa-
lexina, diclofenaco, dipirona, norfloxacino e prednisona, todos na concentragio de
3,0 mmol L' em tampdo BR 0,1 mol L™ (pH 8,0).

O desenvolvimento da metodologia para determinacio de norfloxacino foi rea-
lizado utilizando-se uma solucdo estoque do firmaco na concentracio de 1 mmol L™
em H,SO,0,1 mol L. A etapa do estudo da influéncia do pH foi realizada empregan-
do-se as solucdes de H,SO, (0,1 e 0,01 mol L), tampdo BR 0,1 mol L™ (pH 3,0 2 12,0,
exceto 7,0) e KC1 0,05 mol L' (pH 7,0). Na etapa do estudo de interferente foram
utilizadas as solu¢des dos firmacos cefalexina, etinilestradiol, dipirona, paracetamol
e prednisona nas concentracdes de 3 mmol L™ em H,SO, 0,1 mol L.

A metodologia para determinacio de paracetamol foi desenvolvida empre-
gando-se uma solucdo estoque do firmaco na concentracio de 1 mmol L™ em
HCI 0,1 mol L. Na etapa do estudo da influéncia do pH, foram empregadas solu-
¢oes de HCI (0,1 e 0,01 mol L™), tampdo BR 0,1 mol L™ (pH 3,0 a 12,0, exceto 7,0) e
KC1 0,05 mol L™ (pH 7,0). Para o teste de interferentes, foram utilizadas solucdes
padrdes dos fairmacos, cefalexina, diclofenaco, etinilestradiol, norfloxacino e pred-

nisona nas concentracdes de 3 mmol L' em HCI 0,1 mol L.

Preparo de amostra

As amostras de urina e estruvita foram gentilmente cedidas pelo Nicleo de Bioengenha-

ria Aplicada ao Saneamento da Ufes. Nos ensaios analiticos, dois tipos de urina foram
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utilizados: urina usada na producio de estruvita (UE) recolhida pelo Ntcleo de Bioen-
genharia; e urina humana coletada de um individuo (UH) de 27 anos, sexo masculino
e que ndo administrou nenhum tipo de medicacio nos trés meses anteriores a coleta.

Na amostra de UH para determinacio de dipirona, o individuo ingeriu um
comprimido de dipirona (500 mg) 10 horas antes da analise. Para os ensaios analiti-
cos de etinilestradiol, norfloxacino e paracetamol em UH, trés aliquotas de 1 mL da
UH foram coletadas e diluidas nos eletrélitos de suporte das metodologias propos-
tas até o volume final de 10 mL.

A amostra UE foi previamente processada por um reator com capacidade de
450 L de urina, acoplado a uma bomba centrifuga, que ¢ utilizada para fazer a mis-
tura com a solucido de 6xido de magnésio. Para o preparo da soluc¢io de estruvita,
dois passos foram necessarios: antes da pesagem, a amostra foi macerada para dimi-
nuir sua granulometria e, posteriormente, foi pesada uma massa de 80 mg de estru-
vita; em seguida, as amostras (80 mg cada) foram diluidas em solu¢cdes de 100 mL de
HCI 0,1 mol L', tampdo BR 0,1 mol L™ (pH 8,0) e H,S0,0,1 mol L, e agitadas em
um agitador magnético até completa solubilizacio.

Uma amostra de urina sintética foi produzida com NaCl (0,73 g), KC1 (0,40 g),
CaCl,.H,0 (0,27 g), Na SO, (0,56 g), KH,PO, (0,35 g), NH,Cl (0,25 g) e ureia (6,25 g),
diluidos em agua até um volume final de 250 mL. Nos ensaios com urina sintética foi
aplicado o mesmo método de preparacio de amostra para UH analisada nas metodo-
logias de determinacido de etinilestradiol, norfloxacino e paracetamol.

As amostras farmacéuticas (comprimidos) foram adquiridas em uma farmécia
local e, de acordo com os fabricantes, os comprimidos de dipirona, etinilestradiol, nor-
floxacino e paracetamol continham 500 mg, 0,0025 mg, 400 mg e 750 mg, respectiva-
mente. Os comprimidos foram completamente macerados e diluidos em 100 mL do

eletrélito de suporte empregado em cada uma das metodologias propostas para andlise.
Instrumentacao e eletrodos

Todos os reagentes foram pesados utilizando-se uma balanca semianalitica modelo
AY220 (Shimadzu®, Japdo). Os ensaios eletroanaliticos foram realizados com o auxi-

lio de um potenciostato/galvanostato portatil uSTAT 400 (Metrohm DropSens®,
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Espanha) controlado por um laptop com sistema operacional Windows 10 (pro-
cessador Intel Core I5 e meméria RAM de 8,0 GB), por meio do software DropView
8400°. As eletrodeposicdes foram realizadas com auxilio de um potenciostato/galva-
nostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm Autolab® B.V., Holanda) controlado pelo
software Nova 2.10.4°. A caracterizacdo da amostra de estruvita foi realizada por difra-
cdo de raio-X (DRX) em um difratoémetro D8 Advance (Bruker®, Alemanha) com
fonte de radiacio Ka de cobre (A = 1,5406 A) a temperatura ambiente, com difracio
de angulo 26 = 10° -90° e etapa de 0,01°. Os eletrodos impressos de carbono utiliza-

dos foram os de modelo 110 (DropSens®, Espanha).

Determinacao da concentracao de dipirona em amostras de
urina e estruvita por SWV e uso de eletrodos impressos de
carbono (SPEC)

Medidas eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicata empregando uma
gota de solucio (40 pL) na superficie do eletrodo de trabalho (SPEC), sem necessi-
dade prévia de desaeracio.

Inicialmente, foi realizado o estudo do perfil voltamétrico (por voltametria
ciclica) do SPEC em HCI 0,1 mol L™ na presenca de dipirona 1,0 mmol L. Para este
estudo, empregou-se uma janela de potencial de 0,12 0,8 V, que corresponde a faixa
de potencial em que ocorrem os processos redox da dipirona (GHICA; FERREIRA;
BRETT, 2015; GOMES et al., 2019; GOPU et al., 2012; RAMADAN; MANDIL; HAFEZ,
2011; RUMIN et al., 2016; SMAJDOR; PACZOSA-BATOR; PIECH, 2016). Em seguida,
foi realizado um estudo (por voltametria ciclica) variando o pH em uma faixa de 1,0 a
9,0, utilizando HCI 0,1 mol L, 0,01 mol L™, tampao BR 0,1 mol L™'e KCI1 0,0,5 mol L
na presenca de 1,0 mmol L™ de dipirona. Para esta etapa, foram empregadas as mes-
mas condi¢des anteriores, a fim de determinar a melhor relacio da corrente de pico
(..,) em funcao do pH para a dipirona.

Apbs a escolha do eletrélito de suporte e do pH ideal, foi realizada a otimiza-

¢do dos parametros experimentais da SWV (potencial de condicionamento, tempo
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de condicionamento, tempo de equilibrio, incremento de potencial, amplitude, fre-
quéncia), aplicando-se experimentos univariados em uma solu¢io de dipirona 10
pwmol L. Em seguida, foi realizado o teste de estabilidade do eletrodo, a partir da
realizacdo de sucessivas varreduras de onda quadrada de uma solucio de dipirona
0,75 umol L. A partir da SWV otimizada, foi construida a curva analitica em uma
faixa de concentracido de 0,35 a 50 umol L™ de dipirona.

Para os ensaios de interferéncia, foi realizado um teste com diferentes ions
metalicos — cobre (II), cddmio (II), chumbo (II), zinco (II), niquel (II), cobalto (II),
ferro (III) — e compostos organicos (norfloxacino e etinilestradiol). Todos os interfe-
rentes foram estudados nas proporcdes de 1:1, 2:1 e 3:1. A concentrac¢do na propor-
¢do 1:1 utilizada foi de 15 umol L' tanto para o interferente quanto para a dipirona.

Todos os testes em UH e UE foram realizados de forma direta sem tratamento
prévio. Para determinacio de dipirona em estruvita, foi construida uma curva de adi-
¢do de padrio a partir da adicdo de cinco concentracdes de dipirona (0,35 pmol L,
0,75 umol L™, 1,50 pmol L, 3,06 umol L™ e 6,12 umol L™). Por fim, foi aplicado
o teste de recuperacio na solucio de estruvita, a partir de sua fortificacio com trés

concentracdes distintas de dipirona (100,0 pmol L, 12,5 pmol L™'e 1,5 pmol L).

Preparacao dos eletrodos SPEC-Ni e determinacao da
concentracao de etinilestradiol em amostras de urina e
estruvita por SWV

Eletrodeposigdo de niquel

O eletrodo impresso de carbono com niquel eletrodepositado (SPEC-Ni) foi prepa-
rado a partir dos seguintes passos:

I) Eletrodeposicdo por técnica de voltametria ciclica em uma janela de potencial
de -1,5a-0,5 V empregando as condicoes previamente otimizadas: solucao de niquel
(9,4 mmol L"), nimero de ciclos (1.000 ciclos) e velocidade de varredura (5 V s7);

11) Estabilizacdo do SPEC-Ni por cronoamperometria direta no potencial
de —-0,16 V por 10 segundos, em uma solucdo mista de niquel, cidmio e cobalto
(9,4 mmol L™);
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111) Ciclagem por voltametria ciclica na faixa de potencial de —0,2 2 0,7 V, por
10 ciclos e empregando uma velocidade de varredura de 50 mV s™ em uma solu-
cdo de niquel 9,4 mmol L

IV) Leitura do perfil voltamétrico do SPEC-Ni por voltametria ciclica na faixa
de potencial de —0,2 a2 0,5 V, por 5 ciclos e empregando uma velocidade de varredura

de 50 mV s™' em uma solucdo de tampao BR 0,1 mol L' (pH 8,0).

Medidas eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicata empregando-se uma
gota de soluc¢do (40 uL) na superficie do eletrodo de trabalho (SPEC-Ni), sem neces-
sidade prévia de desaeracio.

Para a otimizacio da eletrodeposicdo de niquel sobre o SPEC, inicialmente foi
realizada a etapa de triagem, para investigar as significincias das varidveis envol-
vidas na eletrodeposicio de niquel sobre o SPEC. Para tanto, foi utilizado o plane-
jamento fatorial completo para avaliar trés varidveis: velocidade de varredura (x,),
concentragdo de niquel (x,) e nimeros de ciclos (x,). Estas varidveis foram estuda-
das em dois niveis, sendo realizado um planejamento 2°com mais trés repeti¢des no
ponto central (11 experimentos).

A Tabela 6 apresenta a matriz do planejamento 2* com as varidveis estudadas
e seus respectivos niveis reais e normalizados. Os experimentos foram efetuados de
forma aleatdria para evitar erros sistematicos (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010; TEOFILO; FERREIRA, 2006). A resposta mensurada foi a corrente de pico de
70 umol L™ de etinilestradiol em tampao BR 0,1 mol L™ (pH 8,0).
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Tabela 6 — Matriz do planejamento 2?, varidveis e seus niveis

utilizados na etapa de eletrodeposicio de niquel

EXP Veloci::l(1ade de Concen::a(;éo de Nﬂmeroxée ciclos
varredura(V s™) niquel (mmol L)

1 (=) (=1 200(-1)
2 9(+1) 1(=1) 200(-1)
3 1(-1) 9(+1) 200(-1)
4 g(+1) 9(+1) 200(-1)
5 1(-1) 1(-1) 1.000(+1)
6 9(+1) 1(=1) 1.000(+1)
7 1(-1) 9(+1) 1.000(+1)
8 9(+1) 9(+1) 1.000(+1)
9 5(0) 5(0) 600(0)
10 5(0) 5(0) 600(0)
m 5(0) 5(0) 600(0)

Fonte: Elaboracdo prépria.

Apbés a selecdo das variaveis significativas na etapa de triagem, realizou-se a
etapa de modelagem, usando o planejamento fatorial CCD. Nessa etapa, as varidveis
selecionadas foram estudadas em um nimero maior de niveis, possibilitando a cons-
trucio da superficie de resposta, que permitiu estabelecer as melhores condi¢cdes de
trabalho para a eletrodeposicio de niquel sobre o SPEC.

Apés otimizagdo do preparo do SPEC-Ni, foi realizado um estudo eletroqui-
mico (via voltametria ciclica) de uma solucdo 40 pmol L' de etinilestradiol em tam-
pdo BR 0,1 mol L™ (pH 8,0) no SPEC e no SPEC-Ni. Para esse estudo, empregou-se
uma janela de potencial de 0,1 a 0,8 V e uma velocidade de varredura de 50 mV s™".

Em seguida, foi realizado um estudo (via voltametria ciclica) da resposta analitica
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do etinilestradiol em fun¢io do pH utilizando tampao BR 0,1 mol L™ (pH 3,0 a 10,
exceto 7,0) e KC1 0,05 mol L™ (pH 7,0) na presenca 10 pmol L™ de etinilestradiol.
Ap6s a escolha do eletrdlito de suporte e do pH ideal, foi realizada a otimiza-
¢do dos parametros experimentais da SWV (incremento de potencial, amplitude, fre-
quéncia), em uma solucdo de etinilestradiol 25 pmol L™ em tampao BR 0,1 mol L™
(pH 8,0). Nesta etapa, avaliaram-se as significancias das varidveis da SWV, aplicando
o planejamento fatorial completo 2°> com réplicas do ponto central. Na Tabela 7,
encontram-se a matriz do planejamento, as varidveis e seus respectivos niveis reais
e normalizados. Posteriormente, as varidveis consideradas significativas foram oti-

mizadas aplicando o planejamento CCD.

