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4
Determinacdao do ciclofenil utilizando o fotoproduto

eletroativo no eletrodo de mercurio.

4.1
Estudos preliminares

Estudos preliminares foram realizados para encontrar condi¢des
experimentais Otimas que permitam a determinagdo sensivel do ciclofenil
utilizando as técnicas voltamétricas especificas, seja diretamente ou a partir de um
produto do ciclofenil obtido por derivatizacdo. Desde que o eletrodo de gota
pendente de mercurio (EGPM), usado como eletrodo de trabalho, permite a
utilizagdo de trés tamanhos de gota, ¢ necessario a escolha prévia desse parametro.
Muito embora maior sinal analitico seja obtido com maiores areas de superficie, a
gota de tamanho médio (4rea de superficie de 1,56 x 10 cm?) foi utilizada por
permitir a obtengdo um menor desvio padrao dos resultados. Esse fato ja havia
concluido em um estudo anterior, realizado com o mesmo equipamento usado no

presente trabalho’* > .

411
Estudo do eletrdlito suporte.

O eletrolito suporte ¢ uma solu¢do de substancia iOnica cuja concentracao
costuma ser tipicamente entre 10 a 100 vezes maior que as demais espécies na
cela eletroquimica. O eletrolito suporte deve ser eletroinativo na janela de
potencial do eletrodo na qual os estudos com o analito de interesse sdo realizados.
Além disto, o eletrolito suporte deve ser neutro, ndo reagindo com o analito
eletroativo ou nenhum de seus subprodutos.

As fungdes principais do eletrdlito suporte sdo, primeiramente ser
responsavel por quase a totalidade da corrente i6nica da cela, uma vez que ele esta
em grande excesso em relacdo as demais substincias em solugdo. A alta

concentragdo do eletrolito suporte mantém baixa a resisténcia da cela. Em
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segundo lugar, o eletrdlito suporte mantém a forga idnica da solucdo constante,
impedindo que a composi¢ao da interface entre a solugdo e o eletrodo mude
significativamente com a corrente proveniente da reagdo. Como a composigao
desta regido influi nas medidas elétricas ¢ necessario que ela se mantenha
constante durante todo o tempo da andlise, fornecendo assim resultados
reprodutiveis. Finalmente, o eletrolito suporte suprime a contribuicdo da corrente
de migragdo (formagdo de um gradiente de carga elétrica) no transporte do analito
para a superficie do eletrodo.

A primeira etapa dessa otimizagdo foi encontrar o melhor eletrélito suporte
visando obter um sinal eletroanalitico relevante de solugdes padrdes de ciclofenil.
Estabeleceram-se como caracteristicas para escolha do melhor eletrolito correntes
faradaicas estaveis, reprodutiveis e de maior intensidade para o ciclofenil. Além
disso, o aparecimento no voltamograma de picos bem definidos e afastados das
barreiras de oxiredu¢do do solvente, foi fator relevante na comparacao dos
resultados. Na Tabela 1 ¢ apresentado uma relagcdo dos eletrolitos testados e os
respectivos valores de correntes (trés medidas sequenciais) e potencial do pico de
corrente obtida por varredura de pulso diferencial (DPV). E importante salientar
que tipos diferentes de eletrolito podem afetar diferentemente as condigdes da
reacdo eletrodica, afetando o mecanismo da interagdo entre a superficie do
eletrodo e por conseqiiéncia a resposta voltamétrica. Evitou-se manter as
concentragdes dos eletrolitos utilizados em grande excesso, pois segundo Wang e
Farias 7, solugdes eletrodicas relativamente diluidas sdo mais apropriadas para se

efetuar medigdes eletroquimicas usando técnicas de redissolugao.
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Tabela 1 — Estudo do eletrdlito de suporte para o ciclofenil no EGPM. Condigbes

experimentais: modo DPV; tempo de deposi¢ao O s; velocidade de varredura 10 mV/s;

potencial inicial 0,1 V; potencial final - 1,7 V; amplitude 100 mV.

Eletrdlito Corrente (nA)
Emax
1° medida 2° medida 3° medida
Britton—Robbinson, pH 7 463 75 -
-1,300 V -1,306 V

Britton—Robbinson, pH 4 - - -

Britton—Robbinson, pH 9 662 66 -
-1,294 V -1,282'V

NaOH 0,2 mol L™ - - -

HC1 0,01 mol L - - -

H2S04 0,001 mol L - - _

KC10,1 mol L' pH 5,1 - - -

KCI1 0,1 mol L'l; - - -
pH 11,8 (NaOH)

KNO; 0,1 mol L'; - R -
pH 5,1

KNO;0,1 mol L - - -
pH 11,8 (NaOH)

