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RESUMO

A sulfanilamida (SFD) ¢ uma substancia pertencente ao grupo das sulfonamidas que atua no
combate de processos infecciosos causados por bactérias gram-positivas e gram-negativas,
além de protozoarios. Por ser amplamente utilizada, a SFD ¢ classificada como um poluente
organico emergente, devido as complicagdes bioldgicas e danos ambientais que podem
causar. Assim, o controle da biodisponibilidade desses medicamentos em alimentos,
formulagdes farmacéuticas e fluidos bioldgicos, torna-se indispensavel. Diante disso, este
trabalho tem como objetivo desenvolver uma metodologia analitica para quantificacao de
SFD em compostos farmacéuticos utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
quitosana e ftalocianina de cobalto (ECV/QT/CoPc). Uma andlise comparativa dos eletrodos
mostrou que o ECV/QT/CoPc apresentou melhor resposta analitica frente aquele obtido com
o eletrodo base (ECV) e modificado com quitosana (ECV/QT). A oxidagado irreversivel da
SFD, quando modificado com QT/CoPc, ocorre em 0,97 V e apresenta um pico de reducao
em 0,14 V vs Ag/AgCl/KClg, com potencial de pico fortemente influenciado pelo pH do
meio. Na otimiza¢do dos parametros experimentais, verificou-se que o melhor eletrolito de
suporte, nas condi¢cdes analisadas, ¢ o tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0); concentragéo,
tanto de QT quanto CoPc, iguais a 5 mg mL™" e volume de QT/CoPc depositado sobre a
superficie do ECV de 10 pL. O método desenvolvido em voltametria de pulso diferencial
(VPD), nas condicdes otimizadas (a= 90 mV, t= 10 ms e AEs= 5 mV), apresentou faixa linear
de trabalho de 1,00 a 43,90 umol L™ com limite de deteccdo e limite de quantificacdo iguais a
0,27 umol L™ ¢ 0,91 pmol L, respectivamente. A metodologia proposta mostrou-se exata
quando aplicada em amostra farmacoldgica e estatisticamente igual quando validada por
espectrofotometria UV-Vis. Com isso, nota-se que o ECV/QT/CoPc ¢ vidvel para a
determinagdo de SFD em amostras farmacéuticas e outras matrizes, uma vez que as respostas

foram estaveis e reprodutiveis.

Palavras-chave: Sulfanilamida. Eletrodo de carbono vitreo. Quitosana. Ftalocianina de

cobalto.



viii
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cobalt phthalocyanine modified glassy carbon electrode. 2019. 68 f. Graduate Work
(Graduate in Chemical Engineering) — Curso de Engenharia do Centro de Ciéncias Exatas e

Tecnologia da Universidade Federal do Maranhao, Sao Luis, 2019.

ABSTRACT

Sulphanilamide (SFD) is a substance that belongs to the group of sulfonamides and acts to
combat infectious processes caused by gram-positive and gram-negative bacteria, as well as
protozoa. Because it is widely used, SFD is classified as an emerging organic pollutant due to
the biological complications and environmental damage it may cause. Thus, the control of the
bioavailability of these drugs in food, pharmaceutical formulations and biological fluids
becomes indispensable. Therefore, this work aims to develop an analytical methodology for
quantifying SFD in pharmaceutical compounds using chitosan and cobalt phthalocyanine
modified glassy carbon electrode (ECV/QT/CoPc). A comparative analysis of the electrodes
showed that the ECV/QT/CoPc has better analytical response compared to that obtained with
the base (ECV) and chitosan modified (ECV/QT) electrode. Irreversible oxidation of SFD,
when modified with QT/CoPc, occurs at 0.97 V and has a reduction peak of 0.14 V vs
Ag/AgCl/KClsat, with peak potential strongly influenced by the pH of the medium. In the
optimization of the experimental parameters, it was verified that the best support electrolyte,
under the analyzed conditions, is the 0.1 mol L phosphate buffer (pH 7.0); concentration of
both QT and CoPc are equal to 5 mg mL™" and volume of QT/CoPc deposited on the ECV
surface is about 10 pL. The method developed in differential pulse voltammetry (DPV) under
the optimized conditions (a = 90 mV, t = 10 ms and AEs = 5 mV) presented a linear working
range from 1.00 to 43.90 pmol L' with detection limit and quantitation limit equal to 0.27
umol L™ and 0.91 pumol L, respectively. The proposed methodology was accurate when
applied to a pharmacological sample and statistically the same when validated by UV-Vis
spectrophotometry. Thus, it is noted that the ECV/QT/CoPc is viable for the determination of
SFD in pharmaceutical samples and other matrices, since the responses were stable and

reproducible.

Keywords: Sulfanilamide. Glassy carbon electrode. Chitosan. Cobalt Phthalocyanine.
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1. INTRODUCAO

A humanidade vive em uma época em que o seu crescimento populacional vem
acompanhado da necessidade de se produzir mais alimentos, remédios e bens de consumo
cada vez mais tecnoldgicos, os quais garantem as pessoas: uma vida sauddvel e mais
longinqua. Dentre os produtos que garantem a sobrevivéncia e longevidade das pessoas, os
alimentos e medicamentos ganham destaque dentro deste espectro de exigéncias (KALACHE;
VERAS; RAMOS, 1987).

Entretanto, muitos alimentos encontram-se contaminados por uma série de produtos
quimicos usados em animais ou vegetais, para combater enfermidades ou aumentar a sua
produgdo. A ingestdo regular de alimentos que contenham certas substincias quimicas,
mesmo em concentracdo residual, pode acarretar ao consumidor, pelo efeito acumulativo,
manifestagdes toxicas, alérgicas e mutagénicas e desenvolver resisténcia microbiana aos
quimioterapicos, ou alteracoes genéticas com atividade oncogénica ou teratogénica
(FULGENCIO, 1993).

Com relagdo ao uso indiscriminado de antibidticos, por exemplo, uma consequéncia &
o aumento da resisténcia microbiologica, além da contaminacao dos recursos hidricos. Em
todo o mundo, substancias quimicas classificadas como antibioticos, antilipémicos,
hormdnios, anestésicos, entre outros foram detectados no esgoto doméstico, em aguas
superficiais ¢ de subsolo (DOREA et al., 2014).

Um levantamento publicado em 2014 registrou que 30.000 substincias quimicas
foram comercializadas em quantidades maiores que uma tonelada, conduzindo um continuo
acréscimo de poluentes organicos nos meios aquaticos. Dentre esses poluentes estdo os
farmacos, que nos ultimos anos, foram classificados como contaminantes ambientais
emergentes assim considerados devido a estas moléculas serem biologicamente ativas
(DOREA et al., 2014).

A 4-aminobenzenosulfonamida (C¢HgN,O,S), denominada de sulfanilamida (SFD),
constitui uma classe de antibidticos com propriedades antimicrobianas (SKOLD, 2000)
pertencente ao grupo das sulfonamidas (PETROVIC ef al., 2017). E também considerada um
inibidor competitivo de reagdes enzimaticas envolvendo o dcido para-aminobenzdico (PABA)
(SANTOS et al., 2011).

Esse composto orginico comprovou ser um farmaco eficaz no tratamento de um
amplo espectro de processos infecciosos causados por bactérias gram-positivas e gram-

negativas (LIAO et al., 2016), e no combate de processos inflamatérios, urinarios, oculares e



auditivos (WANG et al., 2011). Além disso, ¢ muito comum seu uso na medicina veterinaria
para tratar doencgas causadas por bactérias e protozoarios em gados (BILA; DEZOTTI, 2003).

Residuos de SFD tém sido detectados em concentracdes significativas em produtos
animais e vegetais e também na fauna aquatica, visto que apresenta alta persisténcia em meio
aquoso e ¢ de facil bioacumulagdo (TADI; MOTGHARE; GANESH, 2014). De acordo com
Tambosi (2008), as concentragdes de alguns produtos farmacéuticos, em especial da classe
dos antibioticos, como por exemplo, a eritromicina, norfloxacina, sulfametoxazol e
sulfanilamida, em efluentes da estacao de tratamento de esgoto (ETE) sdo reportadas numa
concentracao entre 9,0 e 353,0 ng L_l, 85,0 e 320,0 ng L_l, 10,0 a 90,0 ng L'eem 207,0 ng
L', respectivamente. Para aguas subterrdneas tém-se mencionado concentragdes de 360,0 ng
L' para o antibidtico sulfametazina.

No Brasil, por exemplo, 6rgios regulamentadores como a ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdaria) e o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento) estabelecem, para que ndo ocorra perigo toxicoldgico para a saide humana,
quantidade maxima de ingestdo diaria de até 100 pg kg ' de sulfonamidas (SANTOS, 2015).

Sao por esses motivos que os pesquisadores tém-se empenhado na descoberta e
aperfeicoamento de processos fisicos e quimicos que visem o monitoramento eficiente desses
farmacos para uso na medicina e veterinaria; e de residuos que podem causar complicagdes
bioldgicas e/ou ambientais (BILA; DEZOTTI, 2003).

Estudos relacionados a oxidagdo eletroquimica da sulfanilamida (FERRAZ et al.,
2018), bem como de outras substancias da mesma classe (CANALES et al., 2019; WON et
al., 2013), permitem a determinagdo desses compostos por meio de técnicas eletroanaliticas,
que se apresentam como alternativa aos métodos convencionais (métodos cromatograficos,
espectrofotométricos etc.). As técnicas voltamétricas apresentam baixo custo, rapidez nas
analises e alta sensibilidade (BABAEI et al, 2011). Além disso, a aplicagdo de sensores
eletroquimicos para a analise de farmacos e contaminantes ambientais tem despertado grande
interesse da comunidade académica, nos Gltimos anos, ja que se trata de metodologia simples,
precisa e de baixos limites de deteccdo e quantificacao (ENGIN et al., 2015).

O uso de eletrodos quimicamente modificados (EQM) para a determinagdao da SFD
utilizando técnicas eletroquimicas tem sido aplicado, principalmente, por aumentar a
sensibilidade e evitar que subprodutos de oxirredu¢do adsorvam na superficie do eletrodo
(TADI; MOTGHARE; GANESH, 2014; HE; YAN, 2018; VANONI et al., 2019).

Dessa forma, as técnicas eletroquimicas, com a utilizagio de EQM, sdo uma

alternativa promissora para a determinagdo da SFD, visto que possui resposta rapida, altas



velocidades no transporte de massa, elevada sensibilidade, entre outros. No presente trabalho,
a SFD sera estudada por meio da voltametria ciclica e, logo apés, serd desenvolvida uma

metodologia para quantifica-la de forma mais sensivel e seletiva.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um procedimento analitico para a determinagdo de sulfanilamida (SFD)

utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com quitosana (ECV/QT) e ftalocianina de

cobalto (ECV/QT/CoPc).

2.2 Objetivos especificos

Modificar o eletrodo de carbono vitreo (ECV) com quitosana (QT) e ftalocianina de
cobalto (CoPc);

Verificar as respostas eletroquimicas dos eletrodos modificados com QT e QT/CoPc
na presenga e auséncia da sulfanilamida (SFD);

Avaliar a eletroatividade da SFD em diferentes meios e concentragoes;

Estudar a influéncia da concentracdo de QT ¢ CoPc na sensibilidade do sistema;
Escolher a melhor técnica voltamétrica para a determinacao da SFD;

Desenvolver um método analitico para a deteccao da SFD;

Aplicar o método desenvolvido na determinagdo de SFD em amostras comerciais do
farmaco;

Validar o método desenvolvido comparando seus resultados com andlises em

Espectrofotometria UV-Vis.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Sulfonamidas

As sulfonamidas constituem uma classe de antibidticos pertencentes a um grupo de
antimicrobianos de origem natural e/ou sintética (KIM et al., 2019). A primeira sulfonamida a
ser sintetizada foi a sulfanilamida, em 1908, por Paul Gelmo, quando a preparou como parte
de um projeto de pesquisa de novos corantes azoicos. Desde entdo, foi utilizada como produto
intermediario nas industrias de corantes (RANG et al., 2016).