Tabela 7 — Matriz do planejamento 2?, varidveis e seus niveis

utilizados na otimizacdo da SWV

XI
96 | ersmentode Ampltue (mV) Frequencia Hz)
1 2(-1) 20(-1) 5(-1)
2 10(+1) 20(-1) 5(-1)
3 2(-1) 60 (+1) 5(-1)
4 10(+1) 60 (+1) 5(-1)
5 2(-1) 20(-1) 40(+1)
6 10(+1) 20(-1) 40(+1)
7 2(-1) 60 (+1) 40 (+1)
8 10(+1) B0 (+1) 40(+1)
9 6(0) 40(0) 22,5(0)
10 6(0) 40(0) 22,5(0)
L 6(0) 40(0) 22,5(0)

Fonte: Elaboracio prépria.
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Em seguida, o estudo de interferéncia foi avaliado comparando-se a corrente
do sinal analitico do etinilestradiol na auséncia e na presenca de substincias inter-
ferentes (acetato de ciproterona, cefalexina, diclofenaco, dipirona, norfloxacino e
prednisona) na propor¢io de 1:100.

A partir da SWV otimizada, foi construida a curva analitica em uma faixa
de concentracdo de 0,23 a 30 umol L' de etinilestradiol em tampdo BR 0,1 mol L™
(pH 8,0) em uma faixa de potencial de 0,12 0,8 V (GHICA; FERREIRA; BRETT, 2015;
RUMIN et al., 2016; SMAJDOR; PACZOSA-BATOR; PIECH, 2016).

Para determinacio de etinilestradiol foi aplicado o método de adicao de padrio
para quantificar o hormonio em estruvita em uma faixa de concentracdo de 0,93 a
15 pmol L. Os testes de recuperacio para verificar a precisdo do método proposto
foram aplicados em cinco matrizes diferentes (amostra farmacéutica, UH, urina sinté-
tica, UE e estruvita) a partir de trés fortificacdes (12, 15 e 18 umol L™) e seus resultados

foram expressos em porcentagem.

Determinacao da concentracao de norfloxacino em amostras
de urina e estruvita por voltametria de varredura linear

Medidas eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicata empregando-se uma
gota de solucio (40 pL) na superficie do eletrodo de trabalho (SPEC), sem necessi-
dade prévia de desaeracio.

Inicialmente, foi realizado o estudo do perfil voltamétrico (por voltametria
ciclica) do SPEC em H,SO, 0,1 mol L™ na presenca de norfloxacino 1,0 mmol L. Para
este estudo, empregou-se uma janela de potencial de 0,1 a 0,8 V, que corresponde
a faixa de potencial em que ocorre o processo de oxida¢io do norfloxacino 0,8 a 1,4
(HAMNCA et al., 2017; LIU et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2019;
SILVA et al., 2015; YE; WANG; WEN, 2015; ZHANG et al., 2013). Em seguida, foi rea-
lizado um estudo (por voltametria ciclica) variando o pH em uma faixa de 1,0 a 12,0,
utilizando H SO, 0,1 mol L™ e 0,01 mol L™, tampao BR 0,1 mol L™"e KC1 0,0,5 mol L'

na presenca 1,0 mmol L' de norfloxacino. Para esta etapa, foram empregadas as
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mesmas condi¢cdes anteriores, a fim de determinar a melhor relacdo entre a corrente
de pico e o pico de oxidacio em funcio do pH para o norfloxacino.

O teste de estabilidade do eletrodo foi realizado a partir de sucessivas varredu-
ras de voltametria linear de uma solucio de norfloxacino 0,8 mmol L™ em H,SO, 0,1
mol L. Em seguida, foi construida a curva analitica do norfloxacino em uma faixa
de concentracido variando de 3,71 a 1.000 pmol L™

O estudo de interferéncia foi avaliado comparando a corrente do sinal ana-
litico do norfloxacino na auséncia e presenca de substancias interferentes (cefale-
xina, dipirona, etinilestradiol, paracetamol e prednisona) na proporcio de 1:100
(norfloxacino:interferente).

Para determinacdo do norfloxacino em estruvita foi aplicado o método de
adicdo de padrio empregando fortificacdes com norfloxacino em uma faixa de con-
centracdo de 7,2 a 125,0 umol L. Os testes de recuperacdo para verificar a precisio
do método proposto foram aplicados em cinco matrizes diferentes (amostra far-
macéutica, UH, urina sintética, UE e estruvita) a partir de trés fortificacdes com
norfloxacino (7,2 pmol L™, 30,5 pmol L™ e 125 umol L), e seus resultados foram

€Xpressos em porcentagem.

Determinacao da concentracao de paracetamol em amostras
de urina e de estruvita por SWV

Medidas eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicata empregando-se uma
gota de solucio (40 pL) na superficie do eletrodo de trabalho (SPEC), sem necessi-
dade prévia de desaeracio.

Inicialmente, foi realizado o estudo do perfil voltamétrico (por voltametria
ciclica) do SPEC em HCI 0,1 mol L™ na presenca de paracetamol 100 pmol L™ Para
este estudo, empregou-se uma janela de potencial de 0,0 a 1,0 V, que corresponde a
faixa de potencial em que ocorre a oxidacdo do paracetamol. Em seguida, foi reali-
zado um estudo (por voltametria ciclica) variando o pH em uma faixa de 1,0 2 12,0,
utilizando HCI 0,1 mol L™ e 0,01 mol L™, tamp3o BR 0,1 mol Le KCI1 0,0,5 mol L™
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na presenca 100 pmol L™ de paracetamol. Para esta etapa, foram empregadas as mes-
mas condicdes anteriores, para determinar a melhor relacio entre a corrente de pico
e o pico de oxida¢io em funcido do pH para o paracetamol.

O teste de estabilidade do eletrodo foi realizado a partir de sucessivas varredu-
ras de voltametria linear de uma solu¢io de paracetamol 1,0 mmol L™ em HCI 0,1
mol L. Em seguida, foi construida a curva analitica do paracetamol em uma faixa
de concentracido variando de 0,19 a 100 umol L.

O estudo de interferéncia foi avaliado comparando-se a corrente do sinal
analitico do paracetamol na auséncia e na presenca de substéncias interferentes (cefa-
lexina, diclofenaco, etinilestradiol, norfloxacino e prednisona) na propor¢io de 1:100
(paracetamol:interferente).

Para determinacido do paracetamol em estruvita foi aplicado o método de adicido
de padrio empregando fortificacdes com paracetamol em uma faixa de concentracdo
de 0,156 2 12,5 pmol L. Os testes de recuperacdo para verificar a precisio do método
proposto foram aplicados em cinco matrizes diferentes (amostra farmacéutica, UH,
urina sintética, UE e estruvita) a partir de trés fortificacdes com paracetamol (0,41;

3,91 e 26,7 pmol L) e seus resultados foram expressos em porcentagem.
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Determinacao da concentracao
de dipirona em amostras
de urina e estruvita

Estudo do perfil voltamétrico e influéncia do pH

Inicialmente, foi obtido o perfil voltamétrico da dipirona por voltametria ciclica no
SPEC, para identificar os potenciais de oxirreducio e possiveis reacdes quimicas aco-
pladas. A Figura 9 representa o voltamograma ciclico de 1,0 mmol L™ de dipirona
em HCI 0,1 mol L (pH 1,0).



Figura 9
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Voltamograma ciclico de uma solucdo de HC1 0,1 mol L™ e 1 mmol L de dipirona em HCI

0,1 mol L™ Intervalo de potencial aplicado 0,0 V até 0,8 V, velocidade de varredura de 50 mV s™.

Sentido da varredura “—”.

A resposta obtida para o eletrélito de suporte (HCI 0,1 mol L™') indica que ndo hé
correntes de fundo significantes, processos interferentes ou quaisquer reacdes adjacentes
no intervalo de potencial aplicado. Por outro lado, na presenca de 1 mmol L™ de dipi-
rona, o voltamograma ciclico apresentou um pico de oxidacio irreversivel em 0,54 V.

Em seguida, o estudo do efeito do pH foi realizado a partir da resposta vol-
tamétrica do SPEC por voltametria ciclica em HCI, KCI e tampao BR 0,1 mol L,
contendo 1,0 mmol L™ de dipirona. Os voltamogramas ciclicos foram avaliados em
uma faixa de pH entre 1,0 e 9,0. A metodologia visa a determinacéo de dipirona em
estruvita, por isso, valores superiores de pH (> 9,0) ndo foram considerados em vir-
tude da baixa solubilidade da estruvita nessas condicdes.

Os resultados exibiram diferentes comportamentos nos valores de corrente de
pico anédico (I ) da dipirona (Figura 10). Em todas as medidas voltamétricas foram

empregadas velocidades de varredura de 50 mV s™.
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Figura 10
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Efeito do pH (1,0 a 9,0) na resposta voltamétrica da dipirona (corrente de pico) na presenca

de 1 mmol L™ de dipirona. Velocidade de varredura de 50 mV s™.

Na Figura 10, obseva-se que o valor da Lo diminui a medida que os valores de
pH aumentam, alcancando um patamar em valores acima de pH 5,0. O valor maximo
de corrente foi obtido em pH 1,0 (HCI 0,1 mol L). Outros 4cidos foram testados
(HZSO , € HNO3) em diferentes concentracdes, mas apresentaram Ipico inferiores aos
obtidos em HCI 0,1 mol L. Portanto, o cido cloridrico (0,1 mol L™, pH 1,0) foi

escolhido como o eletrélito de suporte ideal para os estudos posteriores.
Otimizacoes dos parametros da voltametria de onda quadrada
A partir da escolha do melhor eletrélito, os parametros da SWV foram otimizados
(incremento de potencial, amplitude e frequéncia) univariadamente. A Figura 11
representa a resposta analitica de dipirona 10 pmol L' em HCI 0,1 mol L™ para os

diferentes valores estudados.
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Figura 11
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solu¢do contendo 10 umol L™ de dipirona
em HC1 0,01 mol L, (a) incremento de potencial, (c) amplitude e (e) frequéncia. Condicoes da SWV:
(a) incremento de potencial 1a 10 mV, amplitude 40 mV e frequéncia 5 Hz; (c) incremento de poten-
cial 5 mV, amplitude 5 a 60 mV e frequéncia 5 Hz; (e) incremento de potencial 5 mV, amplitude 40 mV

e frequéncia 5 a 60 Hz; Ipico em funcio de (b) incremento de potencial, (d) amplitude e (f) frequéncia.
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A Tabela 8 sumariza todos os pardmetros operacionais da SWV, seus interva-
los de estudo e os valores otimizados para sua aplicacdo em solucdo-padrio de dipi-
rona 10 pmol L™ em HCI 0,1 mol L.

Tabela 8 — Pardmetros experimentais otimizados para determinacédo de dipirona

em solucio-padrio de dipirona 10 pmol L™ em HCI 0,1 mol L™ por SWV

Parametro estudado Intervalo estudado Valor 6timo

Pré-tratamento

Potencial de condicionamento -0,3a10V 0.0mV
Tempo de condicionamento 0al20s Os
Tempo de equilibrio 5a120s 60s

Parametros SWV

Incremento de potencial 1al0dmV B mvV
Amplitude 5a60mV 50 mV
Frequéncia 5a60Hz 10mV

Fonte: Elaboracio prépria.

Previamente a otimizacdo dos parametros da SWV para a determinacio da
dipirona, foram avaliados os parametros da etapa de pré-tratamento (potencial de
condicionamento, tempo de condicionamento e tempo de equilibrio). Entre todos
os pardmetros da etapa de pré-tratamento, o tempo de equilibrio foi o Gnico que
apresentou influéncia direta nas correntes de picos obtidas, sendo que esse tempo
representa o intervalo entre andlises. Dessa forma, é possivel observar que, para tem-
pos de equilibrio menores que 60 s, os voltamogramas apresentam correntes de pico
aleatdrias, interferindo na repetibilidade das anélises de dipirona.

Na otimizacio dos parimetros da SWV, foram escolhidos os seguintes valores:
frequéncia = 10 Hz, amplitude = 50 mV e incremento de potencial = 6 mV. Os cri-
térios de otimizacdo levaram em consideracdo os valores que apresentavam maior

sinal analitico com menor largura de potencial de meio pico e boa resolucao.
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No estudo do incremento de potencial, os valores de I, mostraram um com-
portamento crescente na faixa de 1 a 6 mV (Figura 11b). Nio foi observado para esses
valores um aumento substancial da largura de meio pico, sendo escolhido o valor
maximo de 6 mV como 6timo (Figura 11a).

Na otimizacdo da amplitude, foi constatado um aumento continuo da corrente
em toda a faixa do intervalo estudado. Para os valores de 55 e 60 mV foi verificado um
alargamento substancial da largura de meio pico, apresentando um aumento em torno
de 28 % em comparacio com o valor 6timo (Figura 11c). Com isso, o valor de 50 mV
para a amplitude foi escolhida como 6timo, uma vez que para valores superiores a esse
ha maiores chances de ocorrer uma convolucdo de picos referentes a outros anali-
tos, isto é, uma sobreposicio de dois picos referentes a processos faradaicos distintos.

