evistaa Virtoal de Qunirmiica

Modificacao de Eletrodos de Pasta de Carbono com o
Polissacarideo Sulfatado Porfirana: Potenciais Aplicagdes na
Determinacao Eletroanalitica de Sulfonamidas
Lima, D.; Lopes, L. C.; Jesus, C. G.; Calixto, C. M. F.; Calaga, G. N.; Viana, A.
G.; PessoOa, C. A.*

Rev. Virtual Quim., 2016, X (X), no prelo. Data de publicacdo na Web: 20 de setembro de 2016

http://rva.sbg.org.br

Carbon Paste Electrodes Modified with Sulfated Polysaccharide Porphyran: Potential
Applications in the Electroanalytical Determination of Sulfonamides

Abstract: This paper describes the preparation of carbon paste electrodes (CPE) modified with porphyran (CPE/PFR), a
sulfated polysaccharide extracted from red algae, and its application for the electroanalytical determination of sodium
sulfacetamide (SFC) and sulfadiazine (SFD) by square wave voltammetry (SWV). The CPE/PFR was characterized by cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) in presence of the [Fe(CN)G]a’M' redox probe, and the
electrochemical behavior of the drugs on the modified electrode surface was studied by CV. Experimental conditions such
as pH and voltammetric parameters were optimized in order to achieve the best analytical current signal. The CPE/PFR
showed higher current density values (j) and lower charge transfer resistance compared to the unmodified CPE, suggesting
that the PFR had a positive effect on the electrode response. A good linear relationship between the oxidation peak
current and the concentration of SFC and SFD was obtained by SWV for the CPE/PFR over the range of 4.98 to 47.6 umol L
! for both drugs, in BR buffer solution 0.04 mol L! by using SWV. Detection limit (DL) and quantification limit (QL) were
found to be 0.75 and 2.51 umol L™ for SFC and 1.47 and 4.91 pmol L for SFD, respectively. Besides the good sensitivity,
the CPE/PFR showed several advantages such as stability, ease of preparation and good reproducibility. The promising
analytical performance of the developed sensor was finally confirmed at determining the studied drugs in pharmaceutical
formulations.
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Resumo

O presente trabalho descreve a preparagdo de eletrodos de pasta de carbono (EPC) modificados com o polissacarideo
sulfatado porfirana (PRF), extraido de algas vermelhas. Os eletrodos modificados (EPC/PFR) foram aplicados na
determinagdo dos antibidticos sulfacetamida sddica (SFC) e sulfadiazina (SFD) utilizando voltametria de onda quadrada
(VvOQ). O EPC/PFR foi caracterizado por voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) na
presen¢a da sonda eletroquimica Fe(CN)¢"/Fe(CN)s™, e o comportamento voltamétrico dos farmacos sobre o eletrodo
modificado foi estudado por VC. A fim de se obter um maior sinal analitico de corrente para a determinagdo de SFC e SFD
com o EPC/PFR, condi¢bes experimentais tais como pH e pardmetros operacionais da VOQ foram otimizadas. O EPC/PFR
apresentou maiores valores de densidade de corrente (j) e menor resisténcia a transferéncia de carga em comparagido com
o ECV sem modificagdo, sugerindo que a PFR proporcionou uma melhora significativa em suas propriedades
eletroquimicas. Utilizando VOQ, verificou-se que o EPC/PFR apresentou uma resposta de corrente que aumentou de modo
linear com a concentragdo de SFC e SFD na faixa de 4,98 a 47,6 pmol L™ para ambos os farmacos. Os limites de deteccdo
(LD) e de quantificacdo (LQ) calculados o EPC/PFR foram iguais a 0,75 e 2,51 pmol L™ para a SFC e 1,47 e 4,91 umol L™ para
a SFD, respectivamente. Além de boa sensibilidade, o EPC/PFR mostrou vantagens como estabilidade, reprodutibilidade e
também facilidade de preparagdo, o que permitiu que o mesmo fosse eficientemente aplicado para a determinagdo dos
farmacos estudados em amostras reais de medicamentos.
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1. Introducdo das principais classes de biomoléculas
constituintes dos organismos vivos,
desempenhando funcdes bioldgicas

fundamentais como constituicdo estrutural e

Os polissacarideos correspondem a uma ~ ) ) . )
geracdao de energia. Tais biomoléculas
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apresentam geralmente um ou mais grupos
funcionais ligados em diferentes posicbes a
cadeia de carboidrato,’ o qgue lhes confere
uma ampla variabilidade  estrutural.
Polissacarideos com um elevado grau de
funcionalizagdo com grupos sulfato, os
chamados polissacarideos sulfatados (PLS),
podem ser facilmente extraidos a partir de
algas marinhas. Tais PLS sdo comumente
utilizados na industria de alimentos, de
cosméticos e farmacéuticas atuando como
agentes estabilizantes, geleificantes e
espessantes.”® Suas propriedades bioldgicas
e fisico-quimicas tem despertado especial
atencdo de pesquisadores, uma vez que
foram relatadas promissoras aplicacdes em
terapias  anticoagulantes, antioxidantes,
antitumorais, anti-inflamatdrias, antialérgicas
e antivirais.”*® Além destas propriedades
farmacolégicas atrativas, tais polissacarideos
encontram também aplicacGes em diversas
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areas da biotecnologia e da engenharia.”