No entanto, os primeiros efeitos desses compostos sao datados da década de 30
(STAFFIERI, 2019) quando Klarer e Mietzsch sintetizaram um grupo de azo corantes
envolvendo algumas sulfonamidas, incluindo o prontosil, que apos testes com métodos
classicos de triagem (in vitro), mostrou-se eficaz contra culturas bacterianas. Foi Gerhard
Domagk, porém, quem observou a atividade do prontosil em ratos e coelhos infectados com
estreptococos e estafilococos (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

As evidéncias da atividade quimioterdpica do prontosil em virtude do metabolito
formado estimulou a formacdo de grupos de pesquisas e conduziu ao desenvolvimento de
novas rotas de sintese, com estudos de analogos e derivados da sulfanilamida. Estes, deveriam
proporcionar o aumento no seu espectro antibacteriano, melhorar o transporte e distribuicao
nos tecidos e fluidos corporais, bem como aumentar sua solubilidade na agua. Além disso,
esse conhecimento propiciou o estabelecimento da moderna quimioterapia antibacteriana com
grandes modificagdes na evolucdo clinica de diversas enfermidades (MARQUES, 2007).

O grupo das sulfonamidas compreende seis farmacos principais: sulfanilamida,
sulfisoxazol, sulfacetamida, 4cido para-aminobenzodico, sulfadiazina e sulfametoxazol, sendo
as duas ultimas de maior importancia clinica (ERBETTA, 2017). Estruturalmente, as
sulfonamidas consistem de um anel de benzeno com grupo amina (NH») na posi¢ao Cy4 e &cido

sulfonico com diferentes grupos alquila (Figura 1).

Figura 1: Estrutura quimica das sulfonamidas.
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Fonte: Proprio autor (2019).



As sulfonamidas sdo muito utilizadas, atualmente, na medicina humana e veterinaria
no tratamento de doengas infecciosas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Na
pecuaria, por exemplo, utiliza-se com o objetivo de prevenir o crescimento de bactérias, tratar
as infecgOes de certos protozoarios € microrganismos € aumentar a sua producao (RAHMAN
et al., 2009); ja na medicina humana ¢ aplicada no tratamento de diversos tipos de infecgdes,
tais como urindrias, vaginais e de garganta (FERRAZ et al., 2018).

As sulfonamidas sdo capazes de inibir uma variedade de bactérias interferindo em uma
reacdo bioquimica particular (sintese do acido folico) que ¢ essencial para sobrevivéncia das
mesmas. Sua atividade quimioterdpica deve-se a competi¢do com o acido p-aminobenzdico
(PABA), um importante precursor da sintese de acidos nucléicos, no ciclo de metabolismo do
acido folico. Estruturalmente, o PABA e as sulfonamidas sdo analogos, tendo como diferenca
principal a presenga de um grupo acido carboxilico no PABA e um grupo sulfona na
sulfonamida (BRAGA, 2009).

A acdo bacteriostatica da sulfonamida ¢ interrompida quando hé excesso de PABA,
diminui¢do da afinidade entre a enzima e a sulfonamida e presenca de pus ou produtos de
degradacao tecidual, ja que estes apresentam timidina e purinas, possibilitando as bactérias a
sintese dos acidos nucléicos (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014; RANG et al., 2016).

Um levantamento bibliogréafico realizado por Fernandes (2011), no periodo de 1937 a
2011, mostrou que existem, aproximadamente, 4.620 métodos analiticos propostos para a
determinagdo de sulfonamidas. Em maior numero de publicacdo encontram-se os métodos
analiticos baseados em técnicas espectrofotométricas ou eletroquimicas. Os métodos
desenvolvidos possuem grande aplicacdo em formulacdes farmacéuticas para controle de
qualidade e em alguns casos aplicados em diversas matrizes, tais como: fluidos bioldgicos
(urina, sangue e plasma), alimentos de origem animal (leite, ovos, carnes ¢ mel) e em
amostras de agua.

Entretanto, em 2019, uma pesquisa realizada na base de dados do site Web of Science
revelou que nos ultimos 20 anos cerca de 1.536 trabalhos trataram da determinagdo de
sulfonamidas, e que apenas 66 utilizaram-se de técnicas voltamétricas.

Errayess et al. (2017) desenvolveram um método espectrofotométrico sensivel para a
determina¢do de derivados de sulfonamida, em agua potavel, 4gua do mar e formulagdes
farmacéuticas e veterinarias, como sulfanilamida (SFD), sulfadiazina (SDZ), sulfacetamida
(SCT), sulfametoxazol (SMX), sulfamerazina (SMR), sulfadimetoxina (SDX), sulfametiazol
(SMT) e Sulfatiazol (STZ). A metodologia proposta mostrou-se sensivel com limites de

deteccio e quantificagdo de 0,019 — 0,05 pg mL ™" e 0,06 — 0,16 pg mL ™", respectivamente.



Estudos conduzidos por Santos et al. (2005) mostraram a quantificacio de
sulfonamidas em amostras de leite pela técnica de eletroforese capilar acoplada a
espectrometria de massas. Os resultados obtidos foram na ordem de 1,0 pmol L™, com adicio
de metanol e acido férmico e parametrizagdo de vazao, pressao e temperatura.

A reagdo de eletrooxidacdo de sulfamerazina (SMR) e norfloxacina (NOR) foi
investigado por Canales et al. (2019) utilizando-se eletrodo de carbono vitreo e a técnica de
voltametria ciclica. O método eletroquimico desenvolvido apresentou uma relacao linear para
ambos os farmacos com limites de deteccdo de 38,10 e 29,60 pmol L'e quantificacio de
115,4 e 89,5 umol L_lpara NOR e SMR, respectivamente. Para precisdo, um erro de 1,96% e
4,55% foi obtido com relagdo a analise de um padrio de 200 pmol L™ de SMR e NOR,

respectivamente.

3.1.1 SULFANILAMIDA

A 4-aminobenzenosulfonamida (C¢HgN,O,S), denominada de sulfanilamida (SFD), é
um composto pertencente ao grupo dos antibioticos e a classe das sulfonamidas (LIAO et al.,
2016). Comumente, ¢ encontrada em medicamentos que agem no combate de doencas
bacterianas, uma vez que ela atua como um inibidor competitivo da enzima bacteriana
sintetase de dihidroperoato que catalisa a sintese de acido folico, que por sua vez € essencial
para a sintese do DNA e RNA bacteriano (VASCONCELLOS et al., 2017). Estruturalmente,
a substancia contém o grupo funcional sulfamil (—SO:NHR-) ligado a uma anilina (-

Cs¢HsNH,-). A estrutura quimica da sulfanilamida ¢ mostrada na Figura 2.

Figura 2: Estrutura quimica da molécula de sulfanilamida.
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Fonte: Proprio autor (2019).

Para a substincia possuir atividade antibacteriana, os grupos amina e sulfonamida
devem estar na posi¢do para, um em relacdo ao outro (SARMAH; MEYER; BOXALL,
2006). Com respeito ao grupo —SO,NH,; — ¢ relevante que o enxofre esteja ligado diretamente
ao anel benzénico; e o substituinte p-NH,, cujo N recebeu a designacdo de N4, s6 pode ser
trocado por radicais capazes de converter in vivo a molécula em grupo amino livre. Vale

ressaltar ainda que as permutacdes feitas no grupo amina, em que o nitrogénio foi nomeado de



N1, influenciam sobre a atividade antibacteriana da substincia; e que, a substituicdo dos
nucleos aromaticos heterociclicos na posicdo N1 produz compostos ligeiramente eficientes
(BRUNTON; HILAL-DANDAN, 2015; OLIVEIRA, 2005).

A sulfanilamida pode ser adotada em diversos processos infecciosos e ¢ considerada
como uma op¢do no tratamento de inflamac¢des do trato respiratdrio superior e inferior,
exacerbagdes agudas de quadros cronicos de bronquite, bronquiectasia, faringite, sinusite,
otite média aguda em criangas, tratamento e profilaxia (primaria e secundaria) da pneumonia
(por Pnemocystiscarinii), infeccdes urindrias e renais, cistites agudas e cronicas, pielonefrites,
uretrites, prostatites; infec¢des genitais, gastrintestinais, febre tifoide e paratifoide, portadores
de colera, diarreia causada pela Escherichia coli, shiguellose; pele e tecidos moles, pio
dermite, furunculos, abscessos e feridas contaminadas; osteomielite aguda e cronica,
brucelose aguda, nocardiose, blastomicose, entre outras infeccoes bacterianas (FERREIRA,
2009).

Em relacdo a toxicidade desse medicamento, o mesmo nao oferece perigo a saude
humana quando ingerida em baixas concentragdes, no entanto, em altas concentragdes pode
desencadear problemas no sistema digestorio, nauseas, alergias cutdnea, estomatites,
hepatoxicidade e nefrotoxicidade. Como medida preventiva, paises pertencentes a Unido
Europeia incluiram valores restritos de SFD e derivados de no maximo 100 pg kg ' em
alimentos de origem animal. No Brasil, a concentragdo maxima permitida ¢ também de 100
ug kg'; j4 na Polonia a concentragdo aumenta para 0,5 mg kg™ em frutas e vegetais (BARAN
etal.,2011).

A SFD ¢ identificada como o principal produto de degradacdo da droga
sulfametoxazol, comercialmente conhecida como Bactrim e Trimetoprim, e ainda ¢ o
principal composto do medicamento utilizado para o tratamento de ulceragdes e lesdes
dérmicas, Paraqueimol (YARGEAU ef al., 2008). Na veterinaria, estd presente em
formulagdes usadas no tratamento topico de otites simples e infecciosas sensiveis

(BARBOSA, 2017).

3.1.1.1 Métodos para determinacgdo de sulfanilamida

A andlise de farmacos de diferentes classes terapéuticas vem sendo alvo de
pesquisadores no que diz respeito ao controle de qualidade na produgdo, uma vez que, de
acordo com a OMS (Organizagdo Mundial da Saade), ¢ necessario garantir que o0s

medicamentos produzidos atendam as necessidades prioritarias da saude e aos padrdes de



qualidade, eficacia e de seguranga, caso contrario, todos os outros servicos de saude serdo
certamente comprometidos (ORGANIZATION, 2007).

Além desses, o controle de qualidade de farmacos veterinarios ¢ particularmente
relevante, uma vez que podem permanecer residuos desses medicamentos nos animais
tratados e destinados ao consumo humano, caso ndo seja observadas as boas praticas
veterindrias, seja em fun¢do do uso exagerado e/ou indevido, ou mesmo do ndo cumprimento
das normas que regulamentam tais usos (DORETTO, 2012). Com isso, ¢ imprescindivel o
desenvolvimento de métodos rapidos, eficazes e de confianga para controle de qualidade de
medicamentos; € que possam ser utilizados em analises praticas e de rotina (PARISOTTO et
al., 2005).

Embora relevantes, poucos métodos foram desenvolvidos para a quantificagao de SFD
em produtos farmacéuticos e termoterapicos (FERRAZ et al., 2018). Porém, encontra-se na
literatura alguns trabalhos envolvendo a determinag@o simultdnea de SFD e outros medicamentos
da mesma classe pelo método de cromatografia (ZHOU et al., 2012; SHAABAN; GORECKI,
2011), espectrofotometria (ERRAYESS et al., 2017) e fluorescéncia (MAUDENS; ZHANG;
LAMBERT, 2004; GARCIA et al, 2005). Para dosagem em amostras farmacéuticas, a
farmacopeia brasileira recomenda utilizar o método de Espectrofotometria no infravermelho
(ANVISA, 2010).