Eletrolitos de suporte em meios acidos, neutro e alcalino foram testados para
se avaliar a influéncia do pH no sinal. Ficou claro que as melhores respostas de
corrente (levando em consideragdo a 1° medida de corrente) foram obtidos em
tampao Britton-Robbinson em pH’s neutro e alcalino. Outros eletrolitos em meio
basico foram testados para verificar se o fator determinante do aparecimento do
sinal era o pH da solu¢do. Porém, resposta melhor que a observada no Britton-
Robbinson, que possibilitou um sinal analitico intenso na 1° medida de corrente,
nao foi obtida. No entanto, ao se tentar reproduzir o sinal analitico no tampao
Britton-Robbinson (pH=9 ou pH=7) , em uma 2" e 3" medida de corrente
subsequente na mesma solucdo, a magnitude do sinal caiu significantemente,
indicando a degradac¢ao do analito nesses dois meios. A queda de corrente nas trés

medidas subsequentes pode ser verificado na Figura 13. Outro estudo, utilizando
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a medi¢do de corrente de solugdes de ciclofenil apos diferentes tempos de
preparagao indicou que a queda de sinal era realmente devido a degradacao do
analito no meio aquoso. Tentou-se entdo aumentar a porcentagem de solvente
organico (metanol, etanol, acetona e acetonitrila) na composi¢do da solu¢do na

cela, no entanto, o sinal analitico piorava, devido principalmente ao aumento do

ruido.
Corrente
2.0~
1.5+
1% leitura
1.0+
2% leitura
0.5+
\
0.0 1 1 1 1 1 | 1 1
*7-0.2 -0.4 -0.6 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4 -1.6

Potencial (V)

Figura 13 — Voltamogramas do ciclofenil em Britton-Robbinson pH 9, demonstrando a
diminuigdo da corrente faradaica como o tempo. Ciclofenil (pico 2U), oxigénio dissolvido
(pico 1U).

Em um trabalho publicado por Dwivedi *°, esse problema da degradagio é
contornado por meio de um produto derivado da degradagdo acida do ciclofenil
para fazer a sua determinagdo espectrofométrica. No entanto, este produto de

derivatizacao acida nao se mostrou eletroativo no EGPM.
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41.2
Estudo do efeito da irradiagao e do pH.

A incidéncia de radia¢do eletromagnética na regido do ultravioleta sobre
uma substancia pode mudar as suas caracteristicas quimicas por meio da indugdo
de reagdes fotoquimicas. Esta mudanca na identidade das substancias, e
consequentemente nas suas propriedades, ¢ usada n3o somente para a
determinagdo direta desses analitos de interesse, mas também utilizados para
aumentar a seletividade da determinacdo de um analito especifico por meio da
eliminacao do sinal de substancias interferentes.

Cavicchioli e colaboradores " revisaram a aplicag¢do de radiacdo UV como
pré-tratamento em métodos analiticos para compostos inorganicos em diversas
amostras, por diversas técnicas analiticas. No caso das técnicas voltamétricas,
existe grande sensibilidade a presenga de matéria organica dissolvida que causam
interferéncia tanto pela geracdo de sinais espurios quanto pela possibilidade de
interagdo com o analito formando adutos eletroquimicamente inertes. Nesse caso,
o tratamento UV tem sido usado com sucesso para minimizagao de interferéncias
por meio da degradacdo da matéria organica. No entanto, esta ndo ¢ a Unica
aplicacdo da radiacdo UV como artificio em quimica analitica. A sua utilizacdo na
derivatizacdo da amostra, conversdo quimica do composto em uma forma mais
apropriada para uma deteccdo especifica, também vem sendo muito utilizada.

Diversos trabalhos a respeito tendo sido publicados 7® 77 78 70 80 81 &

que tiram
vantagem das propriedades espectroscopicas (eficiéncia quantica luminescente e
absorptividade molar) e eletroquimicas (propriedades oxiredutoras) desses
derivados mais atrativas do ponto de vista analitico.

Na busca de um derivado do ciclofenil, que fosse estavel durante o tempo
necessario para se realizar a determinag¢do voltamétrica indireta do analito, o
tratamento fotoquimico com radiagdo UV de solugdes padrdes do analito foi feito
no reator disponivel em nosso laboratorio (descrito no capitulo 3).

A irradiagdo do ciclofenil gerou um composto estavel nas condicdes de
trabalho na cela eletroquimica, permitindo a obtencdo sucessiva de sinal sem a
degradagdo observada anteriormente. A influéncia do tempo de irradiacdo sobre a

estabilidade do derivado fotoquimico bem como sobre a intensidade da corrente

de pico estdo apresentadas na Tabela 2 Este fotoproduto possui potencial de pico
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idéntico ao ciclofenil. Leituras espectrométricas na regido do UV-visivel da
solucdo antes e depois de ser irradiada indicam a derivatizagao do ciclofenil. Esta
alteracao (Figura 14) ¢ indicada pelo alargamento da regido de absor¢do, pelo
deslocamento do maximo de absorcdo (de 216 para 242 nm) e pelo aumento do

maximo de absor¢do (de 1563 para 2.815 u.a.).
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Figura 14 - Espectros de absor¢do molecular na regido do uv-visivel para A) ciclofenil
semirradiacao e B) ciclofenil irradiado. Condigbes: meio metanol/agua 1:1, ciclofenil 5,0 x
10-5 mol L™

Tabela 2 — Efeito do tempo de irradiacdo UV no sinal de uma solugido de ciclofenil
(quatro medidas subsequentes do fotoproduto do ciclofenil). Condigbes experimentais:
concentracao de ciclofenil 1,0 x 10° mol L™; tempo de deposicdo 30 s; incremento = 10

mV; frequéncia 100 Hz; amplitude 250 mV.