As porfiranas (PFR) constituem uma classe
bem estudada de PLS obtidos por extracao
aquosa a partir de algas vermelhas das
espécies Porphyra e Bangia® As PFR (Figura 1)
apresentam uma estrutura linear formada
por unidades alternadas de  8-D-
galactopiranose substituidas glicosidicamente
no carbono 3 e por unidades de a-L-
galactopiranose substituidas no carbono 4,
em um arranjo dissacaridico alternante
repetitivo,® o qual pode ser representado por
[->3)-6-D-galactopiranose-(1->4)-a-L-
galactopiranose-(1-»],  (Figura 1). A
ocorréncia natural de unidades de 3,6-
anidro-a-L-galactopiranose e de radicais
metila em alguns residuos de B8-D-
galactopiranose, assim como de grupos
sulfato nas unidades de a-L-galactopiranose,
aumenta a diversidade estrutural desta classe
de biomoléculas.®™

OH

Figura 1. Estrutura quimica geral para as PFR®

Nos ultimos anos, houve um aumento
consideravel no numero de trabalhos de
pesquisa em Eletroquimica e Eletroanalitica
que envolvem a modificagdo quimica de
eletrodos com polissacarideos. Isto se deve
ao fato destas biomoléculas serem atoxicas,
biocompativeis, biodegradaveis, de baixo
custo e facil obtencdo, além de nao
apresentarem problemas relacionados a

desnaturacdo e consequente perda de
atividade bioldgica.””*' Devido a tais
vantagens, esta classe de compostos

configura-se como uma das mais atrativas e
promissoras ao  desenvolvimento de
eletrodos.”***® No caso especifico das PFR, a
presenga de grupos sulfato esterificados a

cadeia de carboidrato faz com que as
mesmas possam ser consideradas como
auténticos polianions bioldgicos, atuando de
maneira similar aos polieletrdlitos
convencionais sintéticos”*' no sentido de
facilitar a ocorréncia dos processos de
transferéncia  eletr6bnica na interface
eletrodo-solucdo.” A existéncia de uma
elevada quantidade de grupos polares ligados
a cadeia polimérica pode modificar ainda as
propriedades da superficie eletrédica,”® e
permitir desta maneira a interagcdo com
moléculas especificas, otimizando o processo
de deteccdo. Portanto, quando aplicadas
como modificadores de eletrodos, podem
melhorar o desempenho destes dispositivos,
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conferindo a eles maior sensibilidade,

estabilidade e seletividade.

As sulfonamidas (SFs), também
conhecidas como sulfas, constituem um
importante grupo de drogas sintéticas

antibacterianas muito empregadas em
medicina (algumas vezes e associacdao com o
farmaco trimetoprima) para o tratamento e
prevencdo de infeccGes urindrias, auditivas e
oculares em humanos e animais, devido ao

seu baixo custo e seu amplo espectro de
21-24

acao. Apesar das SFs apresentarem uma
baixa toxicidade para humanos, uma
dosagem excessiva pode causar efeitos

indesejaveis como desordens nos sistemas
excretor e digestorio, e também reacbes
alérgicas em pacientes hipersensiveis.”>*®
Além disso, as SFs podem ser altamente
persistentes no ambiente e passarem por
processos de bioacumulacdo, o que pode
levar a um aumento dos efeitos tdxicos.”® O
uso indiscriminado de SFs para o tratamento
de infec¢des em animais, e também como
aditivo alimentar em rac¢oes, pode levar ainda
ao acumulo de residuos destes compostos no
organismo dos mesmos. Como consequéncia,
niveis relativamente altos de SFs podem ser
encontrados em alimentos, como carne,
leite, ovos e mel. Isso aumenta o risco de
efeitos adversos a saude humana, e também
contribui para o aumento da resisténcia de
bactérias patogénicas  aos referidos
antibidticos.””*®

Neste sentido, é de grande importancia o
desenvolvimento de métodos analiticos que
sejam rapidos, seletivos, robustos e sensiveis
para a determina¢do de SFs em amostras de
medicamentos, alimentos, de fluidos
biolégicos (como soro ou plasma sanguineo e
urina) e ambientais (como solos e &aguas
superficiais). Diversos métodos tém sido
desenvolvidos, destacando-se entre eles a
cromatografia liquida de alta eficiéncia,?
cromatografia gasosa,® eletroforese
capilar,”> espectrometria de massas® e
espectroscopia UV-vIs.* Apesar de tais
métodos possuirem vantagens como alta
sensibilidade e precisdao, exigem o uso de
técnicas que sdo caras e que muitas vezes
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requerem exaustivas etapas de extragdo e
pré-concentragdo, o que pode aumentar o
tempo e o custo das andlises, assim como o
risco de perda de amostra.®® Assim, métodos
eletroanaliticos que empregam sensores
voltamétricos tém sido propostos como
alternativas eficientes para a determinacgado
de SFs, devido ao seu baixo custo, resposta
rapida, alta sensibilidade, boa seletividade e
possibilidade de andlise diretamente na
amostra, o que elimina em muitos casos a
necessidade de tratamentos prévios.**>*

No que se refere ao conhecimento dos
autores, ndo existem reportados na literatura
até o momento exemplos da aplicacdo da
PFR na modificacdo de eletrodos para
aplicagdo na eletroanalise de fdrmacos. Neste
sentido, o presente trabalho tem por objetivo
desenvolver e caracterizar eletrodos de pasta
de carbono (EPC) modificados com o
polissacarideo sulfatado PFR, sendo estes
aplicados para a determinacgdo eletroanalitica
de dois antibidticos da classe das
sulfonamidas: sulfacetamida sddica (SFC) e
sulfadiazina (SFD).

2. Parte Experimental

2.1. Reagentes e solugoes

A PFR utilizada neste trabalho foi
previamente obtida mediante extragdo
aquosa a temperatura ambiente a partir de
algas vermelhas do género Porphyra
adquiridas comercialmente, segundo
procedimento previamente descrito.’” Todos
os reagentes empregados para a preparagao
das solugbes e dos eletrodos foram de grau
analitico, a excecdo dos farmacos SFC e SFD,
que foram de grau farmacéutico
(Henrifarma). Todas as solugdes foram
preparadas com agua destilada. A solugdo da
PFR foi preparada em solugdo tampao
fosfato-salino (PBS) 0,15 mol L em pH 6,5.
Como sonda eletroquimica utilizou-se uma
solucdo equimolar de K;Fe(CN)¢/KsFe(CN)e,
de concentrag¢do 0,01 mol L™ ou 0,10 mol L,
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preparada em tamp3do PBS 0,15 mol L pH
6,5. As solugbes dos farmacos SFC e SFD
foram preparadas diariamente, e guardadas
sob refrigeracdo a 4 °C ao abrigo da luz
qguando ndo utilizadas.

2.2. Caracterizagdao do polissacarideo
sulfatado PFR

A PFR foi caracterizada por espectroscopia
na regido do infravermelho (Fourier
Transform Infrared Espectrophotometer —
FTIR) e de ressonancia magnética nuclear de
B3¢ (RMN *3C). Os espectros de FTIR foram
obtidos em equipamento da marca
SHIMADZU, modelo FTIR-8400, no modo
transmitancia e empregando amostras do
polissacarideo em pastilhas de brometo de
potassio (KBr).