Sereshti et al. (2014) realizaram um estudo utilizando o método de extragao liquido-
liquido miniaturizado em sistema de seringa (SALLE) acoplada com cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC-UV) para a extragdo de SFD, como produtos farmacéuticos polares a
partir de amostras de 4gua complexas. A extragdo foi realizada por injecdo répida do solvente
de extragcdo numa solucdo de amostra salina. O sistema de extracdo proposto ¢ muito simples,
barato e tem potencialidade para ser automatizado. O método foi validado com uma boa
linearidade e uma precisdo satisfatoria.

Ferraz et al. (2018) investigaram a SFD em solu¢ao otoldgica, urina e soro humano
por técnicas eletroanaliticas no eletrodo de carbono vitreo. O método desenvolvido utilizando
a voltametria de onda quadrada apresentou melhores resultados que a cronoamperometria,
visto que, em condicdes otimizadas, apresentou uma resposta linear de 5,0 a 74,70 pmol L™
com limites de detecgdo e quantificagdo de 0,92 ¢ 3,10 umol L', respectivamente. As taxas
de recuperacdo nas formulagdes farmacéuticas e amostras de urina e soro humano foram
proximas a 100%.

He e Yan (2018) apresentaram um sensor eletroquimico simples e viavel baseado no

grafeno funcionalizado com nanoparticula de ouro para a determinagao da SFD. Os resultados
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mostraram uma ampla faixa linear de 0,1 a 1000 pmol L™ com limite de detecgdo 0,011 pmol
L', boa estabilidade ¢ taxa de recuperacio aceitavel. Com isso, percebeu que o sensor
desenvolvido pode ser aplicado com sucesso para a deteccdo da substancia em amostras de
carne de animais.

Estudos conduzidos por Tadi e colaboradores (2014) averiguaram a sulfanilamida
utilizando eletrodo de pasta de carbono modificado com pirrol. A técnica de voltametria de
pulso diferencial proporcionou um valor de limite de detec¢do igual a 0,02 wmol L
possuindo duas faixas de linearidade, sendo de 0,05 a 1,1 umol L'e 1,1 a 48,0 pumol Lfl,
com um valor de sensibilidade de 1,158 e 0,012 pA/umol L™, respectivamente.

Resultados que garantiram a melhor sensibilidade com a modificagcdo de eletrodos
foram retratados por Wei et al. (2017), o qual mostrou o desenvolvimento de um sensor
eletroquimico a base de eletrodo de carbono vitreo modificado com polimero molecularmente
impresso e 6xido de grafeno. O material modificante foi preparado por polimerizacdo e
precipitagdo na presenca de sulfanilamida como molécula modelo. Os resultados indicaram
que o sensor apresentou boa afinidade e excelente resposta eletroquimica para a SFD, uma
vez que, sob condigdes otimizadas na técnica da voltametria de onda quadrada, a intensidade
da corrente de pico de oxidacdo mostrou duas faixas dinamicas lineares de 10,0 a 1000 ng
mL™' e de 200 a 1000 ng mL ™' com desvio padrio inferior a 5%.

Vanoni et al. (2019) desenvolveram um método analitico baseado na modificagdo do
eletrodo de pasta de carbono com sal tetrassodico do acido ftalocianinatetrassulfonico de
niquel (IT) (NiTsPc) e cloreto de 3- n- propil (3 metilpiridinio) silsesquioxano (Si3PicCl ). Em
resposta, o eletrodo modificado apresentou maior corrente quando comparado ao eletrodo sem
modificacdo. O pico de oxidagdo aumentou com a concentragdo de SFD na faixa de 35 a 301
umol L™, tendo valores de limite de detecgdo e quantificacio iguais a 12,0 ¢ 35,0 pmol L™,

respectivamente.

3.2 Eletrodos quimicamente modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido no vocabulario
eletroquimico, por Murray e colaboradores na década de 70, para designar eletrodos com
espécies quimicamente ativas, convenientemente imobilizadas em suas superficies. O
principal objetivo dessa modificag@o ¢ pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo/solu¢cdo como uma forma de alterar a reatividade e seletividade do eletrodo
base, permitindo assim, o desenvolvimento de sensores com varias finalidades, a qual se pode

citar a catalise de reagdes organicas e inorganicas (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).
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Existem varias formas de realizar a modificacdo de um eletrodo. De forma geral, o
método mais utilizado para a imobilizagdo de um agente modificador na superficie do
eletrodo consiste em adsor¢ao irreversivel direta, o qual traz uma incorporacdo simples e
rapida de compostos sobre os eletrodos base. No entanto, para que a modificacdo seja
vantajosa, a sensibilidade da deteccdo de um analito deve ser aumentada e o substrato
empregado deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e adequadas ao método
selecionado (PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

Em processos eletrocataliticos, como oxida¢do ou redugdo, de uma molécula reagente
que apresente uma cinética de transferéncia de elétrons lenta na superficie do eletrodo, a
utilizacdo de EQM pode acelerar a troca de elétrons com a espécie envolvida ou, até mesmo,
antecipar o inicio da reacao, reduzindo o sobre potencial de ativacdo. Permitindo, assim, o
desenvolvimento de procedimentos e técnicas eletroanaliticas mais eficientes, com maiores
sensibilidades e seletividades ao sistema, quando comparado aos eletrodos base (DANTAS,
2007; NAHUZ et al., 2000).

Dentre as espécies quimicas mais utilizadas como agentes modificadores de
superficies eletrodicas, os macrociclos de metais de transi¢do, especificamente, as
metaloftalocianinas e metaloporfirinas tém se destacado, devido as suas potencialidades de
aplicacdo em eletroandlise e eletrocatalise. Para tanto, a capacidade de usar a ftalocianina de
cobalto (CoPc) e andlogos em conjunto com eletrodos de carbono de diversas formas tem
possibilitado avancos significativos na quantificagdo de alguns analitos (KOZUB;
COMPTON, 2010; ARAGAO et al., 2017).

Além disso, atualmente, a unido de agentes modificadores e eletrocataliticos tem
auxiliado na detec¢do de inimeras substancias (VANONI et al., 2019). Uma molécula que
vem atraindo a atencdo dos pesquisadores ¢ a quitosana, principalmente, por dispor de
propriedades fisicas e quimicas capazes de melhorar o sinal analitico das analises (CORREA,

2013).

3.2.1 METALOFTALOCIANINAS

A ftalocianina (Pc) foi, inicialmente, estudada por Linstead em 1933 e refere-se a uma
classe de compostos organicos de coloragdo azul intensa (LEZNOFF; LEVER, 1996).
Estruturalmente, apresenta-se na forma de um anel formado por atomos de nitrogénio e dois
atomos centrais de hidrogénio, a ftalocianina na sua forma acida (H,Pc), conforme

apresentado na Figura 3A.



12

Os dois atomos de hidrogénio centrais do sistema podem ser substituidos por uma
variedade de metais e metaldides para a formagdo das metaloftalocianinas, Figura 3B.
Fisicamente, os complexos formados, sdo altamente coloridos € normalmente insoluveis em
solventes comuns, possuindo leve solubilidade em solventes aromaticos com ponto de

ebulicao elevado (TODD et al., 1998).

Figura 3: (A) Estrutura da ftalocianina na forma acida (H,Pc) ¢ de uma (B) metaloftalocianina (MPc).

Fonte: Proprio autor (2019).

As metaloftalocianinas sdo compostos versateis que se adsorvem muito fortemente
sobre as superficies de carbono e grafite em niveis de monocamadas (LEZNOFF; LEVER,
1996). Esses agentes modificadores possuem atividade eletrocatalitica para uma grande
variedade de reagdes eletroquimicas de interesse pratico (TASCA et al, 2014; CARO;
BEDIOUI;, ZAGAL, 2002), incluindo a determinagdo eletroquimica de farmacos
(GUARALDO et al., 2019).

Zagal (1992) declara que a intensidade com que ocorrem as reagdes na presenca desses
agentes esta relacionada com a natureza do metal posicionado na sua parte central, em que os
orbitais moleculares externos da molécula reagente interagem com os orbitais externos
situados no metal central, favorecendo a transferéncia de elétrons entre as moléculas
(ZAGAL, 1992). Com isso, a atividade catalitica da ftalocianina adsorvida pode, entdo, ser
associada com a quantidade de elétrons localizados no metal central e com o potencial formal
dos pares redox correspondentes (SOTOMAYOR; TANAKA; TATSUO, 2002).

Uma das ftalocianinas metéalicas mais usadas e promissora em eletrocatalise ¢ a
ftalocianina de cobalto (CoPc) e seus derivados, principalmente, em virtude da sua eficiéncia

na transferéncia eletrOnica, propriedades elétricas (semicondutividade) e Opticas
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(fotocondutividade) (FUJIIWARA, 1998; BRAIK et al., 2015). A CoPc (Figura 4) ¢ conhecida
ha muito tempo como catalisador homogéneo e heterogéneo para uma grande variedade de
reacoes, visto que podem, ou ndo, estar presente na mesma fase das espécies reagentes. A
atividade catalitica desse complexo ¢ dependente do ion metalico envolvido (Co) e ainda do

estado de oxidacdo total em que o complexo se encontra (XIA et al., 2019).

Figura 4: Estrutura Quimica da Ftalocianina de Cobalto.

Fonte: Proprio autor (2019).

A ftalocianina de cobalto ja foi utilizada na constru¢do de EQMs para determinagao de
cisteina (HERNANDEZ-IBANEZ et al., 2017), acido ascorbico (MOUNESH et al., 2019),
4cido linoleico (JERKOVIC et al., 2018), acido tartirico (LOURENCO et al., 2018),
dopamina (DIAB et al., 2019), entre outros. No entanto, até 0 momento, nenhum trabalho foi

encontrado para a determinagao de sulfanilamida.

3.2.2 QUITOSANA

A quitosana (QT), apresentada na Figura 5, ¢ um biopolimero que pode ser obtido a
partir da reagdo de desacetilagdo alcalina da quitina (KNIDRI et al, 2018), presente nas
cascas de crustaiceos e fungos (JANEGITZ; JUNIOR; FATIBELLO-FILHO, 2007).
Estruturalmente, ¢ uma macromolécula cationica constituida por um copolimero de unidades

combinadas de glucosamina e Nacetil-glucosamina (HONARKAR; BARIKANI, 2009).
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Figura 5: Estrutura quimica da Quitosana.

" CH20H CH20H

Fonte: Corréa (2013).

Esse biopolimero do tipo polissacarideo possui uma estrutura molecular quimicamente
analoga a fibra vegetal chamada celulose, distinguindo-se somente nos grupos funcionais. Por
exemplo, os grupos hidroxil (OH) estdo presentes na estrutura geral do carboidrato para a
celulose enquanto para a quitosana sdo os grupos amino (NH,) (KRAJEWSKA, 2004).

A quitosana (QT) ¢ soluvel em meio acido diluido, constituindo um polimero
catidnico, com a protonacgdo (adi¢do de protons) do grupo amino (NH'), o qual concede
propriedades especiais diferenciadas em relacdo as fibras vegetais (BERGER et al., 2004).

A QT ¢é um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel, de grande
interesse econdmico e ambiental. As cascas de crustaceos sdo residuos crescentes da industria
pesqueira, que em muitos casos as julgam poluentes. Para tanto, sua utilizacdo reduz o
impacto ambiental causado pelo acimulo nos locais em que ¢ produzido ou estocado
(MENDES et al., 2011).