Tempo Sinal Sinal médio Desvio Desvio
(min) (nA) (nA) padrdo padrao
(nA)  relativo
(%)
1° medida 2° medida 3" medida 4° medida

15 2370 2420 2320 2310 2355,0 50,7 2,2

30 2110 1960 2140 2200 2102,5 102 4,8

45 2460 2520 2420 2480 2470,0 42 1,7

60 2240 1930 2010 1900 2020,0 154 7,6

90 2200 1950 1940 1970 2015,0 124 6,1
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Baseado nos resultados da Tabela 2, escolheu-se o tempo de 45 minutos
como ideal para se irradiar a solucdo e dar prosseguimento aos demais
experimentos.

Um estudo da estabilidade do fotoproduto e da magnitude do sinal como
funcao do pH do eletrolitico foi feito nos intervalos de pH entre 6 ¢ 11. A variagdo
do pH foi feito pela adi¢do de solugdo de NaOH 10% ao eletrdlito suporte
(Britton-Robbinson) A influéncia do pH sobre a corrente de pico esta representado

na Figura 15.

3600 -
3200 = _ b .

;E 2800 -
c
~ 2400
@)
(&) _
Q. 2000 .
o
T 1600
[0
=
1200
[)
—
o 8004
o

400

0 T T T T T T 1
6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 15 - Influéncia do pH sobre o sinal de uma solu¢do de ciclofenil. Condi¢des
experimentais: ciclofenil 1,0 x 10° mol L™'; tempo de deposicdo 30 s; incremento 10 mV;

frequéncia 100 Hz, amplitude 250 mV, modo de varredura de potencial SWV.

Baseado nos resultados, e buscando a maior sensibilidade para a
determinagcdo do ciclofenil, escolheu-se trabalhar utilizando como eletrélito
suporte a solu¢do de Britton-Robbinson pH 9,0. Por coincidéncia esse pH ¢ o

mesmo pH no qual se fez o teste do tempo de irradiacao.
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4.2
Voltametria de pulso diferencial (DPV)

421
Estudo do potencial de deposigao

Estudos mostraram que o fotoproduto do ciclofenil pode ser acumulado no
eletrodo de merctrio, possibilitando que o mesmo seja pré-concentrado,
permitindo que uma maior sensibilidade nas determinagdes analiticas seja
alcangada. O potencial de deposi¢ao do analito (também chamado de potencial de
acumula¢do) € o potencial que se aplica ao eletrodo de trabalho antes de se iniciar
as medidas voltamétricas. Como a aplicagdo deste potencial altera o valor da
capacitncia da dupla camada, altera também a capacidade que o analito tem de
adsorver no eletrodo de trabalho, seja esta uma adsorcdo especifica ou ndo. A
etapa de pré-concentracdo ¢é realizada com a solugdo sob agitacdo para que
aumentar o transporte de massa do analito (no caso o fotoproduto do ciclofenil) da
solucdo para o eletrodo, de forma a maximizar a quantidade de material
depositado.

Para voltametria de redissolucdo catddica (varredura em direcdo a
potenciais mais negativos), o potencial de deposicdo ¢ mais positivo que o
potencial de pico, e normalmente escolhe-se um potencial de apenas 0,2 ou 0,3 V
mais positivo que o potencial de pico para se minimizar a possibilidade de que
interferentes sejam adsorvidos concomitantemente no eletrodo de trabalho. Essa
pequena diferenca de potencial ¢ mantida também para se obter um ganho na
velocidade da andlise.

Visando encontrar o potencial 6timo para a cumulagdo do fotoproduto do
ciclofenil, utilizou-se 0 modo DPV de varredura com a variagdo de potencial de
acumula¢do de —1,0 a — 0,2 V, fixando as demais condi¢des experimentais
(concentracao de analito, velocidade de varredura e amplitude do pulso). O
resultado deste estudo esta representado na Figura 16. Baseado nesses resultados,
escolheu-se o potencial de acumulagdo de —0,600 V para o modo de varredura por

pulso diferencial.
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Figura 16 — Influéncia do potencial de deposi¢cdo sobre o sinal eletroanalitico de uma
solugao de ciclofenil tratado com radiagdo UV. Condi¢des experimentais: Ciclofenil 2,2 x
10”° mol L™ irradiado por 45 min; tempo de deposi¢ao 30 s; velocidade de varredura 10
mV/s; amplitude 100 mV.
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4.2.2 Estudo do tempo de deposigao

O tempo de deposicdo do analito no eletrodo de trabalho (EGPM) ¢ um
pardmetro a ser determinado experimentalmente. Caso a substidncia em estudo
possua uma enorme tendéncia de sofrer adsor¢do no mercurio, sem saturagdo da
superficie do mesmo, o tempo de deposicdo sera relativamente alto (podendo
atingir valores de até 20 ou 30 minutos), possibilitando um incrivel aumento da
quantidade do analito na gota de merctrio. Porém, em geral, esse tempo de
deposicdo nao passa de alguns poucos minutos. Esse processo acarreta uma pré-
concentragdo da espécie em estudo com consequente aumento da corrente de pico

quando da redissolucao da espécie para a solucao.
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Figura 17 - Influéncia do tempo de deposigao sobre o sinal de uma solugéo de ciclofenil
irradiado. Condigbes experimentais: velocidade de varredura 10 mV/s; amplitude = 100

mV; potencial de deposic¢ao -0,600 V; concentragao de ciclofenil 6.6 x 10°®.