Os espectros de RMN™C foram obtidos
em espectrometro BRUKER, modelo Avance
lll, em probe de didmetro externo de 5 mm.
As amostras foram dissolvidas em agua
deuterada (D,0) para andlise, a uma
temperatura de 80 °C. Os deslocamentos
quimicos, expressos em ppm, foram
determinados utilizando tetrametilsilano
(TMS) como padrao interno. As analises para
o nucleo de °C foram obtidas na frequéncia
base de 100,61 MHz, com intervalo de
aquisicdo de sinal de 2,0 segundos, sendo
feitas no total 8000 aquisigdes.

2.3. Preparacdo do EPC e do EPC/PFR

A pasta de carbono ndo modificada foi
preparada misturando-se 0,075 g de grafite
em poé (Fluka®) com um volume fixo (25 plL)
de oleo mineral (Nujol®). Apds
homogeneizagdo, a pasta foi introduzida e
compactada na extremidade de um eletrodo
consistindo em um tubo de Teflon® contendo
contato elétrico, com profundidade e
didametro iguais a 0,3 cm para a insercdo da
pasta. A confeccdo dos eletrodos de pasta de
carbono modificados com a PFR (EPC/PFR)
deu-se de maneira semelhante a dos

Vo

eletrodos ndo modificados. A mistura de
grafite e 6leo mineral foi acrescentado um
volume de 25 uL de uma solugdo 1,00 mg mL
! do polissacarideo sulfatado PFR (preparada
em tampao PBS 0,15 mol L? em pH 6,5),
correspondendo a uma proporgao
PFR/grafite de 0,03% (m/m). A quantidade de
solucdo de PFR adicionada a pasta de
carbono foi variada apenas para os estudos
de otimizacdo de proporgdo, por meio da
variacdo da porcentagem em massa da PFR
no eletrodo de acordo com os valores 0,02%,
0,03%, 0,05% e 0,07%. Esta mistura foi
homogeneizada e, apos secagem,
devidamente inserida e compactada na
extremidade do eletrodo. Quando nado
utilizados, os eletrodos foram guardados
imersos em tampdo PBS 0,15 mol L? pH 6,5,
sob refrigeracdo a 4 °C.

2.4. Medidas eletroquimicas

As medidas de voltametria ciclica (VC),
voltametria de onda quadrada (VOQ) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE) foram realizadas a temperatura
ambiente em um potenciostato PalmSens® e
em um potenciostato/galvanostato Autolab
PGSTAT 100 (Ecochemie). Foi empregada
uma célula convencional com capacidade de
10 mL, a qual foram conectados trés
eletrodos, sendo o EPC/PFR ou o EPC sem
modificagdo como eletrodo de trabalho, um
eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de
referéncia e um fio de platina como eletrodo
auxiliar. A caracterizagdo eletroquimica dos
eletrodos modificados deu-se por VC (a uma
velocidade de varredura de potencial igual a
50 mV s?) e de EIE (potencial de circuito
aberto, na faixa de frequéncias 10 kHz a 100
mHz, com amplitude igual a 10 mV), sendo as
medidas realizadas em meio de
KsFe(CN)e/KsFe(CN)g 0,01 mol L™ ou 0,10 mol
LY. Os experimentos voltamétricos na
presenca da SFC e da SFD foram realizados
por VC e por VOQ em meio de tampao
Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L*, cujo pH
foi ajustado pela adicdo de gotas de solucdo
de NaOH 2,0 mol L. Foram empregadas

Rev. Virtual Quim. |Vol XX| |[No. XX| |no prelo|



LVa

solucBes estoque dos farmacos de
concentragdo 1 x 107 mol L, a partir das
quais foram realizadas diluicdes necessarias
para as analises voltamétricas.

2.5. Otimizagdo dos parametros
operacionais da VOQ e obtenc¢iao de curvas
analiticas

Os parametros operacionais da
voltametria de onda quadrada (VOQ) para a
determinacao eletroanalitica de SFC e SFD —
frequéncia de aplicacdo do pulso de potencial
(f), incremento de potencial (AE;) e amplitude
do pulso de potencial (a) —, foram otimizados
por meio de planejamentos fatoriais
completos 2> com quintuplicata no ponto
central. Os valores dos niveis foram
estabelecidos segundo um estudo preliminar
univariado. Deste modo, os niveis para a SFC
foram: f =60s™ (-1) e 80s™ (+1); a =10 mV (-
1) e 30 mV (+1); AE; =4 mV (-1) e 6 mV (+1),
enquanto que para a SFD foram: f =30 s™ (-
1) e 50 s (+1); @ =10 mV (-1) e 30 mV (+1);
AE; =2 mV (-1) e 4 mV (+1). Os ensaios foram
realizados aleatoriamente na presenga de
2,44 x10™ mol L™ de cada analito, em meio de
tampdo BR 0,04 mol L' em pH 5,0 para a SFC
e em pH 7,0 para a SFD. Apds a otimizacdo,
curvas analiticas foram obtidas
separadamente para os analitos estudados
utilizando VOQ, em uma mesma faixa linear
de concentragdes, variando de 4,98 a 47,6
umol L™

2.6. Analise de amostras reais

A metodologia voltamétrica desenvolvida
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com o EPC/PFR foi aplicada para a
determinacdo das sulfonamidas estudadas
em amostras comerciais de medicamentos,
adquiridas em estabelecimentos locais. A
determinacdo de SFC foi realizada em
pomada, ao passo que a SFD foi determinada
em suspensdo injetavel para uso veterinario.
Baseando-se na quantidade declarada pelos
rétulos das formulagdes (74,0 mg g no caso
da SFC e 400,0 mg mL™ para a SFD), solugdes
estoques dos medicamentos na concentragao
1 x 10% mol L™ foram preparadas, em &gua
destilada para a amostra que continha SFC e
em HCl 0,5 mol L™ para a amostra de SFD, e
entdo utilizadas para a andlise voltamétrica.
Nos experimentos, empregou-se o método
da adicdo de padrdo, com a adicdo de
aliquotas de soluc¢des padroes de SFC ou SFD
na concentragdo 1,0 x 102 mol L™* a célula
eletroquimica.