Por fim, no estudo da frequéncia foi observado um valor é6timo de 10 Hz. Para
valores superiores a 10 Hz, houve um decaimento progressivo da corrente de pico

até o tltimo ponto do intervalo (Figura 11f).

Avaliacao da estabilidade do eletrodo

Ap6s a otimizac¢do dos parametros experimentais da SWV, foi realizado um estudo para
avaliar a estabilidade do SPEC. Esse estudo consiste na analise da variacdo da I]Dico em fun-
cao do nimero de varreduras. Para isso foram comparadas as Lo obtidas pela técnica de
SWV nas varreduras 1, 10, 35, 50, 95 e 175 a partir de uma solucéo dipirona 1,0 umol L™

em HCI 0,1 mol L. Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 12.
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Figura 12
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Variacio da IPico versus numero de varreduras (n = 175) para uma solucio contendo 1,0 umol L™
de dipirona em HCI 0,1 mol L™. Condi¢des da SWV: 6 mV (incremento de potencial); 50 mV (ampli-
tude); 10 Hz (frequéncia).

Na Figura 12, observa-se que durante as primeiras 35 varreduras o eletrodo
demonstrou uma boa estabilidade, apresentando Ipico inicial de 0,151 pA (DPR =1,9 %,
n = 3) e de 0,138 pA (DPR = 2,6 %, n = 3) na trigésima quinta varredura, represen-
tando uma perda de 8 % do valor do corrente pico inicial. Para as varreduras 50, 95 e
175, as Ipico apresentaram perdas de 15 % (DPR =12 %, n = 3),20 % (DPR = 14 %, n = 3)
e 25,4 % (DPR =19 %, n = 3), respectivamente, em relacdo a IpiCO inicial. As varredu-
ras 50, 95 e 175 apresentaram um alto desvio-padrio devido ao desgaste do eletrodo
durante sucessivas utilizacdes. As varreduras de 1 a 35 apresentaram DPR 3,5 % (n = 3),
portanto o nimero de 35 repeticdes para um mesmo SPEC foi definido como mar-
gem segura para que as analises ndo tivessem perda significativa de corrente. Cabe
ressaltar que os SPEs sao eletrodos descartaveis e, como demonstrado experimen-

talmente, podem realizar até 35 anadlises sem perda significativa no sinal analitico.
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Curva analitica

A partir das condi¢des previamente otimizadas, foi construida uma curva analitica

para a dipirona no intervalo de concentracio de 0,39 a 50,0 mmol L' (Figura 13).

Figura 13

4r (a) ——HCI0,1 mol L [
——0,39 ymol L (b)
——0,78 ymol L™
1,56 ymol L™ 5 |
——3,12 ymol L'
——6,25 ymol L™
——12,5umol L'
——25,0 umol L'
——50,0 umol L™

1/ A
lpico / KA

03 04 05 06 0.0  1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 5,0x10°
E /V (vs. pseudo Ag/AgCl) Concentragso / mol L™

Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) Voltamogramas de onda quadrada para adicdes de oito solucdes de dipirona (0,35 a
5,0 pmol L) em HCI 0,1 mol L. Parametros da SWV: 6 mV (incremento de potencial); 50 mV
(amplitude); 10 Hz (frequéncia). (b) Curva analitica obtida a partir da variacio da Ipico em funcio da

concentracio de dipirona.

Na Figura 13b observa-se uma faixa linear de resposta no intervalo de concen-
tracdo de 0,39 a 50 umol L. Esse resultado indica uma boa linearidade da técnica
mesmo em baixas concentracdes de dipirona, sem empregar nenhuma técnica de pré-
-concentracdo ou modificacio na superficie do eletrodo. As principais caracteristicas
de desempenho obtidas a partir da curva analitica para a metodologia proposta sio

apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9 — Caracteristicas de desempenho obtidas para

a determinacéo de dipirona por SWV

Caracteristicas de desempenho Valor
Sensibilidade (pA pmol'L) 0,0652 +0,0001
LD (pmol L) 0,097+0,002
LO (umol L) 0,326+ 0,002
Faixa linear (umol L") 0,39a50

R? 0,996

Repetibilidade (n =10 para 1pmol L™) 1,78 %

Entre eletrodos RSD(n=3) 3,23 %

Entre diasRSD(n=3) 4,72 %

Fonte: Elaboracio prépria.

Nota: LD = limite de deteccdo, LQ = limite de quantificacdo, R* = coeficiente de determinacdo.

Analisando a Tabela 9, observa-se uma boa linearidade dos resultados (R? >
0,99) na faixa de trabalho proposta (0,39 a 50 umol L), o que indica que a metodo-
logia possui a capacidade de gerar resultados lineares proporcionais a concentracao
do analito. A partir da inclinacdo da curva analitica, os limites de deteccdo e quan-
tificacdo (LQ) foram calculados de acordo com as férmulas: LD = (3 x DPbmco)/ slope
eLQ = (10 x DPbmco)/ slope, onde DP,_éo desvio-padrio de 10 medidas voltamé-
tricas do branco e o slope é a inclinacio da curva analitica.

Os testes de repetibilidade e reprodutibilidade apresentaram baixos desvios-
-padrdes, indicando uma boa concordancia entre as andlises feitas em diferentes

eletrodos e em um mesmo eletrodo durante diferentes dias.

Estudo de interferentes

Para complementar o trabalho, foi realizado um estudo da interferéncia de dife-

rentes ions metélicos e compostos organicos que podem estar presentes na matriz
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de interesse. Os interferentes avaliados foram os metais cobre (II), cidmio (II),
chumbo (1), zinco (II), niquel (II), cobalto (I1) e ferro (I1I) e os firmacos norfloxacino e
etinilestradiol. Todos os interferentes foram estudados nas proporcdes de 1:1, 2:1 e 3:1
(relagdo interferente:dipirona), demonstrados em forma de perda (-) e ganho (+) de
corrente em relacdo a corrente de pico da dipirona sem interferentes e expressos em
porcentagem. A concentra¢do na proporcdo 1:1 utilizada foi de 15 pmol L™ tanto para

interferente quanto para dipirona. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 - Estudo de interferéncia de alguns metais e firmacos

no sinal da SWV de dipirona

Proporgo Corrente de pico (pA) Variagao de sinal (%)

interferente/

dipirona 1:1 2:1 3:1 1:1 2:1 3:1
Dipirona 1,18 £ 0,07 0,85+0,04 | 0,68+0,02 | - - -
Fe* 1,23+£0,12 0,55+0,05 | 063+0,10 | +4,23 -35,31 -22,16
Cd*+ 1,15+ 0,04 1,00+£0,08 | 0,60+0,06 | -2,55 +17,64 -22,12
Co* 1,43+0,24 0,67+0,05 | 0,60+0,05 | +21,18 -21,23 -26,31
Cu® 1,73+ 0,20 0,93 £0,05 0,82+0,06 | +46,61 +9,41 +20,68
NiZ* 260+0,22 | 063+0,05 | 0,63+0,05 | +120,33 | -26,03 -7,24
Pb? 1,28+0,02 | 0,93+0,05 | 0,73+£0N +8,47 -9,22 +9,29
Zn* 1,50+0,08 0,73+0,05 | 056+0,12 | +271 -14,82 -17,32
Norfloxacino 1,24 +0,06 0,83+£006 | 062+0,07 | +5,08 -2,41 -9,12
Etinilestradiol | 1,23+0,08 | 0,81+0,09 | 0,66+0,07 | +4,23 -4,72 -2,95

Fonte: Elaboracio prépria.

Conforme se observa na Tabela 10, a presenca de chumbo (II), norfloxacino e

etinilestradiol ndo promove interferéncias significativas em quaisquer proporgoes,
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uma vez que as variacdes de correntes sdo estatisticamente iguais ou estao abaixo do
desvio-padrio calculado. Os metais ferro (I1I) e cddmio (II) na propor¢io 1:1 também
nio geram interferéncias nas correntes de dipirona, devido ao fato de as variacoes
de corrente estarem entre 2 e 5 % da corrente original (interferente/dipirona 1:1).
Na propor¢io 2:1, os ions cobre (1) e zinco (II) ndo proporcionam interferéncias
significativas, pois as variacoes nas correntes registradas estao abaixo dos desvios-
-padrdes obtidos. Para a proporc¢io 3:1, o niquel (II) ndo ocasionou interferéncia,
uma vez que a varia¢ao de corrente registrada é menor que o desvio-padrio obtido.
Porém os metais ferro (I11), cidmio (II), cobre (II), zinco (II), cobalto(II) e niquel (II)
promoveram interferéncias significativas em algumas das proporc¢des ou em todas
as andlises — este é o caso do cobalto (II). Para esses interferentes, é possivel atribuir
a diminuicdo da corrente de pico a uma possivel disputa por sitios ativos. Por outro
lado, os metais com potenciais de oxidacio préximos ao da dipirona podem ocasionar

uma sobreposi¢io dos picos, acarretando um aumento da corrente de pico da dipirona.

Caracterizacao da estruvita por difracao de raio-X

Como os cristais de estruvita apresentam estruturas distintas, foi realizada a sua
caracterizac¢do por difracdo de raio-X, a partir da correspondéncia entre a posicao e
intensidades dos picos obtidos e uma base de dados contendo padrdes das estrutu-
ras cristalinas (DOYLE et al., 2002). A estruvita foi identificada e comparada com o
padrio estrutural cristalino e de metais (Mineral Data), para confirmar sua estrutura

e a presenca de possiveis interferentes, como indicado na Figura 14.
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Figura 14
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) difracio de raio-X de estruvita produzida e padrio cristalino de estruvita; (b) difracdo de

raio-X de padrdes dos metais cobalto, cobre, ferro, zinco e niquel.

Na Figura 14a, observa-se o espectro obtido para estruvita utilizada no presente
trabalho e para padrio do banco de dados. Os resultados obtidos por difracdo de raio-X
indicam que a estruvita obtida pelo Niicleo de Bioengenharia apresenta uma estru-
tura cristalina ortorrombica. Segundo Ravikumar e colaboradores (1999), amostras
de estruvita com estrutura cristalina ortorrémbica apresentam uma menor estabi-
lidade quando comparada a das amostras de estruvita que apresentam uma estrutu-
ral cristalina hexagonal. Tal comportamento pode ser atribuido ao tamanho menor
dos ions e as ligacdes i0nicas presentes, formadas durante o processo de obtencio
da estruvita. Como apresentam cristais de tamanhos menores, estruturas cristalinas
ortorrombicas tendem a ter uma maior facilidade de conter impurezas, pois facilitam
a penetracdo e o aprisionamento de substincias indesejéveis (ex. metais) durante o
processo de formacdo da estrutura cristalina (RUMIN et al, 2016).

Na Figura 14b, observa-se que o espectro de raio-X da estruvita (%) apresenta
respostas que correspondem 2s respostas dos padrdes de alguns metais (Cu, Co, Ni,
Zn e Fe). E esses metais sio os mesmos interferentes que ocasionaram as interferén-
cias nas analises mencionadas no tépico anterior. Entretanto, conforme se observara
na Tabela 11, apresentada no tépico seguinte, os valores de recuperac¢io na estruvita
sdo préximos a 100 %, o que indica que a amostra nio apresenta interferéncia signi-

ficante para o sinal analitico da dipirona.
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Determinacao de dipirona e testes de recuperacao

Para determinacio de dipirona em estruvita, foi construida uma curva de adi¢do de

padrio. Os resultados estdo representados na Figura 15.

Figura 15
6| (@) ——HCI0,1 mol L™
—— Estruvita (b)
——100 ymol L™ 6
50,0 pmol L
4} ——25,0 umol L' <
< —12,5ymol L 3 4L
= ——6,12 umol L -~
-— —— 3,06 pmol L' 8
2+ —
& 2L
0+
! I I | /9/ L L L
0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0i0 3,0x10°  6,0x10°  9,0x10°
E/V (vs. pseudo Ag/AgCl) Concentragédo / mol L'

Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a quantificacdo de dipirona na amostra de
estruvita, a partir de seis adi¢cdes (100 pmol L, 50 pmol L™, 25 pmol L™, 12,5 pmol L™, 6,12 umol L™
e 3,06 pmol L) de solucdo-padrio de dipirona em HCI 0,1 mol L. (b) Curva de adi¢do do padrio
da dipirona na estruvita. Parimetros da SWV: 6 mV (incremento de potencial); 50 mV (amplitude);

10 Hz (frequéncia).

Na Figura 15a, observa-se uma representacio do voltamograma de adicdo de
padrio, obtido a partir de concentrag¢des crescentes de dipirona (3,06 pmol L™, 6,12
umol L7, 12,5 pmol L™, 25 pumol L, 50 pmol L, 100 pmol L™). A curva de adi¢do
de padrio para dipirona foi obtida com as médias aritméticas das correntes de pico,
como mostrado na Figura 15b.