O estudo do tempo de deposi¢do foi feito fixando os demais parametros
instrumentais (amplitude de pulso, concentragdo do analito, velocidade de
varredura e potencial de deposi¢do) e variando o tempo de deposicdo. A Figura 17

representa o resultado deste estudo.
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A Figura 17 sugere que o fotoproduto do ciclofenil ndo possui uma
tendéncia muito grande de adsorver na gota de mercurio, pois com apenas 30 s de
deposicdo o valor da corrente de pico atingiu um patamar maximo. Isso sugere
que a gota de merctrio ja estava saturada com ciclofenil, ndo adiantando usar um
tempo de deposicdo maior. Por este motivo utilizou-se o tempo de 30 s como

tempo de deposigao.
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423
Estudo da influéncia da amplitude

A voltametria por pulso diferencial ¢ caracterizada pela aplicacdo de
potenciais de mesma intensidade (mesma amplitude) sobrepostos a uma rampa de
potencial crescente. Estes pulsos costumam ter intensidade de 25 ou 50 mV,
ocorrendo em intervalos que variam de 0,5 a 5 segundos °'. A amplitude de 100
mV também ¢ usada, porém costuma acarretar perda na resolugdo do sinal.

A influéncia do valor da amplitude pode ser entendida pela equacgdo
derivada por Lund e Onshus ¥ para o valor da corrente de pico (ipc) medida por

voltametria de pulso diferencial no eletrodo de gota pendente de mercurio.
Aipe= kn?r AEU"%4C, (26)

Sendo AE a amplitude do potencial aplicado, (k uma constante, n é o
numero de elétrons envolvido no processo, U € a velocidade de agitagao, tq € o
tempo de deposicdo e C, ¢ a concentragdo do composto). Para valores altos de
amplitude esta equacdo ndo ¢ mais valida, pois ocorre perda da linearidade da
corrente de pico em fun¢ao da amplitude.

Deve haver um compromisso quando se escolhe a melhor amplitude do
potencial, pois enquanto valores altos de amplitude implicam em um ganho de
sensibilidade, valores baixos de amplitude implicam em um ganho em definicao
do pico ",

Foram testadas as amplitudes de 25, 50 e 100 mV para o modo de pulso

diferencial, Figura 18 apresenta o resultado deste estudo.
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Figura 18 — Influéncia da amplitude sobre o sinal lido de uma solugdo de ciclofenil
irradiado. Condigbes experimentais: concentracdo de ciclofenil 6.6 x 10°® mol L™
velocidade de varredura 10 mV.s™, tempo de deposicao 30 s; potencial de deposicdo —
0,600 V.

Como as larguras dos pulsos se mantiveram praticamente constante
(largura de pico na meia altura), Figura 19, a resolucdo do pico ndo foi afetada.

Assim, escolheu-se o valor de 100 mV para a amplitude do potencial.
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Figura 19 — Largura do pico a meia altura em fun¢do da amplitude utilizada.
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424
Estudo da influéncia da velocidade de varredura

A velocidade de varredura tipica para DPV compreende o intervalo de 2 a
10 mV s™'. Esta velocidade relativamente lenta (se comparada com a técnica de
voltametria de onda quadrada, cujas velocidades de varredura tipicas estdo entre
100 a 1000 mV s™') é necessaria para impedir que a rampa de potencial nio sofra
variagdes drasticas durante o tempo de vida do pulso .

A Figura 20 apresenta o resultado das leituras de corrente de pico em
funcdo da velocidade de varredura. O maior valor de corrente (n = 3, 95%) foi
obtido para a velocidade de varredura de 10 mVs™'. Com o objetivo de conseguir a
maior sensibilidade para esta técnica, utilizou-se esta velocidade para os demais

experimentos.
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Figura 20 - Efeito da velocidade de varredura sobre a leitura de uma solugéo de ciclofenil
irradiado. Condigdes: concentracdo de ciclofenil 1,35 x 10° mol L™, tempo de deposicao
de 30 s amplitude de 100 mV.

Informagdes sobre o mecanismo de controle do processo de oxireducao
podem ser obtidas com base no estudo da velocidade de varredura para o modo de
pulso diferencial *. Para processos controlados por adsorgdo existe uma relagdo
linear entre a corrente e a velocidade de varredura. A Figura 21 apresenta esta

relacdo obtida experimentalmente.
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Figura 21 — Relagao entre a corrente de pico e a velocidade de varredura. Condigbes:
concentragao de ciclofenil irradiado 1,35 x 10™° mol L7, tempo de deposigdo de 30 s
amplitude de 100 mV.

Pela analise deste comportamentos (Figura 21), pode-se observar que uma
relagdo linear ( 1 = 1) existe entre a corrente e a velocidade de varredura, o que
sugere que exista um processo adsortivo controlando o processo de oxiredugao.