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizagdo espectroscopica do
polissacarideo sulfatado PFR

A caracterizagdo da PFR foi conduzida por
FTIR e RMN-C. O espectro na regido do
infravermelho obtido para a amostra de PFR
(Figura 2) apresentou bandas atribuidas a
vibragdes caracteristicas do padrao estrutural
das porfiranas, como em 3437, 1423, 1255 e
1074 cm™, as guais correspondem ao
estiramento da ligagdo O-H, a deformacgdo
angular do grupo C-O-H, ao estiramento do
grupo OSO; e ao estiramento da ligacdo C-O,
respectivamente.38"41
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Figura 2. Espectro vibracional na regido do infravermelho (FTIR) para amostra do
polissacarideo sulfatado PFR em pastilha de KBr

O espectro de RMN de *C apresentou
sinais em deslocamentos quimicos

diade (—>3)-B-D-galactopiranose-(1->4)-a-L-
galactopiranose-6-sulfato-(1->). Além disso, o

caracteristicos de cada um dos residuos de
galactose das diades que constituem a
estrutura da PFR (Figura 3). Os carbonos
anoméricos (Cl) apresentaram picos em
104,49 e 100,59 ppm, confirmando a
presenca da diade (—3)-B-D-galactopiranose-
(1->4)-a-L-3,6-anidrogalactopiranose-(1->), e

sinal em 69,97 ppm pode ser tomado como
referente ao C6 sulfatado do residuo de a-L-
galactopiranose-6-sulfato.®  Portanto, a
andlise conjunta destes experimentos
confirmou que o polissacarideo estudado
possui uma estrutura quimica padrdo
porfirana, conforme esperado.

em 105,80 e 103,60 ppm, que referem-se a
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Figura 3. Estrutura geral da PFR e espectro de RMN-"*C totalmente desacoplado para amostra
da mesma dissolvida em D,0
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3.2. Caracterizagdo eletroquimica dos
eletrodos de pasta de carbono modificados
com a PFR (EPC/PFR)

Inicialmente, um estudo comparativo
entre o EPC sem modificacdo e o EPC/PFR foi
realizado por meio de VC e EIE, a fim de se

(A)

0,6 04-02 00 02 04 06 08 1,0
E (V) vs. Ag/AgCI

-3
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avaliar a influéncia que o polissacarideo PFR
possui sobre a resposta eletroquimica dos
EPC. Utilizou-se para os experimentos um
EPC modificado com a PFR em uma
propor¢do PFR/grafite igual a 0,03% (m/m).
Os resultados obtidos s3o mostrados na
Figura 4.
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Figura 4. (A) Voltamogramas ciclicos e (B) espectros de impedancia eletroquimica obtidos para
o EPC sem modificagdo (a) e o EPC/PFR 0,03% (b), em meio de solugdo equimolar de
K4Fe(CN)e/KsFe(CN)g 0,01 mol Lt preparada em tampao PBS 0,15 mol Lt

A partir dos voltamogramas ciclicos
(Figura 4A) pode-se verificar que o EPC/PFR
0,03% apresentou maiores valores de
densidade de corrente de pico anddico (j,.) e
de pico catédico (j,.) e também um menor
valor de separacdo entre os potenciais de
pico (AE,) para o processo redox da sonda
eletroquimica (Fe(CN)s"/Fe(CN)s>), quando
comparado ao EPC sem modificagdo (EPC: ji,
= 2,24 mA cm?, j. = 2,12 mAcm” e AE, =
390,6 mV; EPC/PFR 0,03%: jp = 2,78 mA cm’
%, joc = 2,60 mA cm? e AE, = 288,1 mV). Os
valores de corrente de pico superiores e o
menor valor de AE, observados para o
EPC/PFR 0,03% indicam que, neste eletrodo,
o processo de transferéncia eletronica ocorre
com uma maior velocidade comparando-se
ao EPC sem modificacdo.?**

Os diagramas de Nyquist obtidos para os
eletrodos (Figura 4B) mostraram duas regides
distintas: um semicirculo a altas frequéncias,
cujo diametro pode ser considerado
equivalente a resisténcia de transferéncia de

carga da molécula sonda na superficie dos
eletrodos (Ry), e uma regido linear a
frequéncias mais baixas, que é atribuida ao
processo de difusdo das espécies Fe(CN)g>
JFe(CN)¢*. % Pode-se verificar que o
didametro do semicirculo obtido para o EPC
sem modificacdo foi maior do que o obtido
para o EPC/PFR 0,03%, sugerindo que os
eletrodos ndao modificados apresentaram
uma maior R, do que aqueles onde a PFR
estava presente (EPC: Ry = 9,30 x 10 Q;
EPC/PFR 0,03%: Ry = 4,80 x 10° Q). Os
maiores valores de corrente e a menor Ry
verificada para o EPC/PFR 0,03% comprovam,
portanto, que a incorporacao da PFR ao EPC
traz uma melhora significativa em sua
resposta eletroquimica, o que viabiliza a sua
aplicagdo como um sensor.

As melhores respostas observadas para o
EPC/PFR 0,03% podem ser uma consequéncia
da elevada quantidade de cargas presentes
no polissacarideo,’®* o que faz com que o
mesmo atue de modo similar aos
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polieletrdlitos  convencionais,”** isto §é,
facilitando os processos de transferéncia
eletrénica na interface eletrodo-solugdo.”
Outra possivel justificativa para o incremento
na resposta dos eletrodos modificados pode
ser dada com base no fato de que a
modificagdo da pasta com a PFR
proporcionou ao material um maior carater
hidrofilico, devido a grande quantidade de
hidroxilas e grupos sulfato existentes na
estrutura do polissacarideo. A presenca de
tais grupos pode ter modificado as
propriedades interfaciais da superficie do
eletrodo, de modo a favorecer a aproximacao

da sonda eletroquimica e facilitar a
transferéncia eletrénica.®®> A combinacdo
destes dois efeitos descritos pode ter,

portanto, facilitado o processo de
transferéncia de elétrons e, deste modo,
melhorado o desempenho eletroquimico do
EPC/PFR.