Na area ambiental, a quitosana ¢ conhecida como um bioadsorvente e aplicada para
remog¢ao de ions metélicos toxicos e nos processos de tratamento e purificacdo de agua
(JANEGITZ et al., 2007). Além disso, na satude, atua no tratamento de lesdes cutaneas e na
redugdo das taxas de colesterdis (SILVA; SANTOS; FERREIRA, 2006).

Uma caracteristica vantajosa da QT ¢ a sua versatilidade, em virtude de poder ser
modificado fisicamente e assumir diferentes formas, tais como pds, flocos, microesferas, nano
particulas, membranas, esponjas, colméias, fibras e fibras 6ticas (LARANJEIRA; FAVERE,
2009). Outra utilidade que tem instigado o interesse dos pesquisadores ¢ a capacidade de
formar complexos com ions de metais de transicdo devido a presenca de grupos amino em sua
estrutura (JANEGITZ; JUNIOR; FATIBELLO-FILHO, 2007). Na literatura, normalmente,
sdo encontrados trabalhos utilizando quitosana, como agente modificador de eletrodos,

associados a uma enzima (biossensor) (CORREA, 2013).
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3.3 Técnicas eletroanaliticas

As técnicas eletroanaliticas constituem um conjunto de métodos qualitativos e
quantitativos utilizados na determinagdo de um analito por meio de sua eletrolise, processo
em que uma determinada reagdo quimica ¢ forgada a ocorrer na superficie de um eletrodo,
devido a imposi¢do de uma diferenca de potencial elétrico (HARRIS, 2001).

Uma das mais importantes caracteristicas ¢ que tais técnicas possibilitam o
estabelecimento de relagdes diretas entre a concentracdo do analito e alguma grandeza
elétrica, tais como: corrente, potencial, condutividade, resisténcia ou carga. Como as medidas
destas propriedades sdo facilmente acessiveis experimentalmente, as técnicas eletroanaliticas
sdo adequadamente utilizadas na quantificagdo de espécies de interesse nas diferentes areas de
estudo (RUPP et al., 1992).

Em geral, as respostas obtidas com a utilizagdo de técnicas eletroanaliticas sofrem uma
menor influéncia de interferentes presentes nas amostras, comparando-se com técnicas
cromatograficas, o que tem possibilitado o uso destas técnicas na andlise de varias
substancias. Nos ultimos anos, a sensibilidade das técnicas eletroanaliticas passou a ser
comparavel as técnicas cromatografica e espectroscopica. Esta comparagdo ¢ possivel devido
ao desenvolvimento tecnoldgico que possibilitou um grande avanco da instrumentacio
eletroanalitica, contribuindo intensamente na melhoria da sensibilidade (GALLI et al., 2006).

Dentre as técnicas eletroanaliticas conhecidas, a voltametria destaca-se,
principalmente, por possibilitar analises de amostras com pouca ou nenhuma etapa de
tratamento, diminuindo o risco de contaminacgao das amostras. Em voltametria as informacoes
sdo obtidas a partir do registro de curva de corrente versus potencial feito durante a eletrdlise.
As técnicas voltamétricas mais utilizadas sdo a voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso

diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ) (BARD; FAULKNER, 2000).

3.3.1 VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica (VC) ¢ uma técnica propicia para fins qualitativos que se baseia
nos fendmenos que ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada
fina de solucao adjacente a essa superficie (ALEIXO, 2003).

Essa técnica € considerada dindmica e muito versatil, pois fornece informagdes sobre o
comportamento redox de espécies eletroquimicamente ativa, reversibilidade do processo,
mecanismos de reagdes redox, adsorcao sobre eletrodos, além de possibilitar a identificagao
de intermediarios ou de produtos de reacdo (BRETT; BRETT, 1996).

Assim, nessa técnica, as informagdes sobre o analito sdo obtidas por meio da medi¢do
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da magnitude da corrente elétrica que surge no eletrodo de trabalho, ao se aplicar um

potencial entre um eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar (PACHECO et al., 2013).

3.3.2 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

Outra técnica voltamétrica bastante utilizada para estudar reacdes redox e derivagdes €
a voltametria de pulso diferencial (LOURENCO et al., 2018). Neste sentido, esta técnica ¢
normalmente empregada para complementar a voltametria ciclica nos estudos eletroquimicos.

As técnicas de pulso sdo baseadas na medida da corrente elétrica em fung¢ao do
tempo de aplicagdo de um determinado pulso de potencial. A medida que o potencial é
aplicado no eletrodo de trabalho ocorre um carregamento/descarregamento da dupla
camada elétrica, originando a corrente capacitiva. O outro tipo de corrente surge quando
se trabalha com reagentes impuros ou quando se tem oxigénio dissolvido em solucdo ¢ a
chamada corrente faradaica residual (SKOOG et al., 2014).

A voltametria de pulso diferencial (VPD) ¢ uma das técnicas de pulso mais
sensiveis e extremamente Uteis para quantificar compostos organicos € inorganicos em
niveis de tragos (HARRIS, 2001). A corrente medida ¢ lida duas vezes, uma antes e outra
no final da aplicag¢do do pulso. Com isso, essas correntes sdo subtraidas, tendo em vista
que a primeira possui contribui¢do apenas da corrente capacitiva e a segunda inclui a
corrente faradaica e, entdo, sdo registradas versus o potencial aplicado (BRETT; BRETT,
1996). Vale ressaltar que a corrente de pico do voltamograma de pulso diferencial €
proporcional a concentragao da espécie eletroativa (SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003).

O sinal de intensidade da VPD corresponde a aplicagdo de pulsos de igual
amplitude por um pequeno intervalo de tempo, sobre uma rampa linear de potencial,
entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia; o sinal de resposta € a corrente
elétrica resultante da eletrolise, cuja forma gréafica tem forma de pico (BRETT; BRETT,

1996).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes e solugdes

As solugdes padrio de SFD (10,0 mmol L") foram preparadas, diariamente, em 4gua
deionizada, pelo sistema Milli-Q (Millipore), e envolvidas com papel aluminio para evitar
possiveis processos de degradacao.

A amostra foi adquirida em um site de medicamentos veterinarios e consistiu em um
frasco de 10 mL de solugdo contendo 1,0 g de sulfanilamida em sua composi¢ao. Tal fAirmaco
¢ indicado no tratamento infeccioso de otites comuns e de baixa complexidade. O preparo da
solucdo foi realizado a partir da diluicdo da amostra em 4gua deionizada e, em seguida,
colocado sobre sistema de agitacdo (agitador de tubos vortex) por 3 minutos.

As solugdes do modificante quitosana (QT), 5,0 mg mL ™", foram preparadas em 4cido
acético 1%, enquanto a combinagdo quitosana/ftalocianina de cobalto (QT/CoPc) foram
produzidas pela dissolucao de 3,0 mg de ftalocianina de cobalto em 1,0 mL de solucao de
quitosana.

Todas as outras solugdes foram preparadas pela dissolucdo dos reagentes sélidos em
agua deionizada. Os reagentes usados foram de grau analitico, conservados a temperatura

ambiente (= 25°C - 28°C) e sd@o mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Lista dos reagentes utilizados com suas respectivas procedéncias.

REAGENTES PROCEDENCIA

Sulfanilamida
Ftalocianina de Cobalto
Quitosana
Cloreto de Potassio
Acido Cloridrico
Acido Fosforico
Acido bérico
Hidroxido de Sodio
Acido citrico
Fosfato monossodico
Fosfato dissédico
Acido Acético

Etanol Quimex
Fonte: Proprio autor (2019).

Sigma-Aldrich

Isofar

Merck S. A

Na otimizagdo dos parametros experimentais, tais como variagdo do tipo e
concentracdo do eletrdlito de suporte, foram empregados como eletrolito de suporte o tampao
Britton-Robinson (BR), fosfato, Mcvainne e Sorensen. O tampao BR foi obtido a partir da

. , . , . ;. , . ~ -1 ~
mistura dos acidos: acético, fosforico e borico, todos na concentragdo de 0,1 mol L™; tampao
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Mcvainne com misturas do acido citrico e solugao de fosfato dissddico, ambos em 0,1 mol L!
e tampao Sorensen com misturas de sais, fosfato dissddico e monossodico nas concentragdes
de 0,1 mol L™". Adicdes de aliquotas de solugdo de NaOH 3,0 mol L™ foram adicionadas aos
tampdes BR e fosfato até alcancar o pH desejado. Todas as solucdes foram preparadas

conforme procedimentos descritos na literatura.

4.2 Instrumentacio

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em um Potenciostato Ivium-n-Stat
controlado pelo software IviumSoft™ Electrochemistry, conectado a um microcomputador e
utilizando um sistema de trés eletrodos: eletrodo de trabalho (carbono vitreo), eletrodo de
referéncia (Ag/AgCl/KClgy) e o eletrodo auxiliar (platina). O sistema estd apresentado na

Figura 6.

Figura 6: Sistema eletroquimico para estudo da sulfanilamida.

Fonte: Proprio autor (2019).

Para as solugdes tamponantes foi utilizando um medidor de pH modelo 827 pH lab da
Metrohm. Nas medidas eletroquimicas usou-se um agitador magnético modelo 751 da Fisaton
Equipamentos Cientificos Ltda na finalidade de homogeneizar o eletrélito de suporte ao
analito e aumentar a conducdo das espécies ativas do seio da solugdo a superficie do eletrodo
de trabalho. Um sistema de agitacdo do tipo vortex da Fisatom 772 (2800 rpm) foi empregado

no preparo das solu¢des para melhor solubilizagao das substancias.
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4.3 Eletrodos

4.3.1 ELETRODO DE TRABALHO

O eletrodo de carbono vitreo (ECV) modificado com ftalocianina de cobalto (CoPc) e
quitosana (QT), ECV/QT/CoPc, foi utilizado como eletrodo de trabalho na determinagdo da

sulfanilamida. O ECV (¢ = 3 mm) foi o eletrodo base para deposi¢do da solu¢do modificante.

4.3.2 ELETRODO DE REFERENCIA

O eletrodo de referéncia empregado nos experimentos foi o de Ag/AgCl saturado com
KCI. Para sua construgdo, um fio de prata foi polido com lixa d'dgua de granulometria 1200 e
lavado com agua deionizada. Sequencialmente, o sal AgCl foi eletrodepositado sobre o fio de
prata aplicando-se um potencial constante, por alguns segundos, entre um fio de Ag e um fio
Pt, ambos imersos em solugao de HCI.

Logo apds, o fio anodizado foi introduzido em uma ponteira de pipeta contendo
solucdo saturada de KCI. A extremidade da ponteira foi fechada com fragmentos de separador
de baterias, favorecendo desta forma o contato eletrolitico. Ao fim de cada experimento,
guardou-se o eletrodo de referéncia em um frasco completamente preenchido com solucao de

KCl saturado.

4.3.3 CONTRA-ELETRODO

Utilizou-se como contra-eletrodo uma placa de platina, soldada a um fio de platina e
inserido em tubo de vidro. Antes de cada medida, o eletrodo de platina era aquecido em
chama redutora e lavado abundantemente com agua deionizada com a finalidade de garantir

que nenhuma espécie eletroativa estava adsorvida.

4.4 Limpeza do eletrodo

A limpeza do eletrodo de carbono vitreo (ECV) foi realizada mediante polimento com
alumina de granulometria 0,05 e 0,30 um e submetido a sucessivas lavagens com agua
purificada.