Além das informagdes sobre este mecanismo de controle do processo de
oxireducdo, o estudo da velocidade de varredura também fornece informacgdes
sobre a reversibilidade do processo oxiredugdo. Quando o processo ¢é reversivel o
potencial de redugdo independe da velocidade de varredura, uma vez que nao ha
contribuicdo cinética, o potencial da reacdo pode ser determinado apenas por
fatores termodindmicos, no caso, a equacdo de Nernst. Para um comportamento
Nernstisiano, a relagdo entre o logaritimo da velocidade de varredura e o potencial
de pico deve ser uma linha reta sem inclinagdo, pois como as velocidades de
reducdo e reoxidacdo sdo iguais, ndo hd nenhuma contribui¢do cinética e o
potencial ¢ dado apenas pela equacdo de Nernst. No entanto, este comportamento
ndo foi verificado (Figura 22), ndo houve na verdade nenhuma relacdo entre o
logaritimo da velocidade e potencial de pico, o que sugere, a principio, que houve
algum desvio do comportamento ideal. A questdo da reversibilidade entdo podera
ser desvendada utilizando informagdes obtidas a partir de experimentos com a

voltametria ciclica e com a voltametria de onda quadrada.
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Figura 22 — Influéncia da velocidade de varredura sobre o potencial do pico.

Outra informacdo interessante sobre o mecanismo do processo redox que
pode ser obtida pela voltametria de pulso diferencial ¢ sobre a quantidade de
elétrons envolvida no processo, esta informagao ¢ obtida com base na largura do

pico a meia altura (W),), de acordo com a seguinte equagao:

3,52RT
W, =" (27
1/2 I’lF ( )

A Figura 23 representa o voltamograma no modo pulso diferencial para uma
solugdo de ciclofenil irradiada, com base neste voltamograma, o numero de

elétrons envolvidos no processo redox ¢ 1.
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Figura 23 — voltamograma no modo de pulso diferencial de solugéo irradiada de

ciclofenil. Condi¢des: concentragdo de ciclofenil =

deposigao 30 s, velocidade de varredura 10 mV/s.
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4.2.5
Parametros analiticos de mérito para DPV

Tendo sido estabelecidas as melhores condigdes experimentais para a
determinagdo ciclofenil, por meio de seu fotoproduto estavel, utilizando
voltametria adsortiva de redissolucdo catdodica no modo de varredura de pulso
diferencial, foi construida uma curva analitica para se estabelecer os parametros

analiticos de mérito. Esta curva analitica ¢ apresentada na Figura 24 .

y = 220,95434x - 68,02964
2500

r’= 0,99841
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[ciclofenil] (10° mol L™)

Figura 24 — curva analitica para o modo de pulso diferencial nas condi¢des otimizadas.

Os dados utilizados para construir esta curva provém dos valores médios de
trés leituras para cada valor de concentragdo. A melhor reta entre os pontos
experimentais foi tragada através do método dos minimos quadrados *. O limite
de deteccdo (L.D.) foi de 8,3 x 10® mol L', o L.D. foi estimado usando o critério
de 3Sb/m, sendo Sb o desvio padrao de 10 leituras do branco e m ¢ a inclinagao da
curva analitica. O limite de quantificagio foi de 2,7 x 107 mol L™, Para 20 pl de
amostra, o limite de deteccdo absoluto foi de 0,6 pg, a faixa linear dinamica se
estendeu por 2 ordens de grandeza, e o coeficiente de correlagio (r°) foi de

0,99841.
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4.3
Voltametria de onda quadrada (SWV)

4.3.1
Estudo do potencial de deposigao

O estudo do melhor potencial de deposi¢do para o modo de varredura de
onda quadrada (SWV) foi feito da mesma forma que para o modo DPV, fixando-
se as demais condigdes. Neste caso, além da concentragdo e amplitude, fixou-se
também o incremento de potencial e a frequéncia de aplicagdo dos pulsos,
parametros exclusivos da varredura SWV.

A Figura 25 representa o estudo do potencial de acumulacao para o modo
de varredura SWV. Para SWV, verificou-se que o potencial de — 0,900 V
mostrou-se melhor para a pré-concentragdo do fotoproduto do ciclofenil no

eletrodo de mercurio.

2400 —
1800 —
1200 —
600 J
. _

potenC|aI de deposm:ao V)

corrente de pico (nA)

Figura 25 - Efeito do potencial de deposicdo sobre a corrente lida de uma solugéo
irradiada de ciclofenil. Condigbes experimentais: concentragao de ciclofenil 1,0 x 10® mol

LT, tempo de deposicéo 30 s; frequéncia 100 Hz; incremento = 10 mV.
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4.3.2
Estudo da influéncia do incremento da varredura.

A voltametria de onda quadrada ¢ uma técnica onde se aplica altos valores
de amplitude e de velocidade. A velocidade desta técnica ¢ dada pelo produto
fAEg, sendo f a frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potenciais e AEg o
incremento da varredura. Este incremento indica o quanto o potencial ira variar
(em volts) por unidade de tempo (segundo). Os valores tipicos de incremento de
varredura sdo de 2, 4, 6, 8 e 10 mV. Com o aumento do incremento de varredura
costuma haver um aumento da sensibilidade da técnica, porém, em geral existe a
contrapartida da perda na resolucio do pico *°.