Vo

No intuito de se obter uma maior
sensibilidade de corrente para os eletrodos
modificados,
realizou-se um estudo de proporg¢ao entre
polissacarideo e grafite, variando-se as
porcentagens em massa de PRF segundo os
valores: 0,02%, 0,03%, 0,05% e 0,07% (Tabela
1). E possivel observar que o eletrodo
modificado na proporgdo 0,03% (m/m)
obteve maiores valores de j,, e de j,., assim
como um menor AE, demostrando assim
uma maior reversibilidade no processo de
transferéncia  eletronica. Essa maior
reversibilidade indica que o processo ocorre
de maneira mais efetiva®’ para os eletrodos
modificados com esta proporcdo. Assim,
estabeleceu-se 0,03% como a propor¢ao
6tima para a preparacdo e aplicacdo do
EPC/PFR como sensor eletroquimico para
determinacdo dos antibidticos SFC e SFD.

Tabela 1. Valores de jp,, -joc € AE, obtidos com o EPC/PFR em diferentes proporg¢des, em
meio de solu¢do equimolar de K,;Fe(CN)s/KsFe(CN)g 0,10 mol Lt

PFR/grafite (%) Jpa (MA cm?) -joc (MA cm?) AE, (mV)
EPC 20,06 20,17 325,0
0,02 20,54 20,64 340,0
0,03 25,36 24,86 285,0
0,05 19,88 19,49 325,0
0,07 25,06 24,55 290,0

A estabilidade de resposta voltamétrica
do EPC/PFR 0,03% foi avaliada por meio da
variagdo nos valores de j,, e E,, apos a
aplicagdo de cem ciclos voltamétricos
consecutivos sobre o mesmo, ainda na
presenca da sonda eletroquimica. Para fins
de comparagdo, este mesmo estudo foi
realizado com o EPC sem modificagdo. Os
resultados indicaram que, mesmo apds a
varredura de cem ciclos sucessivos, nao
ocorreram  variagcdes significativas nos
parametros avaliados tanto para o EPC/PFR
0,03% quanto para o eletrodo nado
modificado. Desta forma, observou-se uma
variacdo de 0,32% no valor de j,, e de 1,15%

no E,, para o EPC/PFR 0,03%, contrastando
com a varia¢do de 2,25% e 1,94% para os
mesmos parametros para o EPC nao
modificado, o que nos permite afirmar que a
resposta voltamétrica do EPC/PFR 0,03%
manteve-se mais estavel em relagdo a
resposta apresentada pelo eletrodo nao
modificado, ainda que a pasta de carbono
tenha adquirido um maior carater hidrofilico
apos a modificagdo com a PFR. Neste sentido,
nota-se que a incorporacgdo do polissacarideo
também ocasionou um aumento na
estabilidade da pasta de carbono, a qual
pode ser consequéncia de uma maior
interacdo entre as particulas de grafite e as
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cadeias de PFR. Os resultados positivos
obtidos para os eletrodos modificados
evidenciam, portanto, que os mesmos sdo
atrativos, apresentando um alto potencial de
aplicacdo em sistemas eletroanaliticos.

3.3. Comportamento voltamétrico da SFC
e da SFD sobre o EPC/PFR 0,03%

Segundo Momberg e colaboradores,® a
oxidagdo geral das SFs em solugbes aquosas
ocorre segundo um mecanismo irreversivel e
dependente do pH do meio, que envolve a

0
Il De
HN S—N—R 2% ,
1 2 H*
O H
e
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R = — C—CH,
SFC
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transferéncia de dois elétrons e com a
participacao de dois prétons, no qual o grupo

amino primario é oxidado a
iminobenzoquinona (Figura 5).
Considerando-se  este fato, foram

realizados estudos por VC para o EPC/PFR
0,03% separadamente na presenca de SFC e
SFD em tampdo BR 0,04 mol L'l, em uma
faixa de pH variando de 2,0 a 9,0. Os
voltamogramas obtidos, assim como as
correlagdes entre o potencial de pico anddico
(Epa) e o pH do eletrdlito suporte para cada
analito sao apresentados na Figura 6.
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_ 1“15 a )
o ;o]) 1o \\ 160- %1,08
D 105 5 104
200-21.00 140 4 zwoo
43 0% S 0os
EMO 1204 L”35,92
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=
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E (V) vs. Ag/AgC|

1,3

E (V) vs. Ag/AgCI

Figura 6. Voltamogramas ciclicos para o EPC/PFR 0,03% na presenca de 4,76 x 10 mol L™ de
(A) SFC e (B) SFD, em tamp3&o BR 0,04 mol L™, nos pHs 2,0 (a), 3,0 (b), 4,0 (c), 5,0 (d), 6,0 (e), 7,0
(f), 8,0 (g) € 9,0 (h) (v =50 mV s™). Os graficos inseridos mostram as correlacdes obtidas em
cada caso entre o potencial de pico anddico (E,,) e o pH do eletrélito suporte
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Observa-se na Figura 6 que as
sulfonamidas estudadas foram oxidadas na
superficie do EPC/PFR 0,03%, apresentando
um Unico processo anddico que ocorreu
irreversivelmente, uma vez que nenhum
processo catddico foi observado na varredura
voltamétrica inversa. Assim como era
esperado, verificou-se para ambos os analito
uma tendéncia de deslocamento do pico de
oxidacdo para valores menos positivos de
potencial com o aumento do valor do pH da
solucdo. Sabendo-se que a oxidacao
eletroquimica das sulfas ocorre com a
remocdao de dois prétons das respectivas
moléculas, é possivel afirmar que em pHs
mais basicos tal desprotonacdo ocorre mais
facilmente,” o que possibilita a oxidacdo da
sulfa em um menor valor de potencial. Em
pHs dcidos, ao contrario, pode-se assumir
gue a remocdao dos prétons é menos
favorecida, o que justifica o valor mais alto de
potencial necessario para que os mesmos
possam ser retirados da molécula para que a
oxidacdo seja possivel.