As analises de quantificacdo nas amostras de urina e composicio farma-
céutica foram realizadas de forma direta, em triplicatas e a partir da interpolacao
das correntes de pico obtidas na curva analitica. As concentracdes de dipirona na
estruvita, UE, UH e amostra farmacéutica, bem como seus valores de recuperacio,

encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11 — Quantidade de dipirona presente nas amostras

(estruvita e urina) e valores do teste de recuperacio

Fortificacao Valor esperado | Valor Recuperagao | DPR
(umol L) (pmol L) encontrado (%) (%)
(pmol L)
Estruvita - - 0,47+0,02 - 2,31
EFe 100,00 100,00 102,00 + 3,02 102,00+£2,96 | 2,72
EF? 12,50 12,50 12,20+ 0,42 99,00 + 3,44 2,93
EF? 1,50 1,50 1,37+0,07 91,0051 3,60
UEP - - 15,20+ 0,36 - -
UHe - - 590,00 15,22 - -
UF¢ 1.000,00 1.590,00 1.620,00+84,76 | 102,00+£5,23 | 3,71
Comprimido | - 1.500,00 1.560,00+58,43 | 104,00+3,74 | 2,82
Fonte: Elaboracio prépria.
Notas:

@ estruvita fortificada;

® yrina utilizada na producio de estruvita;

©@urina apés 10 horas de administracio de dipirona (500 mg);

@yrina fortificada com dipirona.

De acordo com a Tabela 11 a concentracio de dipirona encontrada na amostra
de estruvita foi de 0,47 umol L™". A amostra de UE apresentou uma concentracio de
dipirona aproximadamente 32 vezes maior (15,2 umol L™') que a encontrada na estru-
vita. Este resultado é esperado, uma vez que a técnica de precipitacio da estruvita tem
como objetivo a remocio de possiveis contaminantes presentes na urina. Consequen-
temente, o emprego do fertilizante na forma de estruvita pode promover uma reducao
de 97 % na quantidade de dipirona presente na matéria-prima. As andlises das amos-
tras fortificadas de estruvita apresentam valores de recuperacio préximos a 100 %,

variando de 91a 102 %, o que indica que ndo houve efeito de matriz durante as andlises.
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A anilise da Ul apresentou uma concentracao de 590 umol L™ de dipirona.
Esse elevado valor pode ser atribuido a uma maior quantidade de dipirona resi-
dual presente na urina devido 2 ingestdo de um comprimido dipirona (500 mg)
10 horas antes da coleta da amostra, demonstrando que 40 % da dipirona foi expe-
lida na urina. Esse resultado reforca a importincia do emprego da estruvita em vez
da urina como fertilizante direto. No teste de recuperacio para a Ul o valor encon-
trado foi de 102 %, o que indica a auséncia do efeito de matriz e reforca a aplicabili-
dade da técnica de forma direta.

Por fim, a determinacio de dipirona em comprimido farmacéutico (500 mg de
dipirona mono-hidratada) apresentou valores satisfatérios de recuperacio 104 %, o
que evidencia que a amostra nio sofre efeito de outros componentes presentes na
composicio final do produto. O método proposto demonstrou que o SPEC em con-
junto com um potenciostato portatil podem ser usados de maneira simples e rapida
na determinacio de dipirona em amostras bioldgicas e diretamente no firmaco com

um LD na ordem de pmol L™
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Determinacao da concentracao
de etinilestradiol em amostras
de urina e estruvita

Otimizacao das variaveis da eletrodeposicao de niquel

A partir de cada experimento realizado no planejamento fatorial 2°, foi medida a res-
posta de intensidade de corrente na presenca de 70 pmol L' de etinilestradiol em
tampdo BR 0,1 mol L™ (pH 8,0). Na Tabela 12 se encontram as respostas obtidas para

cada experimento realizado.



Tabela 12 - Respostas de intensidade da corrente de pico obtidas

na presenca de 70 umol L™ etinilestradiol

Experimento etiniestradil

(pA)
1 4,7
2 4,10
3 1,63
4 5,42
5 3,40
6 0,20
7 8,71
8 6,93
9 9,41
10 9,03
L 9,20

Fonte: Elaboracio prépria.

Conforme a Tabela 12, observa-se que os resultados do ponto central apresen-
tam um baixo desvio-padrio, demonstrando a estabilidade do eletrodo e a repro-
dutibilidade dos resultados analiticos. Além disso, para os experimentos de 1 a 8,
observam-se aumentos e decréscimos da Ipa, o que indica a eficicia da variacio das
variaveis de interesse de forma mutua. Os efeitos de primeira, segunda e terceira
ordem foram calculados a partir das respostas obtidas no planejamento 2°. A Tabela

13 mostra os efeitos calculados para cada parametro do planejamento proposto.

12 PREMIO UFES DE TESES E DISSERTAGCOES 76



Tabela 13 - Resultado dos efeitos calculados para o planejamento 2°

Efeito  erro
b, 4,36+ 0,45
b, 0,43+ 0,45
b, 2,63 +0,45
b, 0,88+0,45
b, 1,48 + 0,45
b, -2,08+0,45
b, 3,48+ 0,45
b, -0,78 + 0,45

Fonte: Elaboracio prépria.

Os resultados na Tabela 13 demonstram que as varidveis concentra¢io de
niquel (b,) e nimeros de ciclos (b,) foram consideradas significativas, pelo fato de
ambos os efeitos calculados ndo apresentarem o valor “zero” no intervalo de con-
fianca (SMAJADOR; PACZOSA-BATOR; PIECH, 2016). A intera¢io secundéria entre
elas (bB) foi a que obteve o maior efeito calculado no nivel de confianca de 95 %.
O erro dos efeitos foi calculado a partir da triplicata do ponto central (MASSART
et al, 1997). A variavel velocidade de varredura (bl) foi fixada no valor de 5,0 V s,
pois se mostrou uma variavel nio significativa. O valor escolhido (ponto central)
corresponde ao maior valor de corrente.

As duas variaveis significativas foram submetidas a um planejamento CCD,
no qual cada uma foi estudada em cinco niveis diferentes. A Tabela 14 apresenta a
matriz do planejamento CCD efetuado com os niveis reais e normalizados. E possi-
vel observar os valores de correntes de pico obtidos para uma solucio de etinilestra-
diol 25 pmol L' em tampio BR 0,1 mol L™ (pH 8,0).

CIENCIAS EXATAS E DA TERRA QUIMICA 77



Tabela 14 - Matriz do planejamento CCD, niveis reais e normalizados e a resposta obtida

Experimento Numero de ciclos i?:::?:;:;jlos‘j Resposta (pA)
1 577(-1) 79(-1) 1,9
2 1423 (+1) 7,9(-1) 2,0
3 577(-1) 12,1(+1) 2,4
4 1423 (+1) 12,1(+1) 1,7
5 400(-1,42) 11(0) 1,7
6 1.600(+1,42) 11(0) 2.1
7 1.000(0) 7(-1,42) 2,2
8 1.000(0) 13(+1,42) 1,0
9 1.000(0) 10(0) 2,6
10 1.000(0) 10(0) 2,9
n 1.000(0) 10(0) 2,5

Fonte: Elaboracio prépria.

Depois da execucdo de todos os experimentos foi obtida a seguinte equacdo
de segunda ordem:
Y=b,+bN+bC+bN*+bC’+bNC
onde:
Y = resposta da intensidade de corrente;
b, = coeficientes para N (nmero de ciclos);
C = concentracdo de niquel;

NC = interacdo entre as duas vari4veis (nimero de ciclos e concentracio de niquel).

Os coeficientes da equacdo do modelo foram obtidos via a seguinte equacio
(AJAYAN, 1999; MERKOCI et al., 2005; MOSES; WIER; MURRAY, 1975):

b = (XX)™* (XY)
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A partir do modelo gerado foi possivel construir a superficie de resposta e a

curva de nivel (Figura 16) para o etinilestradiol.

Figura 16
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) Superficie de resposta e (b) curva de nivel obtida para a otimizacdo das varidveis: nimero

de ciclos e concentracio de niquel em funcio da corrente na presenca de etinilestradiol.

De acordo com a Figura 16, identificou-se a regido de méxima corrente (regido
delimitada pelo quadrado na Figura 16b), que corresponde ao intervalo 6timo para
as variaveis. Os valores 6timos escolhidos para o niimero de ciclos e a concentracao
de niquel para eletrodeposicio foram, respectivamente, 1.000 ciclos e 9,4 mmol L™

Testes com o SPEC-Ni otimizado foram realizados para estudar a estabilidade
(repetibilidade e reprodutibilidade) do eletrodo, aplicando voltametria ciclica em
uma velocidade de varredura 50 mV s™. Os resultados de estabilidade apresentaram

um DP de 4,18 £ 0,12 pA (n = 5), demonstrando uma baixa dispersdo dos resultados.

Comportamento eletroquimico do etinilestradiol
no SPEC e no SPEC-Ni

O comportamento eletroquimico do etinilestradiol foi estudado por voltametria
ciclica no SPEC e no SPEC-Ni. Para esta etapa, foram comparadas as respostas em

relacdo a corrente de pico anddica obtida e a estabilidade dos eletrodos na presenca
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de 40 pmol L™ de etinilestradiol em tampao BR 0,1 mol L' (pH 8,0). A Figura 17

apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos.

Figura 17
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de etinilestradiol 40 pmol L™ em tampdo BR 0,1

mol L™ (pH 8,0) no SPEC e no SPEC-Ni. Velocidade de varredura 50 mV s™'. Sentido da varredura “+".

Na Figura 17, observam-se os perfis voltamétricos obtidos para o etinilestradiol
no SPEC e no SPEC-Ni. A resposta do sinal analitico do etinilestradiol mostrou maior
intensidade no SPEC-Ni, com uma corrente de pico de 3,84 pA, e menor no SPEC,
com 1,62 pA. As respostas obtidas no (¥%) SPEC ndo mostraram uma boa repetibili-
dade tanto por VC quanto por SWV. Com isso, o SPEC-Ni mostrou-se mais eficaz,
uma vez que apresenta corrente de pico maior, boa estabilidade do sinal analitico

(repetibilidade e reprodutibilidade) e um facil processo de eletrodeposicio do niquel.

Influéncia do pH
O efeito do pH na resposta voltamétrica do SPEC-Ni foi avaliado por voltametria

ciclica em KCI (pH 7,0) e tampao BR 0,1 mol L7, contendo 10,0 pmol L™ de etinilestra-

diol. Os voltamogramas ciclicos foram avaliados em uma faixa de pH entre 3,0 e 10,0.
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Na Figura 18 é apresentada a dependéncia da LI do E, do etinilestradiol em
funcdo do pH. Em todas as medidas voltamétricas foram empregadas velocidades
de varredura de 50 mV s™.

Figura 18
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Dependéncia da (a) corrente de pico e (b) potencial de pico do etinilestradiol em funcio dos
pHs medidos para os valores de pH na faixa de 3,0 a 10 na presenca de 10,0 umol L' de etinilestradiol

em tampdo BR 0,1 mol L™ e KC1 0,05 mol L™.

As mudancas de Ipico do etinilestradiol em solu¢ées com pHs diferentes sdo
pequenas (exceto pH 10,0), enquanto o E, depende fortemente do pH da solucdo.
Os pHs 3,0 e 9,0 apresentaram as maiores I ., porém o pH 3,0 apresenta uma baixa

pico
solubidade do etinilestradiol e o pH 9,0 apresenta um alto desvio-padrio em com-
paracio com os outros resultados. Com isso, o tampao BR 0,1 mol L™ (pH 8,0) foi
escolhido como eletrélito de suporte a ser empregado, pois apresenta uma I . rela-
pico
tivamente alta, boa solubidade e baixo desvio-padrio.

OE, do etinilestradiol muda para valores menos positivos com o aumento do

pH do eletrélito de suporte, e a dependéncia desses valores é linear de acordo com

a seguinte equagao:

Ep =—-0,051pH + 0,738
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A inclina¢do da reta (0,051) obtida neste trabalho estd préxima do valor (0,058)
encontrado por Smajdor e colaboradores (2017), que sugerem que o ntimero de elé-
trons trocados no processo de oxidac¢io do etinilestradiol é igual ao nimero de pré-
tons. Portanto, esta inclinacio indica que ocorre a transferéncia de um elétron no
processo de oxidacdo. O possivel mecanismo para a oxidacdo do etiniletradiol que

apresenta apenas um elétron transferido é indicado na Figura 19.

Figura 19

Fonte: Smajdor e colaboradores (2017).

Legenda: Mecanismo de oxidacio do etinilestradiol.

Otimizacdo dos parametros da voltametria de onda quadrada

A partir da condic¢do otimizada para eletrodeposicio de niquel no SPEC, fez-se a tria-
gem das varidveis da SWV (incremento de potencial, amplitude e frequéncia). As
respostas obtidas no planejamento 2* das varidveis da SWV e os efeitos calculados se
encontram nas tabelas 15 e 16, respectivamente. Os onze experimentos da Tabela 15
foram realizados em ordem aleatéria (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010;
TEOFILO; FERREIRA, 2006).
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Tabela 15 — Respostas de intensidade da corrente de pico obtidas para

cada experimento na presenca de 25 pmol L™ etinilestradiol

Experimento etiniestradol

(pA)
1 0,40
2 0,94
3 0,32
4 1,01
5 0,03
6 0,70
7 0,03
8 0,12
9 0,70
10 0,80
n 0,70

Fonte: Elaboracio prépria.