Ao fim dos experimentos, o eletrodo passava novamente pelo procedimento descrito
acima e, entdo, era submerso em etanol puro para garantir a completa remog¢ao das espécies

adsorvidas.
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4.5 Preparo do eletrodo quimicamente modificado

A modifica¢do do ECV foi realizada pelo método de gotejamento, em que 5,0 uL. da
solucdo de QT/CoPc 3,0 mg mL™' foi depositado sobre a superficie do eletrodo, e deixado
secar a temperatura ambiente até a formagdo do filme. Em seguida, o eletrodo modificado
(ECV/QT/CoPc) foi lavado com agua purificada a fim de remover as particulas ndo
adsorvidas, e imerso, imediatamente, na solucdo eletrolitica de trabalho. Vale ressaltar que o
ECV jéa havia sido previamente limpo com alumina antes de passar pelo processo de
modificagdo. A Figura 7 apresenta, resumidamente, o procedimento adotado para a

modificacdo do ECV com QT/CoPc.

Figura 7: Metodologia para a modificag@o do eletrodo de carbono vitreo com ftalocianina de cobalto e
quitosana.

(== = B

=i

Fonte: Proprio autor (2019).
4.6 Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas para o estudo do comportamento da sulfanilamida,
inicialmente, foram realizadas por voltametria ciclica (VC), em uma célula eletroquimica
convencional composta por trés eletrodos imersos em solugio tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH
7,0).

Para a otimizacdo dos pardmetros experimentais e desenvolvimento da metodologia
analitica para determinacdo da sulfanilamida, empregou-se a técnica de pulso diferencial

(VPD). Os testes de pH foram feitos em tamp@o Britton-Robinson 0,1 mol L™

4.7 Analise comparativa por Espectrofotometria UV-Vis

Os resultados obtidos no método proposto foram comparados aqueles obtidos por
espectrofotometria UV-Vis, utilizando um espectrofotdometro da Varian modelo Cary 50

controlado pelo software Scan-Online. O comprimento de onda a ser usado foi escolhido a
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partir da varredura de absorbancia, na faixa entre 200 a 800 nm, em solu¢do padrdo de
sulfanilamida.

Todas as solugdes, padrdao e amostra do medicamento, foram preparadas com agua
deionizada. A quantificacao da sulfanilamida foi executada por meio da constru¢do de uma
curva de calibragdo, medida de absorbancia versus concentragcdo de solugdes padrao de SFD,

e posterior leitura de amostras do farmaco.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Comportamento eletroquimico da Sulfanilamida (SFD) sobre eletrodo de carbono
vitreo (ECV)

Inicialmente, estudou-se o comportamento eletroquimico da sulfanilamida (SFD)
sobre eletrodo de carbono vitreo (EVC) por voltametria ciclica (VC) em uma ampla faixa de
potencial a fim de verificar seus processos de oxirreducao.

A Figura 8 apresenta os voltamogramas ciclicos registrados sobre ECV em uma
solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), na auséncia e na presenca de 25 pmol L™ de
SFD. A varredura de potencial teve inicio em 0,0 V e foi realizada no sentido positivo de
potenciais até 1,2 V.

Figura 8: Voltamogramas ciclicos obtido com ECV em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) na
auséncia (=) e presenca de 25 pmol L™ de SFD (=), 0,05 Vs™.
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E/V vs Ag/AgCl/KClsat

Fonte: Proprio autor (2019).

Percebe-se, a partir da Figura 8, que na auséncia da SFD nao houve formagao de picos
voltamétricos, mostrando que as correntes observadas sdo de natureza puramente capacitiva
(processos nao-faradaicos). Os processos faraddicos seguem a lei de Faraday, os quais tém a
quantidade total de elétrons de um produto de uma reagdo redox proporcional ao total de
carga transferida da interface eletrodo-solu¢ao (PACHECO et al., 2013).

Na presenca da SFD e no sentido positivo de varredura houve a formagao de um pico

bem definido de oxidagdo, localizado em aproximadamente 0,99 V vs. Ag/AgCIl/KClsat. Ja no
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sentido inverso (redu¢cdo) nenhum pico foi encontrado, sugerindo a irreversibilidade do
processo nas condigdes analisadas.

Alguns trabalhos reportam que a existéncia do grupo amino primario (-NH»-) e do
grupo sulfamil (-SO,NH-R-) na estrutura quimica das sulfonamidas sdo os responsaveis pela
eletroatividade dessas substancias (BRAGA, 2009; URZUA; PEREZ-ORTIZ; ALVAREZ-
LUEJE, 2018). Por exemplo, Msagati e Ngila (2002) apresentam em um de seus projetos que
o processo de oxidacao das sulfonamidas ocorre no grupo amino e a redugdo no grupo
sulfonamida (-SO,-), sendo a natureza do grupo funcional (-R-) o fator determinante do
potencial de pico (MSAGATI; NGILA, 2002).

Dessa forma, o pico anddico da SFD, provavelmente, esta relacionado com a oxidagao
irreversivel do grupo amino primario (-NH;-) presente em sua molécula. O comportamento
eletroquimico da SFD sobre o ECV mostrou-se similar ao descrito na literatura, uma vez que

foi constatado os mesmos potenciais de oxidagdo (FERRAZ et al., 2018; WEI et al., 2017).

5.2 Determinacio voltamétrica da Sulfanilamida sobre ECV, ECV/QT e ECV/QT/CoPc

A ftalocianina de cobalto (CoPc) ¢ um composto com comportamento eletroquimico
bastante conhecido na literatura e que tem sido utilizado como mediadores para processos
eletroquimicos (KOZUB; COMPTON, 2010; JERKOVIE ef al., 2018). Além disso, também
se tem utilizado como agentes modificantes o biopolimero quitosana (QT) devido,
principalmente, a sua grande capacidade de formar complexos com ions metélicos (CORREA,
2013).

A fim de contrastar o processo de eletrooxidagdo da SFD em eletrodo de carbono
vitreo (ECV), eletrodo de carbono vitreo modificado com quitosana (ECV/QT) e eletrodo de
carbono vitreo modificado com quitosana e ftalocianina de cobalto (ECV/QT/CoPc) foram
realizadas varredura de potenciais, utilizando a técnica de voltametria ciclica, em solucao
contendo SFD. Na Figura 9 sdo mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos em solugdo
tampdo fosfato (pH 7,0) com 25 pmol L™ de SFD, no intervalo de potencial de 0,0 V (E;) a
1,2V (Einv).

A comparacdo do comportamento eletroquimico do ECV com os ECV/QT e
ECV/QT/CoPc na regido anddica mostra mudancas acentuadas na corrente de pico de
oxidagdo da SFD. Isso pode ser justificado pelo aumento da area eletroativa do eletrodo, em
virtude da modificagdo, o qual eleva a sensibilidade e seletividade do processo

(BUKKITGAR et al., 2016); e a cinética da reagdo, em que para o ECV modificado tem-se
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uma cinética de transferéncia de elétrons rapida e menores energias de ativagdo para a

eletrooxidagdo da SDF (BRAIK et al., 2015).

Figura 9:Voltamogramas ciclicos obtido com ECV na auséncia e presenca de modificantes sobre a
superficie do eletrodo, em solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) contendo 25 umol L de SFD,
0,05 Vs™.
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Fonte: Proprio autor (2019).

Na Figura 9, observa-se que o ECV/QT/CoPc desloca o pico da SDF para valores mais
proximos de zero, e apresenta maior corrente anddica para a SFD, com 23% de aumento em
relacdo ao ECV. Este resultado pode estar relacionado com a interagdo eletrostatica entre as
moléculas de QT e CoPc, uma vez que se tem afinidade eletronica entre os grupos negativos
da QT com o ion metalico presente na CoPc.

Além disso, devido a modificacdo, nota-se o aparecimento de um pico catdédico no
sentido inverso de varredura, em aproximadamente 0,14 V, provavelmente, associado a
reducdo do grupo sulfamil (-SO,NH-R-) (MSAGATI; NGILA, 2002; BRAGA, 2009).
Entretanto, este pico nao caracteriza reversibilidade, uma vez que os picos encontram-se
distanciados em torno de 0,83 V; e o valor mais frequentemente adotado nos trabalhos
cientificos para AE, equivale a 0,059 V (SOUZA, 2011). Outro fator que corrobora para tal é
que a corrente de pico de oxidacdo ¢ superior a corrente de pico de redugdo, diferente do que
ocorre nas reacoes reversiveis (FONSECA; PROENCA; CAPELO, 2015), evidenciando a
irreversibilidade do processo de oxidagao/redugao da SFD.

De fato, conforme mostra a literatura (MSAGATI; NGILA, 2002), a reacdo

eletroquimica de oxirredugdo das sulfonamidas ocorre através de um mecanismo reacional
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irreversivel com a intensidade de corrente do pico caracteristico fortemente dependente do
meio.

Para o ECV/QT constatou-se um aumento de corrente inferior, com apenas 18% de
acréscimo sobre o ECV. Diante disso, o ECV/QT/CoPc foi escolhido como ecletrodo de

trabalho, visto que apresentou resultados favoraveis para a determinagao do analito.

5.2.1 VERIFICACAO DA ESTABILIDADE DO ECV E ECV/QT/COPC

Geralmente, alguns processos redox realizados sobre os ECV levam ao
envenenamento da sua superficie em detrimento da adsor¢cdo dos subprodutos gerados na
reacdo (BUKKITGAR et al., 2016). Para avaliar a estabilidade, ou seja, se ocorre ou nao
adsor¢do durante a oxidacdo da SFD sobre o ECV/QT/CoPc, foram realizadas sucessivas
varreduras nas mesmas condicdes e parametros citados anteriormente, com excecao da
agitacdo do sistema entre as medidas. Na Figura 10 sdo apresentadas essas alteragdes.

Figura 10: Voltamogramas ciclicos obtido com ECV (A) e ECV/QT/CoPc¢ (B) em solugdo tampao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) contendo 25 pmol L de SFD, 0,05 Vs™.
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Fonte: Proprio autor (2019).

Nas Figura 10A e B ¢ possivel verificar que ndo ocorre diminui¢do na intensidade da
corrente de pico ao final de cada varredura de potencial, nem perda da resolucdo do sinal
analitico, indicando que nao se tem adsor¢ao da SFD sobre a superficie dos eletrodos ECV e
ECV/QT/CoPc, nem a formacdo de produtos de oxidacdo. Os valores de desvio padrdo
relativo para os sinais anodicos medidos para o ECV e ECV/QT/CoPc foram iguais a 2,5 % e
1,9 %, respectivamente, demonstrando assim a boa estabilidade da deposi¢do do filme de
QT/CoPc para deteccao da SFD.

Dessa forma, para estudos posteriores, sera realizada apenas uma unica varredura

devido a estabilidade do sinal analitico do sistema.
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5.3 Efeito da variacao da velocidade de varredura na oxidacao da SFD

O comportamento da velocidade de varredura frente a corrente de pico anddico da
SFD foi estudado utilizando-se a técnica de voltametria ciclica, em solugao tampao fosfato 0,1
mol L' (pH 7,0) contendo 25 pmol L' de SFD. As leituras foram realizadas variando-se a
velocidade de varredura de 10 a 200 mVs ™', Figura 11. Esse estudo é importante para verificar
se a reacdo de oxidacdo da SFD, que ocorre na superficie do eletrodo, acontece por processos
difusionais ou adsortivos. Além disso, podem-se tirar informacdes acerca da reversibilidade
do sistema.
Figura 11: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos sobre ECV/QT/CoPc¢ a partir de uma solugédo 25 umol

L' de SFD em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), registrados em diferentes valores de velocidade de
varredura. (B) Dependéncia linear de /,, vs. v
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Fonte: Proprio autor (2019).