As relagdes lineares obtidas entre o0 £,, € 0
pH do meio estdo representadas nos graficos
inseridos nas Figuras 6A e 6B. Para a SFC,
observou-se um comportamento linear na
faixa de pH de 2,0 a 9,0, o qual pode ser
descrito pela equagdo: E,, = 1,27 — 0,050 pH.
Para a SFD, a relagdo linear foi verificada na
faixa de pH de 5,0 a 9,0, correspondendo a
equacdo: Ep, = 1,28 — 0,040 pH. As inclinagdes
das retas obtidas foram iguais a 50 e 40 mV
pH'1 para SFC e SFD, respectivamente. O valor
referente a SFC se aproximou da inclinagdo
nernstiana tedrica de 59,0 mV pH'l,
sugerindo que a oxidagao do farmaco ocorre
com o envolvimento do mesmo numero de
prétons e elétrons. Entretanto, o desvio no
comportamento nernstiano percebido para a

Vo

SFD pode ser tomado como um indicativo de
gue o mecanismo de oxidacdo deste analito
possivelmente possui outras etapas e reagdes
acopladas a transferéncia eletrénica.

Observou-se também que em pHs basicos
o valor de j,, € menor comparado ao obtido
em pHs acidos. Assim, para a SFC, selecionou-
se o pH 5,0 para os estudos posteriores,
enquanto que para a SFD, o pH escolhido foi
7,0. Nestes pHs, a j,, obtida pela oxidagdo
dos analitos apresentou um valor satisfatdrio
(145,35 pA cm™ para SFC e 133,52 pA cm™
para a SFD), além do processo ter ocorrido
em um potencial menos susceptivel a
interferéncia de outras espécies eletroativas
(como a trimetoprima, por exemplo)
eventualmente presentes em solugdo (1,02 V
para SFC e 0,99 V para a SFD), em
comparacdo aos potenciais observados em
pHs mais acidos.

Vale ressaltar que a influéncia de outros
sistemas tamponantes nestes processos
também foi testada (tampado citrato, fosfato-
salino e Mcllvaine). No entanto, as melhores
respostas foram obtidas em tampao BR para
os dois analitos, razdo pela qual este meio foi
mantido para a realizagdo dos experimentos
posteriores.

Estudos comparativos entre o EPC nao
modificado e o EPC/PFR 0,03% na presenca
de SFC e SFD, nos valores de pH escolhidos
para cada fdrmaco, demonstraram que o
eletrodo modificado apresentou para os dois
analitos um valor de j,, maior (82,40 WA cm™
para SFC e 102,96 pA cm™ para SFD) em
comparag¢do com o eletrodo sem modificagdo
(64,50 pA cm™ para SFC e 84,93 A cm™ para
SFD) (Figura 7), confirmando o efeito positivo
gue a PFR possui sobre o desempenho dos
eletrodos.
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Figura 7. Voltamogramas ciclicos para o EPC (a e c) e para o EPC/PFR 0,03% (b e d) na auséncia
(aeb)enapresenca de 2,44 x 10 mol L™ (c e d) de (A) SFC (tamp3o BR 0,04 mol L™ pH 5,0) e
(B) SFD (tamp3o BR 0,04 mol L™ pH 7,0), na velocidade de varredurav =50 mV s™

Estudos voltamétricos em diferentes
valores de velocidade de varredura de
potencial (v) empregando-se uma
concentragdo fixa de cada farmaco igual a
2,44 x 10" mol L™, em tamp3o BR 0,04 mol L™
pH 5,0 para SFC e 7,0 para SFD, indicou que o

processo de oxidacdo da SFC e da SFD sobre o
EPC/PFR 0,03% € controlado por difusdo,
uma vez que o grafico de I, vs. v/
apresentou comportamento linear para
ambas as sulfonamidas (R = 0,999 para SFC e
R = 0,994 para SFD) (Figura 8).*
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos para o EPC/PFR na presenca de 2,44 x 10 mol L™ de (A) SFC e
(B) SFD, em meio de tamp3o BR 0,04 mol L™ em pH 5,0 (SFC) e 7,0 (SFD), com velocidades de
varredura variando de 10 a 100 mV s™

3.4. Otimizagdo dos parametros
operacionais da VOQ e obtencgao de curvas
analiticas

Os parametros operacionais da VOQ (f, a e
AE,) estdo diretamente relacionados ao perfil
voltamétrico e, consequentemente, a
sensibilidade da técnica.*** Portanto, para
gue uma maior resposta de corrente fosse

1.2

Rev. Virtual Quim. |Vol XX| |No. XX]| [XXX]|

1.3



Lima, D. et al.

alcancada para os sistemas em estudo,
realizou-se a otimizacdo dos referidos
parametros empregando-se planejamentos
fatoriais completos 2° com quintuplicata no
ponto central, sendo as replicatas utilizadas
para o calculo da estimativa do desvio. A
utilizacdo do planejamento fatorial permitiu

Vo

gue os trés parametros fossem avaliados
simultaneamente para a obtencdo de um
maior sinal analitico, conferindo assim aos
eletrodos maior sensibilidade aos farmacos
estudados. Os resultados obtidos para os
planejamentos sdo mostrados na Tabela 2
para ambos os analitos.

Tabela 2. Combinacgao dos niveis dos fatores estudados e respostas medidas na otimizacao
dos parametros operacionais da VOQ via planejamentos fatoriais 2° para 2,44 x 10™ mol L™ de
SFC e 2,44 x 10 mol L™ de SFD empregando o EPC/PFR

Ensaio a f AE, Jpastc (ZF)lA M Jpa,seo ﬁ;‘A em
1 - = - 128,31 37,60
2 + - - 282,53 91,27
3 ; ¥ . 136,34 43,52
4 + + - 315,49 111,41
5 - = + 139,72 42,67
6 + - + 338,59 108,45
7 = + + 146,48 50,14
8 + + + 371,97 134,79
9 0 0 0 257,75 93,80
10 0 0 0 257,89 95,63
11 0 0 0 260,98 96,34
12 0 0 0 261,55 96,47
13 0 0 0 256,62 93,24

Niveis dos fatores para a SFC: f=60s" (-1) e 80 s (+1); a = 10 mV (-1) e 30 mV (+1); AE, = 4 mV
(-1) e 6 mV (+1); niveis dos fatores paraa SFD: f =30s" (-1) e 50 s (+1); a =10 mV (-1) e 30
mV (+1); AE;=2 mV (-1) e 4 mV (+1).