Tabela 16 — Resultado dos efeitos calculados para o planejamento 2* das varidveis da SWV

Efeito x erro
b, 0,42+0,08
b, 0,50+0,08
b, -0,15+0,08
b, -0,45+0,08
b, 0,10+0,08
b, -0,10+0,08
b, -0,15+0,08
b, -0,20+0,08

Fonte: Elaboracdo prépria.
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Os resultados na Tabela 16 mostram que as variaveis incremento de potencial
(b1) e frequéncia (b3) foram consideradas significativas, uma vez que ambos os efei-
tos calculados nio apresentaram o valor “zero” no intervalo de confianga (BOLOTIN
et al, 2008). O efeito calculado da vari4vel amplitude (bz) foi considerado nio sig-
nificativo, mesmo néo apresentando o valor “zero” no intervalo de confianca, pois
o efeito calculado da variavel amplitude (bz) foi inferior ao valor do efeito calculado
da interacdo de terceira ordem (b, ,) (NUNES et al, 2016; SMAJDOR et al,, 2017).
A variével amplitude foi fixada no valor de 40 mV (ponto central), e as duas varia-
veis selecionadas foram estudadas no planejamento CCD.

A Tabela 17 mostra a matriz do planejamento CCD utilizada para otimizacio
das varidveis incremento de potencial e frequéncia. Os valores de correntes de pico
obtidos para uma solucdo de etinilestradiol 25 pmol L™ em tampao BR 0,1 mol L™

(pH 8,0) também sio apresentados.

Tabela 17 — Matriz do planejamento CCD para as variaveis da SWV,

niveis reais e normalizados e a resposta obtida

Experimento Increm.ento de Frequéncia(Hz) | Resposta(pA)
potencial (mV)
1 6(-1) 10(-1) 0,92
2 10(+1) 10(-1) 1,03
3 6(-1) 20(+1) 1,24
4 10(+1) 20(+1) 7,85
5 5(-1,42) 15(0) 1,10
6 1M(+1,42) 15(0) 1,08
7 8(0) 8(-1,42) 2,64
8 8(0) 22 (+1,42) 5,31
9 8(0) 15(0) 0,61
10 8(0) 15(0) 0,66
1 8(0) 15(0) 0,58

Fonte: Elaboracédo prépria.
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De maneira similar a otimizacdo da eletrodeposicdo de niquel, foi obtida uma

equacio de segunda ordem envolvendo as duas varidveis em estudo:

Y=b,+bI+bF+bI*+bF+b]IF
onde:
Y = resposta da intensidade de corrente;
b, = coeficientes das varidveis i;
I = incremento de potencial;
F = frequéncia;

IF = interacdo entre as duas varidveis.

A partir da equacio anterior foi possivel calcular os coeficientes do modelo e,
em seguida, a construcido da superficie de resposta e da curva de nivel, ilustrando o

comportamento da corrente de pico na presenca de etinilestradiol (Figura 20).

Figura 20
@) 1,41 (b)
a
m10-12 (1)’21
7,5-10 ’
10 by 021 8
< 7,5 2 c
= "’ 25_5 = 0,21 «@
5 , S
— 25 m0-25 -0,61 g
’O -101 10-12
;" B oo - 141 o oo o o e 1Al 7,5-10
~ ~ N o <t OO 4 O -
<o 53 T Bt S o 5-10
1 ' ' ' 2;5=15
Incremento de potencial Incremento de potencial m0-25

Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) Superficie de resposta e (b) curva de nivel obtida para otimizacio das varidveis: incre-
mento de potencial e frequéncia em funcdo da corrente na presenca de 25 umol L™ etinilestradiol em

tampao BR 0,1 mol L (pH 8,0).
A partir da Figura 20a, observa-se que a superficie de resposta apresentou uma
regido de minimo de corrente (ponto central). Entretanto, a Figura 20b apresenta

um comportamento segundo o qual a elevacdo dos valores das varidveis incremento
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de potencial e frequéncia acarretam um acréscimo da corrente de pico referente ao
etinilestradiol (ROSA; RODRIGUES; FERREIRA, 2016; VICENTINI et al, 2011). De
acordo com a Tabela 17, o experimento 4 obteve a maior resposta de corrente de
pico na presenca de 25 pmol L™ etinilestradiol em tampao BR 0,1 mol L™ (pH 8,0).
Portanto, a condi¢do otimizada para as varidveis da SWV (incremento de potencial
e frequéncia) foi de 10 mV (+1) e 20 Hz (+1), respectivamente. Por fim, para testar
a repetibilidade e a estabilidade do sinal analitico do SPEC-Ni com a SWV otimi-
zada, foram realizadas cinco leituras sucessivas empregando-se 25 pmol L™ de etini-
lestradiol em tampao BR 0,1 mol L (pH 8,0) e obtendo-se um DPR + 3,78 % (n = 5).

Estudo de interferente

A seletividade do método proposto para a determinacio do etinilestradiol foi testada pela
avaliacdo do efeito de possiveis interferéncias de compostos que comumente ocorrem
nas formulacdes farmacéuticas (comprimido) e na UH (devido a uma provével admi-
nistracio de medicamentos). As solucdes desses compostos foram feitas na proporcio
1:100 (etinilestradiol:interferente) com a concentracio de 30 pmol L de etinilestradiol

em tampao BR 0,1 mol L™ (pH 8,0). Os resultados obtidos se encontram na Tabela 18.

Tabela 18 - Efeito de alguns possiveis compostos interferentes

na determinacio de etinilestradiol

Interferentes Resposta obtida (%)
Acetato de ciproterona 97,84+ 3,28
Cefalexina 99,26 +2,94
Diclofenaco 98,29+1,83
Dipirona 95,78 + 4,51
Norfloxacino 98,35+ 2,77
Prednisolona 98,73 + 4,93

Fonte: Elaboracdo prépria.
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De acordo com a Tabela 18, é possivel inferir que os interferentes avaliados
nio afetaram a Lo do hormonio etinilestradiol na propor¢io testada.
Curva analitica
A partir das condi¢oes previamente otimizadas da SWV, foi realizada a construcao
de uma curva analitica para o etinilestradiol em tampao BR 0,1 mol L™ (pH 8,0) no

intervalo de concentracio de 0,23 a 30,0 pmol L™ (Figura 21).

Figura 21

—— Tampéo BR (pH 8,0)
——30,0 umol L™
——15,0 umol L™
——7,50 umol L™
——3,75 ymol L'
——1,87 ymol L™
——0,94 ymol L™
——0,47 ymol L'
——0,23 umol L™

AN

V4

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,0 1,0)210‘5 2,0><I10'5 3,0>;10'5
E / V (vs. pseudo Ag/AgCl) Concentragdo / mol L™

Fonte: Elaboracdo prépria.
Legenda: (a) Voltamogramas de onda quadrada empregando SPEC-Ni para adi¢des de oito concentra-
¢oes de etinilestradiol (0,23 a 30,0 pmol L) em tampdo BR 0,1 mol L. Parametros da SWV: 10 mV
(incremento de potencial); 40 mV (amplitude); 20 Hz (frequéncia). (b) Curva analitica obtida a partir

da variacdo da Ipico em funcio da concentracio de etinilestradiol.

Na Figura 21b, observa-se uma faixa linear de resposta no intervalo de con-
centracdo de 0,23 a 30,0 umol L. Esse resultado indica uma boa linearidade da téc-
nica mesmo em baixas concentracdes de etinilestradiol e sem empregar nenhuma
etapa de pré-concentracdo. As principais caracteristicas de desempenho obtidas a

partir da curva analitica para a metodologia proposta sdo apresentadas na Tabela 19.
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Tabela 19 — Caracteristicas de desempenho obtidas para a determinacio
de etinilestradiol em tampao BR 0,1 mol L™ (pH 8,0) por SWV

Caracteristicas de desempenho Valor
Sensibilidade (A pmol™L) 0,0209 + 0,0001
LD (umol L) 0,052+0,003
LO(umol L) 0,171+ 0,003
Faixa linear (umol L) 0,23a30,0

R? 0,996
Repetibilidade (n =10 para 30 pmol L) 3,36 %

Entre eletrodos RSD (n = 3) 4,23 %

Entre dias RSD(n = 3) 4,72 %

Fonte: Elaboracio prépria.

Nota: LD = limite de deteccdo, LQ = limite de quantificacdo, R* = coeficiente de determinacdo.

Analisando a Tabela 19, observa-se uma boa linearidade dos resultados
(R? > 0,99) na faixa de trabalho proposta (0,23 a 30,0 umol L), o que demonstra
que a metodologia possui a capacidade de gerar resultados lineares proporcionais
a concentracio do analito.

A partir da inclina¢io da curva analitica, os limites de deteccio e quantificacdo
foram calculados de acordo com as férmulas LD = (3 x DPbmco)/ slope e LQ = (10 x
DP, )/slope,onde DP, ¢ o desvio-padrio de 10 medidas voltamétricas do branco

Tanco branco
e o slope é a inclinacdo da curva analitica.

Os testes de repetibilidade e reprodutibilidade apresentaram baixos desvios-

-padrdes, indicando uma boa concordancia entre as anélises feitas em diferentes ele-

trodos e em um mesmo eletrodo durante diferentes dias.
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Determinacao e teste de recuperacao do etinilestradiol

A determinacio de etinilestradiol em estruvita foi feita pelo método de adicio de

padrio, conforme pode ser visualizado na Figura 22.

Figura 22
51 (a) —— Tampao BR (pH 8,0)
—— Estruvita
4tk ——0,93 umol L™
——1,87 umol L'
3L ——3,75 umol L'
< ——7,50 umol L' <:s_
3 oL —— 15,0 umol L' ~
[]
= o
1t -
O L
Atk

02 03 04 05 06 07 08 5.0x10° 1.0x10° 1.5x10°
E/V (vs. pseudo Ag/AgCl) Concentragédo / mol L

Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a quantificacdo de etinilestradiol na amos-
tra de estruvita a partir de cinco adi¢des (0,93 umol L™, 1,87 pmol L™, 3,75 umol L™, 7,50 umol L' e
15,0 umol L) de solucio-padrio de etinilestradiol em tampio BR 0,1 mol L™ (pH 8,0). (b) Curva de
adicdo de padrao de etinilestradiol na estruvita. Parametros da SWV: 10 mV (incremento de poten-

cial); 40 mV (amplitude); 20 Hz (frequéncia).

A extrapolacio da curva de adi¢io de padrio apresentada na Figura 22b indica
que a concentracido do etinilestradiol estd abaixo do limite de detec¢io da técnica
(0,052 umol L™) na estruvita.

A precisio do método SWV/SPEC-Ni e a possibilidade das interferéncias de
matrizes complexas foram verificadas a partir da realizacio do teste de recuperacio
analitica. Para esta etapa as amostras foram fortificadas com trés concentracdes dis-
tintas de etinilestradiol (18, 15 e 12 pmol L™'). Em seguida, as amostras de formulacio
farmacéutica, UH e urina sintética foram analisadas para obter suas porcentagens de
recuperacdo. Os valores foram calculados a partir das concentracdes reais e adicio-

nadas e sdo apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20 — Resultado dos testes de recuperacdes de etinilestradiol

em amostra de estruvita, UE, farmacéutica, UH e urina sintética

Amostras Adicao Encontrado Recuperacgao
(pmol L) (umol L) (%)
Estruvita 18,0 16,9+0,2 93,9+1,3
15,0 15,2+0,5 101,3+ 3.4
12,0 116+0,2 96,7+17
UE 18,0 17,7+ 0,4 98,3+2,1
15,0 15,3+0,5 102,3+3,3
12,0 12,7+0,3 105,8+2,2
Comprimido 18,0 171+0,56 950+2,7
15,0 15,7+ 0,6 104,6 £3,8
12,0 12,3+ 0,6 102,5+4,9
UH 18,0 19,4+ 0,7 107.5+3,6
15,0 15,2+0,6 101,2+4,3
12,0 11.7+£0,3 975+2,8
Urina 18,0 18,4+0,4 102,2+2,2
sintética 15,0 14,2+0,2 94,6 +1,1
12,0 12,9+0,3 1075+2,3

Fonte: Elaboracio prépria.
Nota: Porcentagem de recuperacio = (etinilestradiol encontrado/etinilestradiol adicionado) x 100 %;

n=23.

De acordo com o disposto na Tabela 20, observa-se que nao houve efeito de
matriz, uma vez que as porcentagens de recuperacdo variaram entre 93,9 e 107,5 %,
o que refor¢a a importancia do emprego da técnica analitica de forma rapida e direta.
Portanto, o método se mostrou eficaz na aplicacdo da técnica em uma ampla varie-

dade de amostras.
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Determinacao da concentracao
de norfloxacino em amostras
de urina e estruvita

Estudo do perfil voltamétrico e influéncia do pH

Inicialmente, foi obtido o perfil voltamétrico do norfloxacino por voltametria ciclica
no SPEC, para identificar os potenciais de oxirreducio e possiveis reacoes quimicas
acopladas. A Figura 23 representa o voltamograma ciclico de 1,0 mmol L™ de nor-
floxacino em H SO, 0,1 mol L™ (pH 1,0).



Figura 23
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Voltamograma ciclico de uma solugdo de H,SO, 0,1 mol L™' e solugdo de norfloxacino 1,0
mmol L™ em H,SO, 0,1 mol L™". Intervalo de potencial aplicado 0,6 V até 1,3 V, velocidade de varre-

dura de 50 mV s™'. Sentido da varredura “~”.

