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Resumo

Neste trabalho é descrito o desenvolvimento de uma metodologia
eletroanalitica para determinacéo de acido salicilico em produto dermatolégico. Foram
utilizados eletrodos preparados com automontagem camada por camada ou LbL, do
inglés layer-by-layer, com a deposicdo de hidrocloreto de poli(dialildimetil amdnio)
(PDAC), nanotubos de carbono funcionalizados com acido poliaminobenzeno
sulfénico (NT-PABS) e nanoparticulas de 6xido de ferro (np-MAG) sobre o substrato
ITO (do inglés, indium tin oxide) na sequéncia PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS. O
monitoramento da deposi¢éo foi controlada por espectros de absor¢cdo UV-vis, que
demonstrou aumento linear da absorbancia em funcdo do nimero de tetracamadas
depositadas (n) em comprimentos de onda caracteristicos das nanoestruturas
utilizadas e imagens de microscopia de forga atbmica, que evidenciaram a presenca
de np-MAG nos eletrodos e aumento da espessura do filme com o aumento de n.
Experimentos para caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos modificados foram
realizados com ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s) em KCI com as técnicas de
voltametria ciclica e impedancia eletroquimica, demonstrando principalmente que a
presenca de np-MAG nos eletrodos torna a transferéncia de elétrons mais rapida. A
Voltametria ciclica do acido salicilico mostrou que na superficie do eletrodo ocorre
principalmente um processo irreversivel, com potencial de pico de oxidacdo em torno
de 1,19 V. Esse pico foi utilizado para a quantificacdo do acido salicilico com
voltametria de pulso diferencial (DPV). Devida a contaminacdo do eletrodo com
produtos formados na oxidac¢do do &cido salicilico foi necessario condicionamento
antes das leituras com metanol: agua (1:10) e potencial de -1 V por 60 segundos.
Desta forma, 7 medidas consecutivas de acido salicilico 5,8 pmol L't em acido acético
0,1 mol L, apresentou coeficiente de variagéo de 3 %. O método proposto apresentou
faixa linear de trabalho de 0,6 a 46,3 umol L* e limite de deteccéo e quantificacédo de
0,02 umol Lt e 0,07 umol Lt respectivamente. Os resultados obtidos na determinacéo
de acido salicilico em produto dermatolégico comercial por cromatografia e DPV néo
apresentaram diferencas significativas a um nivel de confianca de 95%, esses
resultados satisfatorios demonstram que o método desenvolvido € adequado para
esse propésito. Palavras-chave: acido salicilico, nanotubos de carbono,

nanoparticulas de éxido de ferro, voltametria.



Abstract

This work describes the development of an electroanalytical methodology for
determination of salicylic acid in dermatological product, electrodes were prepared with
self-assembly layer by layer or LbL, with the deposition of
poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDAC), functionalized carbon nanotubes with
poliaminobenzeno sulfonic acid (NT-PABS) and iron oxide nanopatrticles (NP-MAG) on
the ITO (indium tin oxide) substrate in the sequence PDAC / NT- PABS / np-MAG /
NT-PABS. The monitoring of deposition was controlled by UV-vis absorption spectra,
which showed linear increase in absorbance due to the number of deposited
tetralayers (n) at characteristic wavelengths of used nanostructures and images of
atomic force microscopy, which showed the presence of np-MAG on the electrodes
and increase of film thickness with increasing n. Experiments for electrochemical
characterization of modified electrodes were conducted with potassium ferricyanide
(KsFe(CN)s) in KCI with cyclic voltammetry and electrochemical impedance, showing
mainly the presence of np-MAG at the electrodes makes fast transfer of electrons.
Cyclic voltammetry of salicylic acid showed that the electrode surface occurs mainly
an irreversible oxidation process with a peak at around 1.19 V. This peak was used to
quantify the salicylic acid by differential pulse voltammetry (DPV). Due to
contamination of electrode with products formed in the oxidation of salicylic acid
conditioning it was necessary before the readings with methanol: water (1:10) and the
potential of -1 V for 60 seconds. The coefficient of variation for 7 consecutive
measurements of salicylic acid 5.8 pmol L in acetic acid 0.1 mol L* was 3%. The
proposed method showed a linear response range of the 0.6 to 46.3 ymol L and
detection and quantification limit of 0.02 ymol L* and 0.07 ymol L respectively. The
results obtained in the determination of salicylic acid in commercial dermatological
product by chromatography and DPV showed no significant differences at a confidence
level of 95%, these satisfactory results show that the developed method is appropriate
for this purpose.

Keywords: salicylic acid, carbon nanotubes, iron oxide nanoparticles,

voltammetry.
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1. INTRODUCAO

Desde tempos antigos, sdo relatadas as prescricbes de medicamentos
derivados de plantas contendo salicilatos, sendo encontradas em documentos
egipcios datados de cerca de 1500 anos antes de Cristo e varios anos mais tarde
(cerca de 400 anos antes de Cristo) Hipocrates usou p6 de casca de salgueiro para
aliviar dores. O ingrediente ativo da casca de salgueiro foi identificado por Leroux em
1829, que ele chamou de salicina, enquanto o acido salicilico foi sintetizado em 1860.
Anos depois, o acido acetilsalicilico foi sintetizado por Hoffman e posteriormente
recebeu o nome de marca, aspirina (CAZALS, 2000).