Observando-se os voltamogramas ciclicos, apresentados na Figura 11A, nota-se que o
aumento da velocidade de varredura foi acompanhado da elevagdo da intensidade da corrente
de pico anddica e do deslocamento do potencial de oxidacdo para valores mais positivos,
acima de 0,97 V. De acordo com Pacheco et al. (2013) quando o potencial de pico (E,) varia
com a velocidade de varredura tém-se sistemas considerados irreversiveis (PACHECO et al.,
2013).

De acordo com a literatura (LUZ et al., 2004; ARAUJO, 2017) quando h4 linearidade
entre a corrente de pico e a raiz quadrada da velocidade o sistema eletroquimico ¢ controlado
puramente por difusdo. Em contrapartida, quando a relacdo linear for com a velocidade de
varredura o processo ¢ predominantemente adsortivo.

Para tanto, construiu-se um grafico I, vs. vw, Figura 11B, e nele foi constatado a

dependéncia linear da corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de varredura,
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revelando que o processo de oxidag¢do da SFD ¢ controlado por difusdo. Estudos conduzidos
por Ferraz et al. (2018) apontam os efeitos da velocidade de varredura sobre o comportamento
eletroquimico da SFD, em que os graficos das correntes de pico em fun¢do da raiz quadrada
da velocidade de varredura mostraram relacdes lineares no intervalo de 10 a 250 mVs™,
significando que as reacdes dessa molécula foram controladas por processos difusionais

(FERRAZ et al., 2018). Tal fato corrobora os resultados obtidos nesse trabalho.
5.4 Avaliagao dos Parametros experimentais

5.4.1 ESCOLHA DA MELHOR TECNICA PARA O DESENVOLVIMENTO DO
SENSOR

Com o intuito de avaliar a técnica mais sensivel para a oxidacdo da SFD, foram
estudadas as respostas de trés técnicas: Voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso
diferencial (VPD) e a voltametria de onda quadrada (VOQ). Assim, os parametros das
técnicas foram ajustados de forma a se obter a velocidade de varredura (v) de 50 mVs" em
todas elas: frequéncia de pulso (f), amplitude de pulso (a) e incremento de varredura (AEs),
para a técnica de VOQ e, para a técnica VPD foram ajustados a amplitude de pulso (a), tempo
de pulso (t) e incremento de varredura (AEs). A Figura 12 ilustra a comparagdo entre as
técnicas, utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com quitosana e ftalocianina de
cobalto (ECV/QT/CoPc) para a determinagio de 300 pmol L de SDF em uma solucio de
tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Figura 12: Voltamogramas obtidos com ECV/QT/CoPc contendo 300 pmol L™ de SFD em solugéo.

(=) VC com v = 50 mVs™'; (=) VOQ com a = 50mV, f =10 Hz e AE; = 5mV; (=) VPD com a =
50mV; t =5 ms,AE, = SmVe v = 50mVs™.
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Fonte: Proprio autor (2019).
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A partir dos voltamogramas, apresentados na Figura 12, a técnica de voltametria de
pulso diferencial (VPD) se mostrou mais sensivel que a VC e VOQ, visto que proporcionou
maiores valores de corrente de pico para a oxidacdo da SFD; e apresentou antecipacao do
potencial de oxidacao (0,92 V) quando comparada com a voltametria ciclica (0,97 V). A
maior sensibilidade para esta técnica pode ser atribuida a dois fatores principais: o primeiro
estd relacionado ao aumento de corrente faradaica, e o segundo, a uma diminui¢do da
contribuicdo da corrente nao-faradaica (capacitiva) (OLIVEIRA, 2013). A VOQ &,
geralmente, mais indicada para sistemas reversiveis, no qual se tem a contribui¢ao das duas
componentes da corrente (direta e inversa) (DANTAS, 2007). O processo de oxirreducao da
SDF ¢ irreversivel, desta forma, a VOQ forneceu menor sinal analitico que as demais. Assim,
a VPD seré a técnica utilizada para o desenvolvimento da metodologia de quantificacao da

sulfanilamida.

5.4.2 EFEITO DA CONCENTRACAO HIDROGENIONICA

A voltametria de pulso diferencial (VPD) foi empregada com o intuito de investigar o
efeito do pH no sinal analitico da SFD, tanto para a intensidade de corrente quanto para o
potencial de oxidagdo, frente a0 ECV/QT/CoPc. Para mais, se fez um estudo na varredura de
potencial de 0,4 a 1,4 V utilizando uma ampla faixa de pH que variou de 2,0 a 10,0.

Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos (Figura 13) apresentam a variagdo da
corrente de pico anddica com a adi¢do de 20 pmol L™ de SFD a solu¢o tampdo Britton-
Robinson (BR) 0,1 mol L', em diferentes valores de pH.

Figura 13: (A) VPD obtidos com ECV/QT/CoPc em Tampdo BR 0,1 mol L' contendo 20 pmol L' de

SFD, registrados em diferentes valores de pH. (B) Dependéncia de I, e E, em fun¢do do pH.
Parémetros: t = Sms; a = 50 mV; AE, = 5mV, v = 0,05 Vs~
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Fonte: Proprio autor (2019).
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Ao avaliar a Figura 13A, verificou-se que o aumento do pH do meio levou ao
deslocamento de potencial para valores mais negativos, comportamento tipico de processos
onde ocorre prévia protonacao da espécie (CABRAL et al., 2003); e que a reagao de oxidagao
da SFD ¢ favorecida no intervalo de pH de 2,0 a 7,0, visto que para valores de pH acima se
tem uma diminui¢do na corrente de pico.

Além disso, nota-se um maximo de corrente de pico em pH 2,0, no entanto, levando-se
em conta que o aumento foi pouco em relacdo ao pH 7,0 e que as amostras reais (fluidos
biologicos e medicamentos) que se deseja analisar se encontram proximo a esse pH, optou-se
pelo pH 7,0 para estudos posteriores.

A partir da dependéncia linear do potencial de pico com o pH da solugdo (Figura 13B)
encontrou-se a equacao da reta, Ep = 1,294 — 0,054*pH, r = 0,994. Com isso, verificou-se que
a inclinagdo obtida para o processo de oxidacao da SFD (0,054 V/pH) ¢ préxima do numero
esperado da equacdo de Nernst (0,0592), indicando que o mecanismo da reacdo eletroquimica
da SFD envolve a transferéncia de igual nimero de prétons e elétrons (VANONI et al., 2019).

Ferraz et al. (2018) propuseram um mecanismo de oxidagdo da sulfanilamida,

mostrando que no processo ha o envolvimento de 1 proton e 1 elétron (Figura 14).

Figura 14: Mecanismo de oxidag@o da sulfanilamida.
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Fonte: Ferraz et al. (2018).

De acordo com os autores, o processo de oxidacdo, no potencial proximo a unidade,
ocorre por dimerizagdo ¢ em duas etapas: A primeira, etapa eletroquimica, acontece devido a
formacao de radicais livres (desprotonagao) no grupo amino; que, rapidamente, se combinam
entre si (dimerizagdo) formando uma molécula de hidrazobenzeno sulfonamida (etapa

quimica) (FERRAZ et al., 2018).

5.4.3 ESTUDO DO ELETROLITO DE SUPORTE

O eletrolito utilizado na quantificagdo da SFD pode ser um interferente na resposta
eletroquimica do sensor, podendo este aumentar ou diminuir o sinal da corrente de oxidacao

do analito em estudo. Esta alteragdo ocorre geralmente devido a passivacao do eletrodo, que
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pode ser provocada por adsor¢do de interferentes a superficie do eletrodo; pouca solubilidade
do eletrolito com o analito, ou competigdo do interferente com o composto.

De acordo com Santos, Bianchin e Spinelli (2011), o eletrdlito ¢ um parametro
importante sobre a resposta eletroanalitica, uma vez que pode modificar a termodindmica e a
cinética do processo eletrddico, bem como o transporte de massa na célula. Para tanto, a
escolha do eletrolito de suporte deve levar em conta a natureza do substrato empregado como
eletrodo e o processo redox das substancias a serem investigadas (SANTOS; BIANCHIN;
SPINELLI, 2011).

5.4.3.1 Tipo de eletrdlito de suporte

Nesse estudo foram avaliados quatro eletrolitos de suporte: tampao Britton-Robinson,
tampao fosfato, tampao Mcvainne e Sorensen, todos em pH 7,0 e na concentragdao de 0,1 mol
L. Os voltamogramas foram registrados sobre ECV/QT/CoPc utilizando a técnica VPD apos
adi¢ao de 20 umol L' SFD, Figura 15.

Figura 15: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com ECV/QT/CoPc em diferentes tipos de
eletrolito de suporte: (==) tampdo Britton-Robinson, (=) tampao fosfato, (==) tampao Mcvainne e

(—) tampdo Sorensen, todos em 0,1mol L ¢ com 20 umol L' de SFD. Pardmetros: t = 5ms; a =
50mV; AE, = SmV,v = 0,05 Vs™.
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Fonte: Proprio autor (2019).

A partir dos dados, Figura 15, constata-se que o eletrolito de suporte que mostrou
melhor resposta analitica considerando o aumento na I,, para a SDF foi o tampdo fosfato.

Além disso, observa-se que essa solugdo nao favoreceu o deslocamento do pico, nem a perda
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da defini¢do do sinal anddico. Em tampao Mcllvaine notou-se redugdo significativa na
intensidade da corrente de pico com deslocamento de potencial para valores mais positivos.
Para o tampao Sorensen ¢ BR teve-se apenas reducdo na intensidade de corrente. Diante
disso, escolheu-se o tampdo fosfato 0,1 mol L' como eletrolito de suporte ideal para

determinagdo de sulfanilamida utilizando ECV/QT/CoPc.

5.4.3.2 Variacao da concentracao do eletrolito de suporte

O efeito da concentracdo da solucdo tampao fosfato (pH 7,0) também foi avaliada
sobre 0 ECV/QT/CoPc. Na Figura 16 sdo mostrados os voltamogramas de pulso diferencial
obtidos para uma solucao de SFD 20 pmol L, no intervalo de potencial de 0,5a 1,4 V, auma
velocidade de varredura de 0,05 Vs,

Figura 16: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos sobre ECV/QT/CoPc em tampdo fosfato

contendo 20 pmol L™ de SFD, em diferentes valores de concentragio de eletrolito. Pardmetros: t = 5
ms; a = 50mV; AE; = 5mV,v = 0,05 Vs~
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Fonte: Proprio autor (2019).

Com os resultados obtidos, Figura 16, observou-se que a intensidade de I,, ¢ mais
expressiva para a concentragio de 0,1 mol L™ e que para maiores valores de concentragio
ocorre alteracdo na eficiéncia do processo de oxida¢do da SDF. Essa redugdo na I, pode estar
vinculada ao comprometimento da transferéncia eletronica na interface eletrodo-solugdo, em
que as muitas cargas disponiveis (PO27) no seio da solugdo acabam competindo com as
espécies ativas da SFD, criando barreiras, inviabilizando, assim, o transporte de carga e/ou
massa do analito (PAVLOV, 2017). Com isso, escolheu-se a concentragdo de 0,1 mol L™ para

realizar as analises posteriores.
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54.4 EFEITO DAS CONCENTRACOES DE QUITOSANA (QT) E FTALOCIANINA
(COPC), E DO VOLUME DE QT/COPC DEPOSITADO SOBRE A SUPERFICIE
DO ECV

A influéncia da concentragdo de QT e CoPc, ¢ do volume da solu¢ao de QT/CoPc
depositado sobre a superficie do ECV foram avaliados por VPD no intervalo de potencial de
0,5V al,4V emsolugdo de 20 umol L' de SFD.