A resposta obtida para o eletrélito de suporte (HZSO , 0,1 mol L) indica que
nao ha correntes de fundo significativas em praticamente toda a janela de potencial
aplicado. O potencial final aplicado (1,3 V) estd préximo da zona de desprendimento
do oxigénio. Porém esse processo nao apresenta interferéncia para analise de norflo-
xacino. Na presenca de 1,0 mmol L™ de norfloxacino, o voltamograma ciclico teve
um pico de oxidacio irreversivel em 1,17 V com intensidade de 60 pA.

O efeito do pH na resposta voltamétrica do norfloxacino sobre o SPEC foi
avaliado por voltametria ciclica em H,SO,, KCl e tampao BR 0,1 mol L™, contendo
1,0 mmol L de norfloxacino. Os voltamogramas ciclicos foram avaliados em uma
faixa de pH entre 1,0 e 9,0. A metodologia visa a determinacio de norfloxacino em
estruvita, por isso valores superiores de pH (> 9,0) ndo foram considerados em vir-
tude da baixa solubilidade da estruvita nessas condicdes.

Os resultados exibiram diferentes comportamentos nos valores de corrente de
pico anddico (Ipa) e no potencial de pico anédico (Epa) do norfloxacino em funcio da
variacdo do pH (Figura 24). Em todas as medidas voltamétricas foram empregadas

velocidades de varredura de 50 mV s
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Figura 24
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Fonte: Elaboracédo prépria.

Legenda: Dependéncia de (a) Ipic e (b) EPa do norfloxacino em funcdo do pH medido. Valores de pH

o

na faixa de 1,0 a 9,0 na presenca de 1,0 mmol L' de norfloxacino em H,SO,, tampao BR 0,1 mol L™

e KC1 0,05 mol L.

Na Figura 24, observa-se que o valor da Ipico diminui a medida que os valores
de pH aumentam. A Ipico sofre um leve aumento em pH 5,0, voltando a decair até se
estabilizar em pH > 8,0. O valor méximo de corrente foi obtido em pH 1,0 (H,SO, 0,1
mol L™). Os 4cidos HCl e HNO, também foram testados em diferentes concentragdes,
e ambos apresentaram Ipico inferiores aos obtidos em H,SO, 0,1 mol L™". Portanto, o
dcido sulftrico (0,1 mol L™, pH 1,0) foi escolhido como o eletrélito de suporte 6timo
para os estudos posteriores.

O E. do norfloxacino muda para valores menos positivos com o aumento do
pH do eletrdlito de suporte, e a dependéncia desses valores é linear de acordo com

a seguinte equacao:
Epa =-0,052pH + 1,252

A inclinacio da reta (0,052) obtida estd de acordo com os resultados mostra-
dos por Liu e colaboradores (2008), inclinacio da reta = 0,056. Os autores sugerem
que o processo de oxidacio do norfloxacino envolve um nimero igual de prétons e
elétrons, indicando que ocorre a transferéncia de dois elétrons no processo de oxi-

dacdo. O mecanimos proposto pelos autores é indicado na Figura 25.
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Figura 25
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Fonte: Liu e colaboradores (2018).

Legenda: Mecanismo de oxidacdo do norfloxacino.

Avaliacao da estabilidade do eletrodo

O estudo para avaliar a estabilidade do SPEC para a determinacio de norfloxacino
consiste na analise da variacdo da IPico em funcdo do nimero de varreduras. Para isso,
foram comparadas as Ipico obtidas pela técnica de voltametria de varredura linear (LSV,
do inglés linear sweep voltammetry) nas varreduras 1, 10, 25, 30 e 35 a partir de uma
solucao de norfloxacino 800,0 umol L™ em H SO, 0,1 mol L™". Os resultados obtidos

encontram-se representados na Figura 26.

Figura 26
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Variacdo da I versus nmero de varreduras (n = 35) para uma solucdo contendo

800,0 pmol L™ de norfloxacino em H,SO, 0,1 mol L. Velocidade de varredura 50 mV s™".
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Na Figura 26, observa-se que durante as primeiras 25 varreduras o eletrodo
demonstrou uma boa estabilidade, apresentando Ipico inicial de 35,3 pA (DPR = 2,9 %,
n=3)ede32,1e31,9 uA (DPR =2,9 % e 4,1 %, n = 3) na décima e vigésima quinta
varredura, respectivamente. A partir da vigésima quinta varredura a perda de sinal
analitico é consideravel, tornando invidvel a aplicacio do método com o mesmo ele-
trodo. Com isso, padronizou-se a utilizacao do SPEC por até 25 varreduras de LSV

sucessivas, para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.

Curva analitica

A aplicacio da SWV e DPV para determinacdo do norfloxacino demonstrou sinais
analiticos com baixa reprodutibilidade e repetibilidade, tornando-a invidvel. Com
isso, a LSV apresentou-se como uma alternativa viavel, uma vez que teve boa resposta
analitica, reprodutibilidade e repetibilidade. A velocidade de varredura de potencial
empregada foi de 50 mV s™, pois teve bons resultados em relacdo ao sinal analitico e
a largura do potencial de meio pico. Velocidades de varredura superiores a 50 mV s™
apresentaram um aumento na largura do potencial de meio pico e sobreposicio do
sinal analitico da oxidacdo do norfloxacino a zona de desprendimento do oxigénio
por completo, interferindo assim nas analises de [, Deste modo, a curva analitica
para o norfloxacino foi construida empregando-se LSV no intervalo de concentra-
cdo de 3,712 1.000 pmol L' (Figura 27).
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Figura 27
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Fonte: Elaboracio prépria.

Legenda: (a) Voltamogramas de varredura linear para a adi¢des de oito solu¢des-padrio de norfloxa-

cino (3,71 a 1.000 pmol L™!) em H,SO, 0,1 mol L. Velocidade de varredura 50 mV s

Na Figura 27b, observa-se uma faixa linear de resposta da corrente de pico em

funcido da concentracdo de norfloxacino no intervalo de concentracio de 7,52 a 1.000

umol L. Esse resultado indica uma boa linearidade da técnica mesmo em baixas con-

centracoes de norfloxacino e sem o emprego de nenhuma etapa de pré-concentra-

cdo. As principais caracteristicas de desempenho obtidas a partir da curva analitica

para a metodologia proposta sio apresentadas na Tabela 21.
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Tabela 21 - Caracteristicas de desempenho obtidas para a determinacio

de norfloxacino em H 8O, 0,1 mol L™ por LSV

Caracteristicas de desempenho Valor
Sensibilidade (WA umol L) 0,0209 + 0,0001
LD (umol L) 0,81+0,02
LO(umol L) 2,68+0,02
Faixa linear (umol L) 3,71a1.000

R? 0,997
Repetibilidade (n =10 para 30 pmol L) 2,74 %

Entre eletrodos RSD(n = 3) 3,83 %

Entre dias RSD(n=3) 4,03 %

Fonte: Elaboracio prépria.

Nota: LD = limite de deteccdo; LQ = limite de quantificacdo; R* = coeficiente de determinacio.

Analisando a Tabela 21, observa-se uma boa linearidade dos resultados
(R? > 0,99) na faixa de trabalho proposta (3,71 2 1.000 umol L™), o que demonstra
que a metodologia possui a capacidade de gerar resultados proporcionais a concen-
tracao do analito.

A partir da inclinacdo da curva analitica, os limites de deteccdo e quantifica-
cdo foram calculados de acordo com as férmulas LD = (3 x DP_ )/slope e LQ =

co
(10 x DP, )/slope, onde DP é o desvio-padrio de 10 medidas voltamétricas do
ranco branco
branco e o slope é a inclina¢do da curva analitica.
Os testes de repetibilidade e reprodutibilidade apresentaram baixos desvios-
-padrdes, indicando uma boa concordancia entre as andlises feitas em diferentes

eletrodos e em um mesmo eletrodo durante diferentes dias.
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Estudo de interferentes

A seletividade do método proposto para a determinacdo do norfloxacino foi testada
pela avaliacdo do efeito de possiveis interferéncias de compostos que comumente
ocorrem nas formulacdes farmacéuticas (comprimido) e na UH (devido a uma pos-
sivel administracio de medicamentos). As solucdes desses compostos foram feitas na
propor¢do 1:100 (norfloxacino:interferente) com a concentra¢io de 30 pmol L™ de

norfloxacino em H,SO, 0,1 mol L. Os resultados obtidos se encontram na Tabela 22.

Tabela 22 - Efeito de alguns possiveis compostos interferentes

na determinacio de norfloxacino

Interferentes Resposta obtida (%)
Cefalexina 99,58 +2,03
Etinilestradiol 99,26+ 2,94
Dipirona 95,78 + 4,51
Paracetamol 97,39 + 3,01
Prednisolona 99,36 +2,83

Fonte: Elaboracio prépria.

De acordo com a Tabela 22, conclui-se que os interferentes ndo afetaram a Lo

do norfloxacino sob a concentracio testada.

Determinacao e teste de recuperacao do norfloxacino

A determinacio de norfloxacino em estruvita foi feita pelo método de adicido de

padrio, conforme pode ser visualizado na Figura 28.
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Figura 28
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) Voltamogramas de varredura linear obtidos para a quantificacio de norfloxacino na amos-
tra de estruvita, a partir de cinco adi¢des (7,2 pmol L™, 15,3 umol L™, 30,52 umol L™, 61,25 umol L™
e 125,00 umol L) de solu¢do-padrio de norfloxacino em H,SO, 0,1 mol L™, (b) Curva de adicio de

padrio de norfloxacino na estruvita. Velocidade de varredura 50 mV s™.

A extrapolacio da curva de adi¢io de padrio apresentada na Figura 28b indica
que a concentra¢io do norfloxacino na estruvita estd abaixo do limite de deteccio
da técnica (0,81 umol L™).

A precisdo do método proposto e a possibilidade das interferéncias de matri-
zes complexas foram verificadas a partir da realizacdo do teste de recuperacio anali-
tica. Para esta etapa, as amostras foram fortificadas com trés concentracdes distintas
de norfloxacino (125, 30,5 e 7,2 umol L™). Em seguida, as amostras de estruvita, UE,
formula¢io farmacéutica, UH e urina sintética foram analisadas para obter suas por-
centagens de recuperacio. Os valores foram calculados a partir das concentracées

reais e adicionadas e sdo expressos na Tabela 23.
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Tabela 23 - Resultado dos testes de recuperacdes de norfloxacino

em amostra de estruvita, UE, farmacéutica, UH e urina sintética

Amostras Adigao (pmol L) Encontrado (umol L) Recuperagéo (%)
Estruvita 125,0 122,917 98,3+£1,3
30,5 30,4 +1,1 99,7+ 3.4
7.2 7.0+0,1 97217
UE 125,0 123,9+2,6 99.1+2,1
30,5 31,0+£10 101,8+ 3,3
7.2 71+0,2 98,8+2,2
Comprimido 125,0 121,8 + 3.4 97.4+2,7
30,5 30,4+1,2 99,6+3,8
7.2 71+0,4 98,9+4,9
UH 125,0 126,5+ 4,5 101,2+3,6
30,5 30,9+1,3 1014+ 4,3
7.2 71+0,2 99,8+2,8
Urina sintética 125,0 123,2+2,8 986+2,2
30,5 29.9+0,4 98,2+1,1
7.2 70+0,2 97.3+2,3

Fonte: Elaboracio prépria.

Nota: Porcentagem de recuperacio = (norfloxacino encontrado/norfloxacino adicionado) x 100 %; n = 3.

De acordo com a Tabela 23, observa-se que nio houve efeito de matriz, uma

vez que as porcentagens de recuperacio variaram entre 97,2 e 101,8 %, o que reforca

a importancia do emprego da técnica analitica de forma rapida e direta. O método se

mostrou eficaz na aplica¢do da técnica em uma ampla variedade de amostras.
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Determinacao da concentracao
de paracetamol em amostras
de urina e estruvita

Estudo do perfil voltamétrico e influéncia do pH

Inicialmente, foi obtido o perfil voltamétrico do paracetamol por voltametria ciclica
no SPEC, para identificar os potenciais de oxirreducio e possiveis reacoes quimicas
acopladas. A Figura 29 representa o voltamograma ciclico de 100 pmol L™ de para-
cetamol em HCI 0,1 mol L™ (pH 1,0).



Figura 29
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141
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I} 1
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E/V (vs. pseudo Ag/AgCl)
Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Voltamograma ciclico de solucdo de HCI 0,1 mol L™ e solucdo de paracetamol 100 umol L™

em HCI 0,1 mol L. Intervalo de potencial aplicado 0,0 até 1,0 V, velocidade de varredura de 50 mV s™.

Sentido da varredura “—”.

A resposta obtida para o eletrélito de suporte (HCI 0,1 mol L) indica que ndo hé
correntes de fundo significativas, processos interferentes ou quaisquer reacdes adja-
centes no intervalo de potencial aplicado. Na presenca de 100 pmol L™ de paraceta-
mol, o voltamograma ciclico apresentou um pico de oxidacio irreversivel em 0,62 V.

O efeito do pH na resposta voltamétrica do paracetamol sobre o SPEC foi
avaliado por voltametria ciclica em HCI, KCl e tampao BR 0,1 mol L™, contendo
100 pmol L™ de paracetamol. Os voltamogramas ciclicos foram avaliados em uma
faixa de pH entre 1,0 e 12,0. A metodologia visa a determinacio de paracetamol em
estruvita, por isso, valores superiores de pH (> 9,0) ndo foram considerados em vir-
tude da baixa solubilidade da estruvita nessas condicoes.