Analisando-se os resultados obtidos,
verifica-se que a maior sensibilidade de
corrente para ambos os analitos é obtida
quando os niveis dos fatores estdo ajustados
no nivel (+), correspondente ao ensaio 8 de
cada caso. De acordo com o tratamento

estatistico dos dados, os fatores que
obtiveram efeito significativo com 95% de
confianga para ambos os farmacos foram:
amplitude, frequéncia e incremento (efeitos
principais), assim como as interacbes ax fe a
x AE, (Tabela 3).

Rev. Virtual Quim. |Vol XX| |[No. XX| |no prelo|



LVa

Lima, D. et al.

Tabela 3. Efeitos principais e de interagdo calculados para os planejamentos fatoriais
empregados na otimizacdo dos parametros operacionais da VOQ para determinagao de SFC e

SFD com o EPC/PFR 0,03%

SFC

SFD

Estimativa do desvio

Si= 2,17 X tgs%, v=4 = 6,02

Estimativa do desvio

S= 1,49 X tgs%, v=4 = 4,14

Efeitos principais

Efeitos principais

f 20,28
a 189,43
AE; 33,52

f 14,97
a 68,00
AE, 13,06

Interagdes de 22 ordem

Interagdes de 22 ordem

fxa 12,89
fxAE; -0,21
a x AE; 22,75

fxa 8,27
fxAE; 1,94
a x AE; 7,22

Interagdo de 32 ordem

Interacdo de 32 ordem

fxaxAE 0,42

fxaxAE 1,16

O fato de os efeitos de segunda ordem a x
feaxAE terem sido significativos indica que
para a obtencdo da melhor resposta, em
termos de j,, os trés fatores estudados
devem ser levados em consideragdo.
Portanto, neste caso, os efeitos principais
nao devem ser interpretados
individualmente. Os efeitos em questdo
podem ser melhor visualizados por meio das
interpretacdes geométricas apresentadas na
Figura 9. Nestas figuras é possivel observar

gue o melhor sinal analitico é obtido nos
vértices (++) para qualqguer uma das
interagdes a x f e a x AE,, verificando-se deste
modo que um maior valor de densidade de
corrente é obtido quando os trés fatores
estdo todos ajustados em seu nivel (+).
Assim, para a determinag¢do da SFC com o
EPC/PFR os valores otimizados foram: f = 80
s'l; a =30 mV; e AE; = 6 mV, enquanto para a
SFD: f=50s"; a=30mV; e AE, =4 mV.
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Figura 9. Interpretacdes geométricas para os efeitos de interacdo de segunda ordem axfe a x
AE, para (A) SFC e (B) SFD. O valor no centro dos quadrados representa a média dos valores de
Jjpa Obtidos para cada caso no ponto central

Com os parametros e condigBes
experimentais otimizados, curvas analiticas
foram obtidas para os farmacos na faixa de
concentragdo de 4,98 umol L™ a 47,6 pmol L’
1, em tampao BR 0,04 mol L em pH 5,0 para
a SFC e 7,0 para a SFD. Obteve-se, em cada
caso, uma relacdo linear entre a j,, e a
concentracado de analito (Figura 10), as quais
sdo descritas pelas seguintes equagdes: ju,

(MA cm™) = 1,43 [SFC] (umol L") = 0,14; com R
= 0,998, para SFC, e jp, (A cm™) = 0,89 [SFD]
(umol L"l) - 0,50; com R = 0,999, para a SFD.
A sensibilidade do EPC/PFR 0,03% para a
deteccdo voltamétrica das sulfas foi
determinada a partir das inclinagcbes das
curvas analiticas, correspondendo a 1,43 pA L
cm? mol™ para a SFC, e 0,89 pA L cm? mol™
para a SFD.
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Figura 10. Voltamogramas de onda quadrada em diferentes valores de concentragdo de (A)
SFC (tamp3o BR 0,04 mol L™ pH 5,0, com f=80s™, a =30 mV e AE, = 6 mV) e (B) SFD (tamp3o
BR 0,04 mol L™ pH 7,0 com f =50 s™, a = 30 mV e AE, = 4 mV): auséncia dos analitos (a); 4,98
pmol L™ (b); 9,90 pmol L™ (c); 14,78 pmol L™ (d); 19,61 umol L™ (e); 24,39 umol L™ (f); 29,13
pmol L™ (g); 33,82 umol L™ (h); 38,46 umol L™ (i); 43,06 umol L™ (j); 47,62 umol L™ (1). Os
graficos inseridos mostram as curvas analiticas obtidas para os farmacos estudados (n=3)

O aumento linear dos valores de j,, com o
aumento da concentracdo dos farmacos
possibilitou o calculo dos limites de detecgdo
(LD) e de quantificacdo (LQ), seguindo-se os
critérios definidos pela IUPAC,* por meio das
equacgdes: LD =30/b e LQ = 100/b, onde g é o
desvio padrdo de dez medidas do branco e b
€ a inclinagdo da curva analitica. Os valores
de LD obtidos para o EPC/PFR 0,03% foram
iguais a 0,75 e 1,47 umol L7,
respectivamente, para SFC e SFD. Jad os
valores obtidos para o LQ para as sulfas
estudadas foram da ordem de 2,51 e 4,91
pmol L™ para SFC e SFD, respectivamente. Os

parametros resultaram em valores
comparaveis aos obtidos em trabalhos
previamente reportados que utilizam
métodos eletroanaliticos,>>3¢°¢8
cromatogréficos,sg'60 e

espectrofotométricos.®

A precisdo do método foi avaliada por
voQ nas condicdes experimentais
otimizadas, onde empregou-se um EPC/PFR
0,03% em cinco medidas sucessivas no
mesmo eletrdlito suporte (precisdo intra-
corrida) e em solugdes de eletrdlito suporte
diferentes (precisdo inter-corrida), na
presenca de 9,90 x 10° mol L™ de cada sulfa.
A reprodutibilidade da preparacdo do

eletrodo modificado foi determinada
utilizando-se quatro diferentes EPC/PFR
0,03%, testados na presenca de 9,90 x 10°®
mol L* de cada do analito. Os resultados
foram todos expressos em termos do desvio
padrdo relativo (DPR) das j,, obtidas.