Inicialmente, a concentragdo de CoPc foi fixada em 3,0 mg mL™" e volume de solucdo
QT/CoPc em 5,0 pL para se avaliar a variagdo da concentragdao de QT. As concentracdes
estudadas foram 0,1, 0,5, 1,0, 3,0, 5,0, 7,0 e 10,0 mg mL". Apo6s a defini¢do da melhor
resposta para a QT, esta foi fixada, bem como o volume de deposicdo sobre a superficie
eletrodica (5,0 pL) e variou-se entdo a concentragdo de CoPc (2,0 a 7,0 mg mL™). E, por fim,
fixou-se as concentracgdes ideais da solugao de QT/CoPc e alternou-se o volume depositado
sobre 0 ECV (3,0 a 10,0 puL). Os dados obtidos sdo apresentados na Figura 17.

Figura 17: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solu¢do tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH
7,0) contendo 20 pmol L™ de SFD, variando-se a (A) concentra¢do de QT, (B) concentragio de CoPc

e (C) volume de QT/CoPc sobre a superficie do ECV. Pardmetros: t = Sms; a = 50mV; AE; = 5SmV,v =
0,05 Vs™.
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Fonte: Proprio autor (2019).
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Analisando a Figura 17A, pode-se observar que o ECV modificado com QT 5,0 mg
mL" obteve maior intensidade da I,a. Além disso, notou-se que para concentragdes maiores
tém-se menores respostas analiticas, provavelmente, em virtude do biopolimero criar
obstaculos na transferéncia de massa na interface eletrodo-solugdo. J4& em concentracoes
menores as respostas também sdo inferiores, possivelmente, devido as concentragcdes serem
insuficientes para completa imobilizagdo da CoPc sobre o ECV.

Na Figura 17B a concentragdo ideal da CoPc para a oxidagdo eletroquimica da SFD ¢
de 5,0 mg mL™". Assim, percebe-se que para valores inferiores se tem baixa intensidade de Lpa,
e para concentracdes superiores também ha uma diminui¢do dos valores de corrente. Essa
resposta, supostamente, esta vinculada a caréncia e excesso da espécie mediadora da reacdo
de oxidacao, e a garantia de maiores quantidades de sitios cataliticos ativos na superficie do
ECV (CORREA, 2013).

Os voltamogramas obtidos na Figura 17C exibem que o volume de 10,0 uL de
QT/CoPc sobre a superficie do ECV possui intensidade de corrente mais acentuada que as
demais. Essa informagao sugere que houve melhor recobrimento da superficie eletrodica e
maior ativacao dos sitios cataliticos sobre o ECV.

Diante disso, definiu-se que o ECV deve ser modificado com solugdo de QT 5,0 mg
mL" em 5,0 mg mL" de CoPc com deposigdo de 10,0 pL de solugdo QT/CoPc sobre a sua

superficie, uma vez que apresentaram maiores respostas no sinal analitico.

5.5 Desenvolvimento do método analitico para a quantificacido da SFD por VPD

Mediante a avaliacdo dos parametros experimentais e das técnicas eletroquimicas,
definiu-se que as melhores respostas do sinal analitico para a oxidagdo da SFD em solugdo
tampdo fosfato 0,1 mo L' (pH 7,0) é observada sobre ECV/QT/CoPc, com concentra¢des de
QT e CoPc de 5,0 mgmL™" e volume de QT/CoPc de 10,0 uL. Além disso, notou-se que a
VPD ¢ a técnica mais apropriada para a deteccdo do analito, e por isso, foi necessario a

otimizagdo dos seus parametros especificos.

5.5.1 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA VPD

Os parametros da VPD (amplitude de pulso, tempo de pulso e incremento de
varredura) foram investigados variando os seus valores em uma determinada faixa, com o
intuito de aperfei¢oar o procedimento, obter sinais mais sensiveis, com melhor defini¢do e
adequados para o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica para a determinagao

da SFD.
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5.5.1.1 Variacao da amplitude de pulso (a)

Para o estudo de amplitude (a), os valores de velocidade (v), incremento de varredura
(AEq) e tempo de pulso (t) foram mantidos constantes, 0,05 Vs', 5,0 mV e 10,0 ms,
respectivamente. A variacdo da amplitude foi realizada no intervalo de 10,0 a 120 mV. Na
Figura 18 estdo apresentados os voltamogramas de pulso diferencial para o ECV/QT/CoPc em
solugdo 25 pmol L™ de SFD.
Figura 18: VPD obtidos com ECV/QT/CoPc em solugio tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) contendo

25 umol L' de SFD, em diferentes amplitudes (A). Relagdo linear da I,» com a varia¢do da amplitude
(B). Parametros: t =10 ms; a = 5mV; AE; = 5mV, v = 0,05 Vs

Ip (uA) = 6,16x107+2,55x10° *Amplitude
r’= 0,990

9

0,6 0,9 1.2 0O 40 8 120
E /V vs. Ag/AgCl/KClsat Amplitude/ mV

Fonte: Proprio autor (2019).

A partir da Figura 18A, pode-se observar que a variacdo da amplitude de pulso
provocou um aumento consideravel na corrente de pico (Ips) com pequenas alteracdes na
largura do mesmo. Além disso, percebe-se também que existe linearidade na faixa de 10,0 a
90,0 mV e para valores acima de 90,0 a I, se mantém constante (Figura 18B). Em vista disso,
definiu-se como parametro ideal a amplitude de 90,0 mV em virtude de se ter maior valor de

corrente e menor alargamento do pico.

5.5.1.2 Variacao do tempo de Pulso (t)

O efeito do tempo de pulso (t) sobre o ECV/QT/CoPc¢ na oxidacdo de 25 pmol L'da
SDF foi avaliado na faixa de 2,0 a 12,0 ms com os demais parametros fixos (a= 90 mV; AE;=
5SmV; v=0,05 Vs'l). Os dados obtidos sdo mostrados na Figura 19.

Na Figura 19A e B, nota-se que o aumento do tempo de pulso provoca uma
diminuigdo da I,,. Isso, provavelmente, esta relacionado com a maior contribuig¢do da corrente
faradaica e menor contribuicdo da corrente capacitiva. Henze (2003), mostra que os processos

eletrddicos sofrem influéncia na densidade de corrente com a mudanga da variavél tempo, e
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que para maiores tempos de pulsos a corrente resgistrada ¢ puramente faraddica (HENZE,
2003).

Embora a maior I, se apresente em 2,0 ms, nesse tempo verifica-se a cooperagao dos
dois tipos de corrente, faraddica e nao-faradaica, com predominancia da nao-faradaica. No
entanto, em processos eletroquimicos, quanto maior for a manifestagao da corrente faradaica
na corrente total medida melhor serda a sensibilidade do sistema (PACHECO et al., 2013).
Com isso, o valor de 10,0 ms foi o escolhido para continuar o trabalho visto que ¢ nesse
tempo que se constata maior contribuicao da corrente faradaica.

Figura 19: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com ECV/QT/CoPc em solucdo tampao
fosfato 0,1 mol L (pH 7,0) contendo 25 pmol L' de SFD, em diferentes tempos de pulso (A).

Relagdo linear da I, com a variagdo do tempo de pulso (B). Pardmetros: a = 90 mV; AE, = 5mV; v =
0,05 Vs

—ms 1
= Al sl B
ﬁl5,0- 64 9
9
= o
2,54 4- Q
9 900
0,0- 2]
0,6 0,9 1,2 3 6 9 12
E/V vs. Ag/AgClI/KClsat Tempo de Pulso/ ms

Fonte: Proprio autor (2019).
5.5.1.3 Varia¢ao do incremento de varredura (AE;)

A medida do incremento de varredura (AE;) foi estudada numa faixa que variou de 1,0
a 13,0 mV, mantendo-se constante a amplitude de 90 mV, tempo de pulso de 10,0 ms e
velocidade varredura de 0,05 Vs'. Na Figura 20 sio apresentados os impactos dessas
alteracoes.

Os voltamogramas, Figura 20A e B, mostram que a medida que se aumenta o valor de
incremento de varredura, hd também um aumento na intensidade da corrente de pico (I,).
Além disso, ¢ possivel notar a perda da resolugdo do pico anddico com o uso de incrementos
de varredura abaixo e acima de 5,0 mV; e alargamento para o valor de 1,0 mV. Dessa forma,
foi escolhido o incremento de 5,0 mV para as andlises subsequentes, uma vez que agregou

elevado valor de corrente e melhor defini¢do do pico.
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Figura 20: Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com ECV/QT/CoPc em solu¢do tampao
fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) contendo 25 pmol L™ de SFD, em diferentes valores de AE; (A). Relagio
da I, com a variagdo do AE (B). Parametros: a =90 mV; t = 10 ms; v = 0,05 Vs
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—1ImV ﬁ
iz- —13mV /
=
= S 24 /0
0- 11 @ B
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E /V vs. Ag/AgCl/KClsat

Fonte: Proprio autor (2019).

A Tabela 2 mostra um resumo da otimizagdo dos pardmetros da voltametria de pulso

diferencial e os valores selecionados como ideal para a oxidagao da SFD.

Tabela 2: Parametros da voltametria de pulso diferencial avaliados e os valores escolhidos.

Parametros Intervalos estudados Valores escolhidos
Amplitude 10 - 120 mV 90 mV
Tempo de Pulso 2-12ms 10 ms
Incremento de Varredura 1-13mV S5mV

Fonte: Proprio autor (2019).
5.6 Curva analitica

Ap0s a otimizagdo dos parametros experimentais, foi construida a curva de calibragao
(Figura 21) mediante adigdes sucessivas da solugdo estoque de SFD (1,0 mmol L) a solugio
tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0).

Com as adigdes, observou-se aumento proporcional da intensidade da Iy, em virtude do
aumento da sua concentragdo, no intervalo de trabalho estudado que foi de 1,0 a 53,0 umol L
! e ainda um alargamento do pico da oxidagdo da SFD. A Figura 21A apresenta os
voltamogramas obtidos a partir de consecutivas adi¢des do analito.

A partir da dependéncia linear da corrente de pico com a concentragdo da SFD em
solugdo (Figura 21B) encontrou-se a equag¢do da reta (Equacdo 1) com coeficiente de
correlagdo igual a 0,997.

Ip(nd) = 2,156 x 10~7 + 0,071[SFD](umolL™1),r = 0,997 Equacio 1
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Figura 21: Voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentracdes da SFD sobre
ECV/QT/CoPc¢ em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0), com a= 90 mV, t = 10 ms, AE, = 5mV
e v =0,05Vs" (A). Dependéncia da I, de oxidac@o com a concentracdo de SFD (B).
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Fonte: Proprio autor (2019).

Analisando a Figura 21B, ¢ possivel constatar que a faixa linear entre a intensidade do
sinal de corrente ¢ a concentracio do analito foi observada entre 1,0 e 43,9 umol L. A
sensibilidade da metodologia ¢ uma propriedade dependente da inclinagdo da curva de
trabalho, em que delibera que quanto maior for a inclinacdo, maior serd a sensibilidade

(SKOOG et al., 2014). Nesse caso, a sensibilidade encontrada foi de 0,07 umol L™

5.6.1 LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

O limite de detec¢do (LD) corresponde a minima concentragdo de um analito que dara
um sinal trés vezes superior ao nivel de ruido da linha de base (SKOOG et al., 2014). Para
determina-lo, foi necessaria a utilizacdo da relagdo matematica descrita na
Equacao 2:

LD = 3Sp Equagdo 2

N

Em que Sy € o desvio padrao da média de medidas do branco e s € a inclinagdo da reta obtida
na curva analitica.