Os resultados exibiram diferentes comportamentos nos valores de corrente
de Ipa e de Epa do paracetamol em funcio da variacdo do pH (Figura 30). Em todas

as medidas voltamétricas foram empregadas velocidades de varredura de 50 mV s™".
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Figura 30
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Dependénciada (a) 1, e (b)E  do paracetamol em funcdo do pH medido. Valores de pH na faixa

de 1,0 212,0 na presenca de 100 umol L™ de paracetamol em HCI, tampao BR 0,1 mol L' e KCI 0,05 mol L.

Na Figura 30a, obseva-se que o valor da Ipico diminui & medida que os valores
de pH aumentam. A corrente de pico sofre um leve aumento em pH 4,0, voltando a
decair até se estabilizar em pH a partir de 8,0. O valor maximo de corrente foi obtido
em pH 1,0 (HC1 0,1 mol L™). Os 4cidos H,SO, e HNO, também foram testados em dife-
rentes concentracdes, porém ambos apresentaram correntes de pico inferiores aos
obtidos em HCI 0,1 mol L. Portanto, HCI 0,1 mol L' (pH 1,0) foi escolhido como
o eletrdlito de suporte ideal para os estudos posteriores.

O potencial de oxidacdo do paracetamol muda para valores menos positivos
com o aumento do pH do eletrélito de suporte e a dependéncia desses valores é linear

de acordo com a seguinte equacio:
E =-0,051pH + 1,252 (V)

A inclinagdo da reta (0,051 V) obtida neste trabalho estd préxima do valor
(0,058) encontrado por Wei e colaboradores (2019), que sugerem que o nimero de
elétrons envolvidos no processo de oxidacdo do paracetamol é igual ao nimero de
prétons. Esta inclinacio indica que ocorre a transferéncia de dois elétrons no pro-
cesso de oxida¢do. O mecanismo proposto pelos autores para a oxidacio do paraceta-

mol é indicado na Figura 31.
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Figura 31
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Fonte: Wei e colaboradores (2019).

Legenda: Esquema da possivel oxidacdo do norfloxacino.

Otimizacao dos parametros da voltametria de onda quadrada

A partir da escolha do melhor eletrélito, os pardmetros da SWV (incremento de
potencial, amplitude e frequéncia) foram otimizados univariadamente. A Figura 32
apresenta a resposta analitica de paracetamol 100 pmol L™ em HCI 0,1 mol L' para

os diferentes valores estudados.

Figura 32
241 ©)
251
20 P |
A
16l 20} . _H
< < -
312t 2 sf "
= 8 ./
8r _8 10} s
a4l /./
5+
0 L
06 07 08 09 1.0 % 2 s 6 8 10
E/V (vs. pseudo Ag/AgCl) Incremento de potencial / mV
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solucio contendo 100 pmol L™ de para-
cetamol em HCI 0,01 mol L, (a) incremento de potencial, (c) amplitude e (e) frequéncia. Condicdes da
SWV: (a) incremento de potencial 1 a 10 mV, amplitude 40 mV e frequéncia 5 Hz; (c) incremento de
potencial 5 mV, amplitude 5a 60 mV e frequéncia 5 Hz; (e) incremento de potencial 5 mV, amplitude

40 mV e frequéncia 5 a 30 Hz. Ipim em funcdo (b) incremento de potencial, (d) amplitude e (f) frequéncia.
A Tabela 24 sumariza todos os parimetros operacionais da SWV, seus inter-

valos de estudo e os valores otimizados para sua aplicacdo em solucio-padrio de
paracetamol 100 pmol L™ em HCI 0,1 mol L.
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Tabela 24 — Parametros experimentais da SWV otimizados para determinacio de

paracetamol em solu¢io-padrio de paracetamol 100 pmol L' em HCI 0,1 mol L™

Pardmetro estudado Intervalo estudado Valor 6timo
Incremento de potencial Ta10 mV 10 mV
Amplitude 5a60mV 40 mV
Frequéncia 5a30Hz 15mV

Fonte: Elaboracio prépria.

Na otimizacio dos parametros da SWV, foram escolhidos os seguintes valores:
incremento de potencial = 10 mV, amplitude = 40 mV e frequéncia = 15 Hz. Os cri-
térios de otimizacdo levaram em consideracio os valores que apresentavam maior
sinal analitico com menor largura de potencial de meio pico e boa resolucio.

No estudo do incremento de potencial, os valores de Ipico mostraram um com-
portamento crescente em toda faixa de estudo (1 a 10 mV) (Figura 32b). Para valo-
res superiores (> 10 mV) de incremento de potencial, ocorreram erros nas leituras,
gerando sinais com grande ruido no potencial de oxidac¢do do farmaco, por isso, nao
foram estudados valores superiores a 10 mV. Consequentemente, o valor de 10 mV
foi escolhido como valor 6timo a ser empregado, uma vez que apresenta a maior Lo
e nio foi observado aumento substancial da largura de meio pico (vide Figura 32a).

Na otimizac¢do da amplitude, foi observado um aumento continuo da IPico até o
valor médximo em 40 mV (Figura 32d). Nio foi observado aumento substancial da lar-
gura do potencial de meio pico que justifique a ndo escolha deste valor (Figura 32c¢).
Com isso, o valor de 40 mV para a amplitude foi escolhido como valor 6timo.

Por fim, no estudo da frequéncia foi observado um valor étimo de 15 Hz. Para
valores superiores a esse, houve um decaimento progressivo da corrente de pico até

o tltimo ponto do intervalo (Figura 32f).
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Avaliacao da estabilidade do eletrodo

O estudo para avaliar a estabilidade do SPEC para determinacdo de paracetamol con-
siste na andlise da variacdo da Ipico em funcido do niamero de varreduras. Para isso
foram comparadas as Ipico obtidas pela técnica de SWV nas varreduras 1, 10, 15, 20,
25,30, 40 e 50 a partir de uma solucdo paracetamol 100 umol L' em HCI 0,1 mol L™".

Os resultados obtidos encontram-se representados na Figura 33.

Figura 33
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: Variacdo dal, versus ndmero de varreduras (n = 50) para uma solucio contendo 100 umol L
de paracetamol em HCI 0,1 mol L'. Condicdes da SWV: 10 mV (incremento de potencial); 40 mV
(amplitude); 15 Hz (frequéncia).

Na Figura 33 observa-se que durante as primeiras 25 varreduras o eletrodo
demonstrou uma boa estabilidade, apresentando Ipico inicial de 19,32 pA (DPR = 1,9 %,
n=3)edel7,97 17,47 pA (DPR = 2,7 % € 1,3 %, n = 3) na décima e na vigésima quinta
varredura, respectivamente. A partir da vigésima quinta varredura a perda de sinal
analitico é consideravel, tornando inviavel a aplicacio do método com o mesmo ele-
trodo. Portanto, a utilizacdo do SPEC foi padronizada em até 25 varreduras de SWV

sucessivas, para garantir a confiabilidade dos resultados obtido.
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Curva analitica

A partir das condi¢des previamente otimizadas, foi construida uma curva analitica

para o paracetamol no intervalo de concentracio de 0,19 a 100 pmol L' (Figura 34).

Figura 34
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) Voltamogramas de onda quadrada para a adi¢cdes de dez solucdes de paracetamol (0,19
2100 pmol L") em HCI 0,1 mol L' Pardmetros da SWV: 10 mV (incremento de potencial); 40 mV
(amplitude); 15 Hz (frequéncia). (b) Curva analitica obtida a partir da variacdo da Ipic0 em funcio da

concentracio de paracetamol.

Na Figura 34b, observa-se uma faixa linear de resposta no intervalo de con-
centracdo de 0,19 a 100 umol L. Esse resultado indica uma boa linearidade da téc-
nica mesmo em baixas concentracdes de paracetamol, sem o emprego de nenhuma
técnica de pré-concentracio ou de alguma modificacio na superficie do eletrodo. As
principais caracteristicas de desempenho obtidas a partir da curva analitica para a

metodologia proposta sdo apresentadas na Tabela 25.
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Tabela 25 — Caracteristicas de desempenho obtidos

para a determinacido de paracetamol por SWV

Caracteristicas de desempenho Valor
Sensibilidade (pA pmol'L) 0,0652 +0,0001
LD (pmol L) 0,046 + 0,002
LO (umol L) 0,156 + 0,002
Faixa linear (umol L") 0,719a100

R? 0,998

Repetibilidade (n =10 para 1pmol L™) 2,31%

Entre eletrodos RSD(n = 3) 2,86 %

Entre dias RSD(n=3) 3,57 %

Fonte: Elaboracio prépria.

Nota: LD = limite de detec¢do; LQ = limite de quantificacdo; R? = coeficiente de determinacio.

Analisando a Tabela 25, observa-se uma boa linearidade dos resultados (R? >
0,99) na faixa de trabalho proposta (0,19 a 100 pmol L), o que demonstra que a
metodologia possui a capacidade de gerar resultados lineares proporcionais a con-
centrac¢do do analito. A partir da inclinacio da curva analitica, os limites de deteccdo
)/
slopee LQ = (10xDP,___)/slope, onde DP, ¢ o desvio-padrio de 10 medidas vol-

nco

e quantificacio (LQ) foram calculados de acordo com as férmulas: LD = (3 x DP

branco

tamétricas do branco e o slope é a inclinacio da curva analitica.
Os testes de repetibilidade e reprodutibilidade apresentaram baixos desvios-
-padrdes, indicando uma boa concordancia entre as anélises feitas em diferentes ele-

trodos e em um mesmo eletrodo durante diferentes dias.

Estudo de interferentes

A seletividade do método proposto para a determinacio do paracetamol foi testada

pela avaliacdo do efeito de possiveis interferéncias de compostos que comumente
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ocorrem nas formula¢des farmacéuticas (comprimido) e na UH (devido a uma pos-
sivel administracdo de medicamentos). As solucdes desses compostos foram feitas
na propor¢io 1:100 (paracetamol:interferente) com a concentracgdo de 30 pmol de

paracetamol em HCI 0,1 mol L. Os resultados obtidos se encontram na Tabela 26.

Tabela 26 — Efeito de alguns possiveis compostos

interferentes na determinacao de paracetamol

Interferentes Resposta obtida (%)
Cefalexina 97,88 +2,27
Diclofenaco 99,35+2,86
Etinilestradiol 97,04+ 3,19
Norfloxacino 98,28 + 4,33
Prednisolona 99,25 + 4,04

Fonte: Elaboracdo prépria.

De acordo com a Tabela 26, conclui-se que os interferentes nio afetaram a Lo

do paracetamol sob a concentracao testada.

Determinacao e teste de recuperacao do paracetamol

A determinacio de paracetamol em estruvita foi feita pelo método de adicio de

padrio. A Figura 35 apresenta a curva de adicio de padrio obtida.
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Figura 35
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Fonte: Elaboracio prépria.
Legenda: (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a quantificacio de paracetamol na amos-
tra de estruvita, a partir de cinco adi¢des (1,56 pmol L, 3,13 umol L™, 6,25 umol L™, 12,5 umol L™ e
25,0 pmol L) de solu¢do-padrio de paracetamol em HCI 0,1 mol L. (b) Curva de adi¢do de padrio
de paracetamol na estruvita. Parametros da SWV: 10 mV (incremento de potencial); 40 mV (ampli-

tude); 15 Hz (frequéncia).

A extrapolacao da curva de adicdo de padrao apresentada na Figura 35b indica
que a concentracdao do paracetamol na estruvita estd abaixo do limite de deteccao
da técnica (0,046 umol L™). Na Figura 35a, observar-se um “pico” para concentra-
cdes superiores a 3,63 umol L™, o qual pode ser atribuido a impurezas do eletrodo
impresso de carbono devido a mudanca de “lote”. Entretanto, tais picos ndo apresen-
taram quaisquer interferéncias durante as analises e por isso foram desconsiderados.