A Figura 26 representa o estudo da influéncia do incremento da varredura.
Apesar do aumento da sensibilidade com o aumento da varredura, escolheu-se o
valor de 2 mV como incremento, pois houve um significativo alargamento do
pico, o que acarreta uma perda de resolu¢do muito grande, como pode ser

visualizado na Figura 27.

16000 —
12000
8000

4000

corrente de pico (nA)

T T T T T T T
4 6 8 10

incremento de potencial (mV)

N -

Figura 26 - Efeito do incremento da varredura para a leitura de uma solugao de ciclofenil.
Condi¢des experimentais: concentragdo de ciclofenil 6,9 X 10® mol L™ tempo de
deposicao de 30 s, amplitude de potencial de 250 mV, frequéncia de 100 Hz.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212140/CA


PUC-Rio - Certificacdo Digital N° 0212140/CA

79

4.0-

it

Figura 27 — Voltamogramas da mesma solugao de ciclofenil, com incremento de (A)2 e
(B) 10 mV.

A reacdo da redugdo que ocorre na superficie do eletrodo de mercurio
(Equagdo 1) implica na forma¢ao de um novo composto, este novo composto, que
¢ o produto da reagdo de reducdo, pode competir com o reagente (a forma
inicialmente oxidada do fotoproduto do ciclofenil) pela superficie do eletrodo de
mercurio, se adsorvendo a ele, ou pode ndo sofrer nenhuma interagdo com o
mesmo nas condic¢des de trabalho.

Esta informacgao sobre o mecanismo do processo redox pode ser obtida do
estudo do incremento da varredura *’, ao se relacionar com a corrente de pico
normalizada (¢). Quando reagente e produto adsorvem na superficie do eletrodo
de trabalho, o valor de ¢ ndo depende da variagdo do incremento da varredura,

porém, quando apenas o reagente sofre adsor¢do, a relagdo entre a corrente de
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pico normalizada e o incremento da varredura ¢ linear, independente da
reversibilidade da reacdo redox. (¢=kAE).Sendo AE o incremento de potencial.

A corrente de pico normalizada ¢ definida como:

o Wr
nFqA°\2fD,

(28)

Sendo ¢ a corrente de pico normalizada, q a area do eletrodo, A° a
concentragdo do reagente no seio da solugdo e Dy o coeficiente de difusdo.

Como no estudo do incremento da varredura os valores de g, A°, Da € f'se
mantiveram constante (além dos valores de n, w ¢ F que sdo constantes) pode-se
dizer que a corrente de pico normalizada ¢ diretamente proporcional a corrente do
pico. A Figura 26 indica uma relacdo linear entre o incremento da varredura e o
sinal, o que indica que o produto da reagdo de reducdo do fotoproduto do

ciclofenil ndo adsorve no eletrodo de trabalho.
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4.3.3
Estudo da influéncia da freqiliéncia

A freqliéncia indica a quantidade de pulsos de potencial que serdo
aplicados por segundos ao eletrodo de trabalho. Segundo revisio de Sousa *
algumas informagdes sobre o mecanismo do processo redox podem ser obtidas
pelo estudo da influéncia da freqiiéncia. Além disso, como os demais parametros
experimentais que estdo sendo otimizados, a sensibilidade da técnica também
depende deste fator.

Para um processo de oxireducdo reversivel, a corrente de pico varia
linearmente com a raiz quadrada da freqiiéncia. J4, para um processo irreversivel,
a corrente varia linearmente com a freqiiéncia, € para um processo quase-
reversivel, a corrente de pico aumenta, porém nao possui nenhuma relagao linear
com a freqiiéncia. As relagdes experimentalmente obtidas entre a corrente do pico

e a frequéncia de aplicacdo dos potenciais estdo representados na Figura 28.

r’ = 0,99751

10000 —
9500 —
9000 —
8500 —
8000 —
7500 —

7000

corrente de pico (nA)

6500 —

6000 —

6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 95 10,0 10,5

raiz f

Figura 28— Relag¢des experimentais obtidas entre a corrente do pico e a raiz quadrada da
frequéncia de aplicagédo do pulso de potencial para uma solugao de ciclofenil. Condigbes
experimentais: concentragao de ciclofenil 6,88 x 10° mol L, tempo de deposigédo de 30

s, incremento de varredura de 2 mV.
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Pela Figura 28 observa-se uma relagdo linear entre a corrente de pico e a
raiz quadrada da frequéncia de aplicagdo do pulso de potencial, o que sugere uma
reagao reversivel.

Buscando a maior sensibilidade analitica em fun¢do da maior corrente
escolheu-se a freqiiéncia de 100 Hz para se dar procedimento aos demais

experimentos.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212140/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0212140/CA

&3

4.3.4
Estudo da influéncia da amplitude

Na técnica SWV, amplitudes de pulso muito mais altas do que as aplicadas
em DPV podem ser usadas sem que haja perda de linearidade da técnica, e sem
substancial perda de resolu¢do no pico. A Figura 29 representa o estudo da
influéncia da amplitude. Por esta figura pode-se observar que houve um
comportamento linear no aumento da corrente de pico em fun¢do do aumento da
amplitude. Tal comportamento & tipico de sistemas de oxirreducdo reversiveis *.