O desvio padrao da média das medidas do branco foi determinado a partir da média
das correntes medidas em 10 voltamogramas na auséncia do analito, apanhadas no potencial
equivalente aquele do pico de oxidagdo da SFD. A vista disso, o valor do desvio encontrado
foi de Sb = 6,395x10”.

Outro parametro determinado foi o limite de quantificacdo (LQ), o qual é definido

como a menor concentragao do analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e
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precisdo aceitavel, sob as condi¢gdes experimentais adotadas. Pode ser estimado por meio do
sinal/ruido, do desvio-padrdo e por processos estatisticos (BRITO et al., 2003). Para tal,
empregou-se 0 método do desvio padrdo que ¢ apresentado na Equagao 3.

10S, Equagdo 3
s

LQ =

Assim, os valores de LD e LQ encontrados foram de 0,27 pumol L'e 0,91 umol L'l,
respectivamente. Esses valores mostram-se inferiores ao proposto por Ferraz et al. (2018) na
oxidacdo da sulfanilamida em ECV ndo modificado (FERRAZ et al., 2018), expressando

vantagens da modificagdo (QT/CoPc) na determinacao do analito.

5.7 Aplicacao analitica em amostra de farmaco veterinario

Com a finalidade de avaliar a exatiddo do método proposto, isto ¢, o desempenho
analitico do ECV/QT/CoPc na determinag¢do da SFD, realizou-se a sua quantificagio em
formulagdes de farmacos veterinarios pelo método de adi¢dao de padrdo, o qual ¢ um método
muito utilizado em validagdo de processos analiticos.

O estudo consistiu na constru¢cdo de uma curva analitica pelo método de adicao padrao
nas condi¢des otimizadas (Figura 22). A amostra (solugdo otologica), previamente diluida em
dgua deionizada e sem necessidade de pré-tratamento especial, apresentou o sinal
caracteristico da SFD, o qual aumentou quando submetido a subsequentes adi¢cdes da solugao
padréo de SFD (1,0 mmol L"), realizadas diretamente na célula eletroquimica.

Figura 22: Curva analitica de adi¢do padrdo obtida sobre ECV/QT/CoPc¢ em tampéo fosfato 0,1 mol L

" (pH 7,0) contendo adi¢des sucessivas de SFD (A). Dependéncia da I, de oxidacdo com a
concentragdo de SFD (B).
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Fonte: Proprio autor (2019).
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Por meio da equagdo da reta, I,(nA) = 1,432 x 107° + 0,075[SFD](umol L™1),
obteve-se a concentragio da SFD igual a 19,10 umol L. Sabendo isso, realizou-se os
calculos e encontrou que a quantidade de SFD na amostra foi de 0,995 g (99,5%),
apresentando um valor bem préximo do especificado na embalagem (1,0 g).

Segundo a farmacopeia brasileira, a sulfanilamida deve apresentar no minimo 99% e,
no maximo, 100% da quantidade declarada no rotulo (ANVISA, 2010). Sendo assim, o
método proposto quantificou um valor dentro da faixa aceitdvel com desvio relativo de

0,32%, mostrando que a metodologia € viavel para a determinagdo da sulfanilamida.

5.8 Estudo da recuperac¢io da SFD

O ensaio de recuperacao constitui 0 método mais utilizado para validagdo de processos
analiticos, visto que estd associada com a exatiddo. A exatiddo ¢ definida como a quantidade
de determinado analito, recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na
amostra, o qual ¢ expresso como erro sistematico percentual, inerente ao processo. Esse erro
sistematico, geralmente, ocorre pela perda da substancia devido a baixa recuperagao da
extragdo, medidas volumétricas imprecisas ou substincias interferentes na amostra etc.
(BRITO et al., 2003).

O estudo da recuperacao, nesse trabalho, deu-se através da leitura da amostra (solucao
otoldgica) seguido de adigcdes do padrao da SFD. Todos os ensaios realizados, em triplicata,
foram nas condigdes otimizadas ¢ em uma faixa de varredura de 0,4 a 1,2 V.

Para o célculo da taxa de recuperacdo utilizou-se a equagdo da reta obtida na curva
analitica (Figura 21B). A partir disso, obteve-se as concentragdes da SFD, tanto da amostra
quanto do padrao, e fazendo uso da Equagao 4 calculou-se a quantidade percentual recuperada

pelo processo.

|Concentragﬁofortiﬁmda— Concentragﬁoamostm|

Rec % = x100 Equagio 4

Concentracaoggicionada

As concentragdes e as taxas de recuperacdo sdo apresentadas na Tabela 3, estando os

valores obtidos entre 99,0% a 100% com desvio relativo maximo de 0,0500%.

Tabela 3: Recuperacdo de SFD em solugdo otologica.

Amostra Adicionado (umol L") Encontrado (nmol LY Recuperacio (%)
Soluc¢io 10 10,06 £ 0,0250 99,10 + 0,0500
otolégica 20 19,92 + 0,0050 99,50 + 0,0250

Fonte: Proprio autor (2019).
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Existem valores criticos aceitaveis de acordo com a concentragdo do analito em
estudo. Esses valores sdo estimados considerando-se que andlises de elementos majoritarios
costumam apresentar erros sistematicos relativos muito inferiores aqueles obtidos para
analitos em concentragdes muito pequenas (BRITO et al., 2002). A Tabela 4 apresenta a

concentra¢do do analito com seus respectivos intervalos de recuperagao.

Tabela 4: Intervalo de recuperagdo aceitavel do analito.

Concentra¢ao do Analito Intervalo de recuperagao aceito (%)
>10 98 — 102
>1 97 — 103
> 0,1 95 -105
> 0,01 90 - 107
> 0,001 ->0,00001 80—-110
>0,000001 60—-115
>0,0000001 40 - 120

Fonte: Brito et al. (2002).

Nesse trabalho, a quantidade obtida esta dentro do limite de erro aceitavel, uma vez
que se encontra dentro da faixa de recuperagao tolerada para essa concentragao do analito (60

- 115 %).

5.9 Validaciao do método

A validagdo do método analitico desenvolvido em VPD foi realizada por meio do
método Espectrofotométrico UV-Vis utilizando a mesma amostra farmacolédgica (solugao
otoldgica). Para tanto, inicialmente, realizou-se uma varredura na faixa de 200 a 800 nm a fim
de determinar o espectro de absor¢do da SFD. Os resultados obtidos por UV-Vis estdo
apresentados na Figura 23.

Baseado em estudos anteriores (PETROVIC et al.,2017; SILVERSTEIN et al., 2014),
sabe-se que o espectro de absorcao da SFD possui uma banda de absorcao intensa a cerca de
260 nm. O cromo6foro central da substancia possui um anel aromatico com uma absorvancia
maxima de cerca de 255 nm, entretanto, devido a presenca de grupos amino e pares de
elétrons livres derivados do nitrogénio; ocorre modificagdo batocromico, isto ¢, um
deslocamento na posi¢do para um comprimento de onda (A) mais elevado em virtude de um
efeito de um substituto, da banda de absor¢do principal da SFD. Na Figura 23A o espectro de
absorcdo da SFD em 4agua, nas concentragdes estudadas, apresenta-se em A= 260 nm

comprovando a validade dos resultados desse trabalho.
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Figura 23: (A) Espectros de absor¢do obtidos na (==) auséncia de SFD, (==) com solucdo padrdo de
SFD 0,07 mmol L' e (=) solugdo otolégica de SFD 0,03 mmol L™, A = 260 nm. (B) Curva de
calibragdo correspondente a sucessivas adi¢des de solugdo padrao de SFD (r = 0,999).
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Fonte: Fonte: Proprio autor (2019).
Para a quantificacdo de SFD na amostra, construiu-se uma curva de calibracao (Figura
23B) em um intervalo de concentracio de 0,01 a 0,1 mmol L™ de solugio padrio de SFD. A
partir dessa curva, quantificou-se a solu¢do otologica de SFD em duas concentragdes

diferentes (0,03 ¢ 0,06 mmol L™). A Tabela 5 apresenta os valores obtidos.

Tabela 5: Quantidades de sulfanilamida obtidas por VPD (proposto) e UV-Vis.

Solucio otoldgica de sulfanilamida

Especificaciao no rotulo 1,0 g/ 100 mL Erro relativo (%)
VPD 0,995 +0,0032 E; E,
Técnica 1,039 £ 0,0014
UV-Vis 3,40 1,39

1,001 + 0,0064

n = 3; E; = erro relativo entre VPD e UV-Vis para solugdo otologica 0,03 mmol L' E, = erro relativo
entre VPD e UV-Vis para solugio otologica 0,06 mmol L. Fonte: Proprio autor (2019).

Os valores obtidos por meio da técnica UV-Vis, referentes a massa de sulfanilamida
contida no rétulo do medicamento, estdo proximos daqueles conseguidos pelo método
proposto nesse trabalho, como mostrado na Tabela 5. Para o método UV-vis o desvio relativo
foi de 0,13 e 0,63%, respectivamente, para as amostras na concentracao de 0,03 e 0,06 mmol
L' de SFD.

Diante disso, fica evidente que a presenca dos excipientes na formulagdo do

medicamento ndo interferiu nas medidas eletroquimicas, e que ndo houve efeito significativo
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de matriz, demonstrando a validade e aplicabilidade do método proposto com boa exatiddo e

precisao.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram que o ECV/QT/CoPc tiveram melhores respostas
analitica que o ECV e ECV/QT para a determinagdo da SFD, sugerindo que as interagdes
eletrostaticas entre a QT e a CoPc facilitaram a transferéncia eletronica com a espécie
eletroativa. Além disso, constatou-se um pico de oxidagdo irreversivel em 0,97 V, e um de
reducdo em 0,14 V, com comportamento eletroquimico fortemente dependente do meio da
solugdo. O processo redox € controlado por difusdo, envolve a transferéncia do nimero de
elétrons igual ao de protons e nao provoca envenenamento do eletrodo base, na presenca ou
auséncia do modificante, permanecendo o sinal de corrente constante em todas as varreduras.

A técnica escolhida para o desenvolvimento da metodologia de quantificagdo da SFD
foi a VPD ja que exibiu melhor comprometimento entre intensidade de corrente e qualidade
do sinal analitico. Em condi¢des otimizadas, foi definido a faixa de linearidade da curva
analitica em 1,0 a 43,9 umol L'l, com limites de detec¢ao e de quantificagdo de 0,27 pmol L
'e 0,91 umol L™, respectivamente. Esses valores se mostraram inferiores ao reportado na
literatura para o ECV ausente de modificante, indicando melhoramento da sensibilidade do
eletrodo base.

O método proposto foi aplicado com sucesso na quantificacdo de sulfanilamida em
amostra farmacoldgica, e os resultados foram comparados com o método espectrofotométrico
UV-Vis, os quais se mostraram estatisticamente iguais, sem interferéncia dos excipientes
presentes na formulagdo, podendo entdo, ser utilizado em analises de rotina sem que haja a
necessidade de pré-tratamento da amostra.

Para tanto, depreende-se que o objetivo principal foi atingindo de forma eficiente, uma
vez que se obteve voltamogramas com valores de corrente de pico anddica elevada, estaveis e
reprodutiveis. Além disso, embora tenha se apresentado pela primeira vez um método para
determinag¢do de SFD em farmacos utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
QT/CoPc, pode-se notar que todos os valores encontrados estdo de acordo com o reportado na
literatura, com vantagens sobre algumas respostas analiticas; e que a SFD pode ser
determinada por meio dessa metodologia simples, de baixo custo, com pouca geragao de

residuos, boa exatidao e precisao e elevada sensibilidade.
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