A precisio do método e a possibilidade das interferéncias de matrizes comple-
xas foram verificadas a partir da realizacdo do teste de recuperacio analitica. Para
esta etapa as amostras foram fortificadas com trés concentracées distintas de para-
cetamol (0,41, 3,91 e 26,7 pmol L™'). Em seguida, as amostras de UE, estruvita, UH,
urina sintética e formulacio farmacéutica foram analisadas a fim de obter suas por-
centagens de recuperacdo. Os valores foram calculados a partir das concentracoes

reais e adicionadas e sdo apresentados na Tabela 27.
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Tabela 27 — Resultado dos testes de recuperacdes de paracetamol

em amostra de estruvita, UE, farmacéutica, UH e urina sintética

Amostras Adigao (umol L) Encontrado (umol L") | Recuperagao (%)
Estruvita 26,70 26,4 +0,84 98,9 + 3,21
3,91 3,63+0,11 92,8+2,77
0,41 0,43+0,01 104,9+3,18
UE 26,70 24,8+ 0,64 92,9+2,26
3,91 417+0,12 106,6 + 2,82
0.41 0,43 +0,01 104,9 £1,64
Comprimido 26,70 27,2+0,63 101,8 £2,33
3,91 3,88+0,17 99,2+3,53
0.41 0.41+0,01 100,0 + 2,67
UH 26,70 271+0,44 101,4 £ 1,63
3,91 3,71+0,07 94,9+1,86
0.41 0,38+0,01 92,7+1,56
Urina sintética 26,70 28,4+0,7 106,4 + 2,51
3,91 3,83+0,07 97,9+1,93
0,41 0,41+0,01 100,0+ 2,21

De acordo com a Tabela 27, observa-se que nio houve efeito de matriz, uma
vez que as porcentagens de recuperacio variaram entre 92,7 e 106,4 %, o que reforca

a importancia do emprego da técnica analitica de forma rapida e direta. O método se

Fonte: Elaboracio prépria.

mostrou eficaz na aplicacdo da técnica em uma ampla variedade de amostras.
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Comparacao entre os métodos
propostos e a literatura

Dipirona

Comparando-se os trabalhos descritos na Tabela 1, é possivel destacar o de Rumin
e colaboradores (2016) e o de Smajdor, Paczosa-Bator e Piech (2016), que descre-
veram a determinacdo de dipirona por voltametria de pulso diferencial e voltame-
tria de varredura linear, respectivamente. Ambos utilizaram eletrodos de carbono
vitreo modificado e técnicas voltamétricas associadas com etapas de pré-concentra-
cdo. Nota-se que esses estudos apresentaram os menores LD relatados na literatura
(0,013 e 0,023 umol L, respectivamente), porém cabe ressaltar que foram desen-
volvidos empregando modificacdes na superficie do eletrodo e elevados tempos de
pré-concentracio (90 s).

Neste trabalho, nio foram realizadas modificacdes na superficie do eletrodo,
muito menos foram aplicados potenciais de pré-concentragio (tempo de pré-con-
centracio = 0). A técnica empregada em conjunto com os SPEs apresenta um baixo
consumo de reagente (40 pL), com uma detectibilidade (LD = 0,097 umol L™') supe-
rior a dos demais trabalhos listados na Tabela 1 ou na mesma ordem de grandeza
apresentada por eles. Além disso, empregou-se aqui um sistema portatil, que viabi-

liza a aplicacdo do método in loco.
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Etinilestradiol

Comparando-se os trabalhos descritos na Tabela 3, destacam-se os estudos de Nunes
e colaboradores (2016) e de Li (2007), que descreveram a determinacio de etiniles-
tradiol por voltametria de pulso diferencial e voltametria de varredura linear, res-
pectivamente. Ambos utilizaram eletrodos de gota pendente de mercurio e pasta de
carbono na presenca de brometo de etil piridina, com etapas de pré-concentracio de
150 s em ambos os estudos. Nota-se que esses estudos apresentaram os menores LD
relatados na literatura (0,00147 e 0,03 umol L™, respectivamente), porém cabe res-
saltar que foram desenvolvidos empregando modificacdes na superficie do eletrodo
e eletrodo de mercurio (altamente t6xico para o meio ambiente) e elevados tempos
de pré-concentracio (150 s).

Neste trabalho, a modificacio realizada na superficie do eletrodo foi uma ele-
trodeposicdo simples e rapida de niquel e ndo foram aplicados potenciais de pré-con-
centracio (tempo de pré-concentracio = 0). A técnica empregada em conjunto com
os SPEs apresenta um baixo consumo de reagente (40 uL), com uma detectibilidade
(LD = 0,052 pmol L) préxima a dos demais trabalhos apresentados na Tabela 3, e

empregando um sistema portatil, que viabiliza a aplicacio do método in loco.

Norfloxacino

Comparando-se os trabalhos descritos na Tabela 2, é possivel destacar primeira-
mente os estudos de Silva e colaboradores (2015) e de Ye, Wang e Wen (2015), que
descreveram a determinacdo de norfloxacino por voltametria de onda quadrada
e voltametria de pulso diferencial, respectivamente. Ambos utilizaram eletrodos
modificados. Nota-se que esses estudos apresentaram os menores LD relatados na
literatura (0,0046 e 0,005 pmol L), porém cabe ressaltar que foram desenvolvidos
empregando modificacées complexas.

Outro estudo que merece destaque é o de Hamnca e colaboradores (2017), que
aplicaram uma modificacdo na superficie de um eletrodo impresso de carbono modi-

ficado com 4cido polimico e grafeno e obtiveram um LD de 0,034 umol L.
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A metodologia proposta neste trabalho apresenta um LD de 0,81 umol L™, sendo
inferior as apresentadas na literatura. Além disso, a metodologia proposta é bem mais
simples (sem modificacio de eletrodo), apresenta um baixo consumo de reagente
(40 uL) e faz aplicacio direta do SPEC para anélise de norfloxacino em diferentes

matrizes, usando um sistema portatil, que viabiliza a aplicacio do método in loco.

Paracetamol

Comparando-se os trabalhos descritos na Tabela 4, destacam-se os estudos de
Meenakshi, Pandian e Gopinath (2020) e de Zhang e colaboradores (2019), que
descreveram a determinacdo de paracetamol por voltametria de pulso diferencial.
Ambos utilizaram eletrodos modificados, sendo que o segundo trabalho utilizou um
eletrodo impresso. Nota-se que esses estudos apresentaram os menores LD relatados
na literatura (0,0043 e 0,048 umol L™).

Neste trabalho, nio foram realizadas modificacdes na superficie do eletrodo.
Além disso, a técnica empregada em conjunto com os SPEs apresenta um baixo con-
sumo de reagente (40 uL), com uma detectibilidade (LD = 0,046 pmol L) superior
a dos demais trabalhos listados na Tabela 4 ou na mesma ordem de grandeza apre-
sentada por eles. Ademais, aqui se empregou um sistema portatil, que viabiliza a

aplicacdo do método in loco.
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Conclusao

Os métodos eletroanaliticos propostos para as determinacdes eletroquimicas de dipi-
rona, etinilestradiol, norfloxacino e paracetamol usando voltametria de onda quadrada
(dipirona, etinilestradiol e paracetamol) e voltametria de varredura linear (norfloxa-
cino) em conjunto com os SPECs permitem determinar o analito em concentracdes
tao baixas quanto 0,097 umol L, 0,052 umol L™, 0,81 umol L™ e 0,046 pmol L™, res-
pectivamente. Vale enfatizar que nao foram utilizadas etapas de pré-concentracio, as
quais aumentam consideravelmente o tempo de anélise e por muitas vezes requerem
equipamentos extras e fontes de energia (além do notebook ou computador) e, com
isso, dificultam a realizacdo de andlise in loco. Igualmente vale ressaltar que a etapa de
eletrodeposicio utilizada para o preparo do SPEC-Ni para determinar etinilestradiol
é simples e rdpida. A etapa de eletrodeposi¢io para modificacio do SPEC com niquel
dura em torno de dez minutos, o que é relativamente baixo quando comparado com
0 ja feito pelos outros trabalhos da literatura citados neste livro. Além disso, a modi-
ficacdo efetuada requer apenas uma soluc¢io de niquel e aplicacio da técnica de vol-
tametria ciclica, sem necessitar de quaisquer equipamentos externos ou ambientes
controlados, facilitando assim o preparo.

Em rela¢io a metodologia desenvolvida para a anélise de dipirona, o teste de
possiveis interferentes indicou que nao hd interferéncia significativa na propor¢ao
de 1:1 para a maior parte dos metais propostos como interferentes. Os compostos
organicos testados como interferentes no sinal analitico da dipirona também nao

apresentaram quaisquer varia¢des significativas no sinal analitico em nenhumas das

CIENCIAS EXATAS E DA TERRA QUIMICA 117



proporcdes estudadas. Em comparacio com os resultados presentes na literatura, a
metodologia para deteccdo de dipirona demonstrou 6timos resultados. Ademais, o
teste de estabilidade do SPEC frente a andlise de dipirona demonstrou que o método
possui capacidade de utilizacio de um tunico SPEC diversa vezes (> 20).

A metodologia de anélise do firmaco etinilestradiol empregando o SPEC-Ni
também demonstrou 6timos resultados quando comparada com a literatura e, além
disso, obteve 6timos valores de reprodutibilidade e repetibilidade. A analise de inter-
ferentes com diversos firmacos também apresentou étimos resultados, demonstrando
a capacidade do método de detectar o hormoénio sem quaisquer interferéncias signi-
ficantes. O teste de estabilidade do eletrodo gerou resultados satisfatérios, demons-
trando a capacidade de utilizar um mesmo eletrodo por mais de dez vezes. Tais
resultados reforcam que a modificacdo com niquel melhorou de forma significativa
a capacidade da metodologia de deteccio do hormoénio.

Ja a metodologia para deteccdo de norfloxacino foi a Gnica em que nio foi
possivel empregar a técnica de voltametria de onda quadrada, porque apresen-
tou respostas analiticas pouco reprodutiveis e inconsistentes. Porém, mesmo uti-
lizando uma técnica considerada menos sensivel (voltametria de varredura linear),
os resultados obtidos foram excelentes em relacdo as caracteristicas analiticas do
método, aos testes de interferentes realizados e ao teste de estabilidade do eletrodo,
que demonstrou que um mesmo eletrodo pode ser utilizado por mais de vinte vezes
para andlise de norfloxacino.

Por fim, a metodologia desenvolvida para anilise de paracetamol apresentou
6timos resultados também, estando par a par com resultados obtidos anteriormente
nas outras metodologias em relacio as caracteristicas analiticas, aos testes de inter-
ferentes e a estabilidade do eletrodo impresso frente 4 analise de paracetamol.

Todas as metodologias foram testadas em diversas amostras reais. Este teste
consistiu em “contaminar” as amostras com concentracdes conhecidas dos firmacos
e analisar essas amostras “contaminadas” para observar a capacidade real das meto-
dologias. Deste modo, as analises demonstraram recuperacao em valores préximos
a 100 %, obtendo-se, portanto, sucesso em determinar as concentracdes que foram
adicionadas inicialmente, para todos os firmacos nas matrizes propostas: estruvita,

UE, UH e amostra farmacéutica.
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Assim, todas as metodologias desenvolvidas em conjunto com a utilizacdo de
um potenciostato portatil e dos SPEs reforcam a possibilidade de aplicacio dos méto-
dos propostos in loco de forma pritica e rapida. Além disso, é de suma importincia
ressaltar que em nenhuma metodologia houve a necessidade de grandes quantida-
des de amostra e reagentes e nem de etapas de pré-tratamento de amostras, sendo
possivel analisd-las ap6s dilui-las no eletrélito de suporte. Em relacio a metodolo-
gia desenvolvida para deteccdo do hormonio etinilestradiol, a modificacao do SPEC
com niquel demonstra que ndo ha nenhum empecilho nesta etapa ou fator que possa
atrapalhar e dificultar sua execugio. E possivel, portanto, concluir que o emprego de
SPECs em conjunto com as técnicas voltamétricas diretamente para as anélises des-
tes farmacos possui grande potencialidade frente as técnicas convencionais emprega-
das, demonstrando ser uma boa alternativa para o controle e monitoramento destes

contaminantes emergentes.
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Este livro apresenta os resultados do
estudo realizado durante o periodo de
mestrado em Quimica do autor (2018-
2020). A inspiragido para o trabalho
tem a ver com o fato de o estado do
Espirito Santo ter um alto indice de
pequenos agricultores organicos e fa-
miliares que empregam o uso de fer-
tilizantes organicos diariamente. En-
tretanto, o controle de qualidade para
que os fertilizantes organicos estejam
livres de contaminantes nocivos ao
meio ambiente e aos seres humanos
torna-se um empecilho devido ao alto
custo das analises e a impossibilida-
de de realizacao desses testes in loco.
Comisso, hauma urgente necessidade
de novos métodos eficazes e simples
para monitorar os contaminantes, tais
como os farmacos, pois atualmente
estes sdo uma classe de contaminan-
tes emergentes que podem causar
danos severos ao meio ambiente e a
saude humana. Diante desse cenario,
esta obra foca no desenvolvimento de
metodologias eletroanaliticas ecologi-
camente amigaveis, portateis e com
possibilidade de aplicacao in loco, em-
pregando sensores eletroquimicos im-
pressos e descartaveis para monitorar
farmacos em fertilizantes organicos.
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vimento de compdésitos condutivos e
novas rotas de fabricacdo, producao
de dispositivos eletroquimicos im-
pressos em 3D, (bio)sensores eletro-
quimicos e screen printed electrodes.
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A expansao da agricultura orgénica é crescente nos ultimos anos e a quan-
tidade de fertilizantes organicos usada tem aumentado, tornando, por con-
seqguinte, cada vez mais necesséria a aplicacao de metodos que possam
garantir que esses adubos estejam livre de contaminantes. Os farmacos
sao considerados uma classe emergente de contaminantes e necessitam
de um controle rigoroso devido ao alto indice de problemas ambientais e
de saude que podem ocasionar. Desse modo, torna-se de suma importan-
cia a criacao de novas metodologias ecologicamente amigaveis, que re-
queiram uma baixa quantidade de amostras e de reagentes e que sejam
portateis, rapidas, simples e de baixo custo. Com esse intuito, esta obra
apresenta, passo a passo, o desenvolvimento de metodologias eletroanali-
ticas empregando eletrodos impressos descartaveis para o monitoramen-
to de farmacos em fertilizantes organicos.
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