Buscando a maior sensibilidade da técnica, a amplitude utilizada no

decorrer dos experimentos foi a de 250 mV.

20000

r’=0,99925
15000

10000 —

5000

corrente de pico (nA)

0 ' 1(I)0 ' 2(IJO
amplitude (mV)
Figura 29— Efeito da amplitude para uma solugao irradiada de ciclofenil. Condi¢des

experimentais: tempo de deposicdo 30 s; frequéncia 100 Hz; incremento 10 mV;
concentragao de ciclofenil 3,0 x 10° mol L™.
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4.3.5
Parametros analiticos de mérito para SWV

Tendo sido estabelecido as melhores condi¢cdes experimentais para a
determinagdo do ciclofenil por voltametria adsortiva de redissolugdo catoddica no
modo SWYV, foi construida uma curva analitica para se estabelecer os parametros
analiticos de mérito. A curva de calibragdo mostrada na Figura 30 foi usada para

se estimar alguns desses parametros.

y = 5249,725x + 325,86934
20000 - r’ = 0,99883

15000
10000

5000

corrente de pico (nA)

T T T T T T T T T
0 1 2 3 4

[Ciclofenil] 10° mol L™

Figura 30— curva analitica para determinacao de ciclofenil nas condi¢bes otimizadas para
onda quadrada.

Os dados utilizados para a construir esta curva provém dos valores médios
de trés leituras para cada valor de concentracdo. A melhor reta entre os pontos
experimentais foi tracada através do método dos minimos quadrados *. O limite
de deteccdo (LD) foi estimado usando o critério de 3Sb/m. O limite de detecgdo
foi de 4,3 x 10 ®* mol L™, o limite de detec¢io absoluto para 20 pL de amostra foi
0,3 pg. O limite de quantificacdo foi de 1,4 x 10”7 mol L™, a faixa linear dindmica

se estendeu por 2 ordens de grandeza.
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4.4
Voltametria ciclica

Algumas informagdes sobre a reversibilidade do sistema podem ser
obtidas dos estudos com voltametria ciclica.
Os resultados aqui apresentados foram obtidos por voltametria ciclica
“stair case”, sem tempo de deposicdo, com um intervalo de equilibrio de 30
segundos, ¢ o potencial foi varrido de —0,800 a —1,600 V.
O objetivo deste estudo com voltametria ciclica foi o de obter algumas
informagdes sobre a reversibilidade do sistema. A Figura 31 representa um

voltamograma ciclico para uma solucdo irradiada de ciclofenil.

-1.0 ~1,2 -1.4 ~1.6

Figura 31 — voltamograma ciclico para uma solugao irradiada de ciclofenil

Foi constatada a presenga de um pico catddico, e quando o potencial ¢é
revertido, observa-se a presenga de um pico anddico quase simétrico, indicando a
reversibilidade do processo. Dos resultados provenientes das otimizagdes para
voltametria DPV e SWV ja se determinou que o composto possui um
comportamento reversivel, com adsor¢ao apenas do reagente, e nao do produto da
reacdo de oxiredugdo, ¢ que o processo de reducdo do composto apresenta a
transferéncia de apenas 1 elétron. Alguns experimentos foram realizados para se

comprovar este comportamento, agora pela voltametria ciclica.
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Para um processo reversivel, a corrente de pico varia linearmente com a
raiz quadrada da velocidade de varredura (observado, Figura 32), possui uma
diferenca de potencial entre o pico catddico e anodico de aproximadamente 59
mV para um processo que envolve a transferéncia de 1 elétron (observado, Figura
31), os potenciais de pico ndo apresentam nenhuma dependéncia com a
velocidade de varredura (ndo observado), e possui uma relagao de intensidade de
pico catddico / intensidade de pico anddico igual a 1, independente da velocidade
de varredura, fato este também nao observado.

Pelo resultado da voltametria ciclica, ndo se pode confirmar o
comportamento reversivel do composto, no entanto, vale ressaltar, que efeitos
distorcivos sobre o voltamograma podem ocorrer, fazendo com que o composto
ndo se comporte idealmente. Entre estes efeitos existe o causado pelas reacdes
quimicas acopladas, o sobrepotencial causado pela resisténcia ndo compensada
(Ry) da solugdo e a capacitincia da dupla camada (Cy). O sistema do
potenciostado com trés eletrodo foi projetado para minimizar a queda 6hmica do
potencial causada a esta resisténcia, no entanto existe sempre uma parcela desta
resisténcia que ndo é compensada **.

Na pratica, os efeitos de R, sdo de achatar a onda e deslocar o potencial de
redu¢do na dire¢do catodica, desta forma os valores do potencial do pico, € a razao
entre o pico catddico e anddico passem a variar com a velocidade de varredura,
mesmo quando o composto apresenta um comportamento nernstisiano. Isto
poderia explicar o comportamento do fotoproduto do ciclofenil nas condigdes de

trabalho.
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Figura 32— Relacao entre a raiz quadrada da velocidade de varredura e a corrente do

pico.