A exatiddo do EPC/PFR 0,03% para a
determinacdo voltamétrica de SFC e SFD foi
verificada por meio de estudos de
recuperacdo (em triplicata) dos analitos em
eletrdlito puro (tamp3o BR 0,04 mol L7,
empregando-se o método da adigdo padrao e
0os parametros operacionais da VOQ
otimizados. O eletrdlito suporte foi
fortificado com 7,94 pmol L™ de SFC ou SFD,
seguido por adi¢cdes de aliquotas de uma
solucdo padrido de cada farmaco, na faixa de
498 a 24,4 mol L' de analito. As
concentragoes recuperadas foram
determinadas por extrapolacao das curvas
analiticas obtidas em cada caso, e expressas
em porcentagem de recuperagao.

Os resultados obtidos para todos os
parametros analiticos descritos
anteriormente sdao mostrados na Tabela 4.
Verifica-se que os resultados de recuperacgao
para os analitos aproximaram-se de 100%,
evidenciando, juntamente com os baixos
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valores de LD e LQ e com os bons niveis de
precisdio obtidos, a potencialidade de
aplicacdo dos sensores desenvolvidos na

Vo

determinacdo dos mesmos em amostras
reais.

Tabela 4. Parametros analiticos obtidos para a determinacdo eletroanalitica de SFC e SFD

com o EPC/PFR 0,03% utilizando VOQ

Parametro SFC

SFD

Faixa linear

Equacdo da reta

Y-0,14
R 0,9989
Sensibilidade 1,43 uAL cm? mol™
LD 0,75 umol L™
LQ 2,51 umol L™
%DPR® 3,18%
%DPR® 4,65%
%DPR® 4,52%
%Recuperacgdo (n = 3) 107,88%

4,98 — 47,6 umol L™

4,98 — 47,6 umol L™

Joa (WA cm™) = 1,43 [SFC] (umol L' j,. (WA cm™) = 0,89 [SFD] (umol L

)-0,50
0,9997
0,89 UA L cm? mol™
1,47 umol L
4,91 umol L™
1,04%
2,65%
2,17%

100,50%

®Precisdo intra-corrida (n = 5)
® Precis3o inter-corrida (n = 5)
“Reprodutibilidade (n = 4)

3.5. Determinagao de SFC e SFD em
amostras de medicamentos

A potencialidade de aplicagdo do EPC/PFR
para a determinacdo das sulfonamidas
estudadas foi avaliada por meio da realizagdo
de ensaios de recuperagao em amostras de

formulagbes farmacéuticas, nas condi¢des
experimentais otimizadas. Para as
determinacdes, foi empregado o método da
adicdo de padrdo, assim como realizado nos
experimentos de recuperagdo dos analitos
em eletrélito puro. Os resultados foram
obtidos em triplicata, e sdo mostrados na
Tabela 5.

Tabela 5. Resultados obtidos para a determinagdo voltamétrica de SFC e SFD em amostras

reais de medicamentos com o EPC/PFR 0,03%

Dosagem Dosagem Erro relativo®
D o)
Amostras nominal determinada® P (%)
Pomada (SFC) 740mgg’ 69,9 mg g™ 6,19 5,54
Injetavel (SFD) 400,0 mg mL™* 404,4 mg mL™ 2,06 1,10

® Média de trés andlises.

® Erro relativo (%) = [(Dosagem determinada — Dosagem nominal)/Dosagem nominal] x 100
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Os valores de dosagem determinados para
os medicamentos com o método
voltamétrico desenvolvido aproximaram-se
dos valores rotulados, e estdo dentro dos
limites estabelecidos pela Farmacopeia
Americana® e pelo Guia de Validagdo e
Controle de Qualidade Analitica do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.®
Desta forma, os resultados obtidos para a
andlise das formula¢gbes farmacéuticas
confirmaram o bom nivel de exatiddo do
EPC/PFR 0,03% para a determinacdo de SFC e
SFD em amostras de medicamentos. E
conveniente destacar a praticidade do
método desenvolvido, uma vez que nao
foram necessdrias etapas prévias de extracao
dos principios ativos a partir das amostras
para a obtencdo de resultados satisfatérios,
indicando que o método voltamétrico
apresentado pode conduzir a andlises mais
rapidas. Além disso, a analise das amostras
reais pode comprovar a especificidade do
EPC/PFR 0,03% para a deteccdo de SFC e SFD,
uma vez que ambas as formulagdes possuem
outros componentes em sua composi¢cdo
(trolamina e trimetoprima para os
medicamentos contendo SFC e SFD,
respectivamente). Apesar da presenca destes
potenciais interferentes, as porcentagens de
recuperagao para os dois analitos foram
obtidas dentro dos intervalos adequados,®*®
evidenciando a seletividade do sensor
desenvolvido.

4. Conclusao

Neste trabalho, um novo sensor para a
determinacdo voltamétrica dos antibiodticos
SFC e SFD foi desenvolvido a partir da
modificagdo de um eletrodo de pasta de
carbono com o polissacarideo sulfatado PFR e
utilizando-se voltametria de onda quadrada.
A caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos
evidenciou que o EPC/PFR apresentou, em
comparagdo com o EPC sem modificacdo,
maiores valores de corrente e uma resposta
mais estavel, além de uma menor R4 A
melhora na resposta dos eletrodos

Lima, D. et al.

modificados pode ser tomada como uma
possivel consequéncia do aumento do
cardter hidrofilico e da condutividade do
material apds a incorporagdo da PFR, o que
pode ter facilitado a ocorréncia do processo
de transferéncia eletrénica na interface
eletrodo-solugdo. O sensor apresentou bons
indices de precisdo e de reprodutibilidade de
resposta, mostrando-se sensivel para a
determinacdo da SFC e da SFD em amostras

de formulagdes farmacéuticas utilizando
voltametria de onda quadrada. Tais
caracteristicas, juntamente com a

simplicidade experimental da metodologia
voltamétrica desenvolvida, fazem do EPC/PFR
uma alternativa viavel e de baixo custo a ser
aplicada em andlises para o controle de
qualidade de medicamentos, e com
possibilidade de aplicacdo também para a
determinacdo dos farmacos estudados em
outras matrizes, como de aguas superficiais e
de alimentos.
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