87


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0212140/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0212140/CA

88

4.5

Determinagao do ciclofenil utilizando o seu fotoproduto estavel

4.5.1 Determinacdo em formulagdes farmacéuticas

Para se testar a aplicabilidade do método voltamétrico para a determinagao
do ciclofenil a partir do sinal de seu fotoproduto estavel em formulagdes
farmacéuticas, utilizou-se o medicamento Menopax® para se realizar o teste de
recuperagao.

Para a determinagdo, a amostra foi pulverizada (pelo menos 5
comprimidos). Uma aliquota desse material foi dissolvida em metanol, filtrada e
avolumada também com metanol. Aliquotas destas solugdes foram tratadas com
radiagdo UV e usadas na determinagdo do principio ativo por voltametria
adsortiva com redissolu¢do catddica, com varredura de potencial no modo de onda
quadrada nas condi¢des otimizadas. O modo SWYV foi pois segundo os testes
preliminares este modo se mostrou mais sensivel para a determinacdo do

ciclofenil, como pode ser visualizado pela Figura 33.
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Figura 33 — Comparagéo ente as curvas analiticas obtidas no modo DPV e SWV.

As amostras foram irradiadas pelo mesmo periodo de tempo que as

solucdes padrdes usadas na curva de calibragdo. As determinacdes foram feitas
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para trés solugdes preparadas com aliquotas diferentes de massa de comprimidos
pulverizados e lida em triplicata em trés dias diferentes. As leituras foram
realizadas utilizando-se curvas analiticas preparadas em uma cela separada, e os
resultados destas determinagdes estdo expostos na Tabela 3, na forma de
percentual recuperado com base na concentracdo de analito na solugdo da
amostra, que por sua vez, foi calculada levando em consideragdo na massa de

referéncia descrita na bula do medicamento.

Tabela 3 — Resultado da recuperagao do ciclofenil em medicamentos.

Amostra Recuperacao (%) media Desvio padrao
1 105,5 99,2 106,5 103,7 3,95
2 94,5 102,7 95,5 97,6 4,47
3 107 96,8 100,7 101,5 3,37

Tendo em vista a excelente resultado em termos de recuperacao do analito,
mostrado na Tabela 3, pode-se concluir que o método pode ser aplicado para a
determinagdo do ciclofenil em formulacdes farmacéuticas. A repetibilidade dos
resultados também foi bastante satisfatoria, levando em consideracao os desvios
padrdes para a mesma amostra analisadas em dias diferentes. Pela comparagao do
valor recuperado com o valor de referéncia também pode-se concluir que o
método ¢ livre de interferéncia dos componentes da matriz da formulagao.

Segundo a bula deste medicamento, cada comprimido (massa em torno de
300 mg) contém 200 mg do principio ativo e o restante da formulagdo ¢ formada
por excipientes (amido de milho, celulose microcristalina, estearato de magnésio,
glicolato de amido sodico, polvidona e manitol). Destes, apenas o manitol ¢é
soliivel em metanol. Para se avaliar o potencial efeito interferente do manitol, em
uma cela contendo 4,0 x 10° mol L' de ciclofenil foi adicionado quantidades de
manitol (irradiado nas mesmas condig¢des que o padrao) até a razdo molarde 1:1 e
constatou-se que pelo menos até este valor o manitol ndo interfere no sinal de

reducao do ciclofenil.
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4.5.2

Determinagao em urina.

Amostras de urina, obtidas por voluntarios do préprio laboratério, foram fortificadas
com ciclofenil e submetidas a irradiacdo UV para a posterior andlise. Testou-se primeiro a
determinagdo direta da amostra, sem nenhum pré-tratamento, exceto a irradiagdo UV, que
também foi utilizado nas solugdes padroes de ciclofenil preparadas em metanol. Com esse
procedimento, observou-se uma queda do sinal do fotoproduto do ciclofenil em urina em
torno de 40% quando comparado com o sinal de solu¢do padrdo de mesma. Este
comportamento indica a existéncia de interferéncia de matriz.

Com o intuito de se eliminar esta interferéncia, utilizou-se o procedimento de
clarificagdo da amostra ou “clean-up” com sulfato de amdnio que serve para precipitar
parte das proteinas presentes na urina. A analise do sobrenadante resultante do processo de
clarificagdo, descrito no capitulo 3, indicou que este procedimento ndo reduz a interferéncia
de matriz. Assim, decidiu-se realizar as determinagdes do ciclofenil com aliquotas de urina
enriquecida sem nenhum tratamento prévio. Para corrigir a interferéncia da matriz de urina,
utilizou-se o procedimento de adi¢do de analito. As andlises foram entdo realizadas fazendo
adi¢ao de 200 pL da amostra de urina, seguido de adicao de por¢des de 20 pL de solucio
padrdo de ciclofenil (5,2 x 10 mol L™). Assim como na determinacio em formulagdes
farmacéuticas, analisou-se trés solucdes de amostra, cada uma sendo analisada em triplicata
em dias diferentes. Os resultados destas analises estdo expressas na Tabela 4 na forma de

percentual recuperado.

Tabela 4 - Resultado da recuperacédo do ciclofenil em urina enriquecida

Amostras Recuperacao (%) media Desvio padrao
1 98.1 94.9 93.6 95,5 2,32
2 98.2 101.1 95.1 98,1 3,00

3 100.5 96.8 100.1 99,1 2,03
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