No inicio do século XX, a aspirina foi amplamente reconhecida por suas
propriedades antipirética, analgésica e anti-inflamatoria (CAZALS, 2000). A ingestao
oral do acido salicilico, principio ativo da aspirina, gera irritacdo do estbmago e muitos
outros efeitos adversos gastrointestinais, que € a razéo pela qual ndo pode ser usada
diretamente como medicamento e a utilizacdo de derivados é recomendada
(PULGARIN et al., 2011).

No entanto, o acido salicilico € comumente utilizado como agente de terapia
externa no tratamento de doengas da pele como acne, calos e psoriase (PULGARIN
et al., 2011). Porém, quando administrado em altas concentracfes ele pode causar
graves irritacfes na pele e ser absorvido pelo organismo provocando o salicilismo,
sindrome de toxicidade que se desenvolve quando concentracfes de salicilato no
sangue sdo maiores que 0,35 mg mL. Os sintomas do salicilismo incluem nauseas,
vomitos, tonturas, delirio, psicose, estupor podendo ocasionar até a morte do individuo
contaminado (MADAN; LEVITT, 2014).

Devido a possibilidade de provocar essas reacdes adversas, a Resolugao da
ANVISA n° 79, de 28 de agosto de 2000, delimita a concentracdo maxima permitida
no produto final em 2% para produtos de tratamento de acne e 3% para produtos de
combate a caspa.

Portanto, é importante o desenvolvimento de métodos confiaveis para o
controle de qualidade desses produtos. O método para a determinacdo do acido
salicilico, disponivel nas Farmacopeias Brasileira e Britdnica € a volumetria de
neutralizagdo, método que tem como principal desvantagem a baixa precisdo se

comparado com os métodos instrumentais. Outros métodos séo relatados na literatura



como a espectrometria e a cromatografia (MEDINA et al., 2001; YOUSSEF et al.,
2014).

O desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para o controle de qualidade
de produtos diversos (medicamentos, cosméticos, alimentos, bebidas) tem se
intensificado nos dltimos anos por causa de sua operacao simples, resposta rapida,
economia de tempo e baixo custo. A tendéncia atual nas pesquisas é a procura de
eletrodos que confiram aos métodos melhor reprodutibilidade, sensibilidade e
estabilidade (MORAES et al., 2011).

A modificacdo de eletrodos € uma prética ja consagrada mas longe ainda da
exaustdo para aumentar o desempenho dos métodos eletroanaliticos. Em particular,
nanotubos de carbono e nanoparticulas de 6xido de ferro por exemplo, tém sido
referidos como materiais que aumentam a sensibilidade de eletrodos utilizados na
quantificacdo de diversas espécies quimicas. Essa melhora é principalmente atribuida
ao aumento da area superficial que esses nanomateriais proporcionam aos eletrodos
modificados e que, consequentemente, provoca 0 aumento da velocidade de
transferéncia de elétrons, conferindo atividade catalitica em processos redox (LU et
al., 2014; FERNANDES et al., 2014). Neste sentido, este trabalho propbe a
modificacdo de eletrodos com esses nanomateriais para a determinagao

eletroquimica de acido salicilico em produto dermatoldgico.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral, desenvolver e validar um método
eletroanalitico, utilizando eletrodos modificados com nanotubos de carbono e
nanoparticulas de 6xido de ferro, para a determinacao de acido salicilico em produto

dermatoldgico.

2.2 Objetivos especificos

» Desenvolver metodologia para a modificacdo controlada dos eletrodos com
nanotubos de carbono e nanoparticulas de éxido de ferro;

» Otimizar os parametros da voltametria de pulso diferencial para obtencéo de
melhor resposta do método;

» Validar a metodologia desenvolvida;

» Quantificar o &cido salicilico presente em uma amostra de produto

dermatoldgico comercial.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Acido salicilico

O acido salicilico (AS) ou acido 2-hidroxibenzoico € um metabdlito secundario
de plantas com estrutura fendlica representada na Figura 1, sendo gerado
principalmente a partir da via fenilpropandide, por meio da oxidacdo do acido cinamico

e a hidroxilacdo subsequente do acido benzoico resultante (DUTHIE; WOOD, 2011).
O OH

OH

Figura 1- Estrutura quimica do acido salicilico.

Nas plantas, esse composto atua como molécula de sinalizacdo enddgena,
com papel importante na regulacdo de muitos processos fisiol6gicos como a floragéo,
germinacao de sementes e fechamento dos estomatos (WANG et al., 2010). Portanto,
€ encontrado em diversas espécies vegetais, inclusive de consumo humano.

A ingestdo de AS em altas concentracdes, pode causar graves irritacdes do
estbmago e, em consequéncia disso, desde o século passado ele é usado na sintese
de acido acetilsalicilico, que com menos efeitos adversos tem potencial analgésico e
anti-inflamatério. Mais recentemente, estudos demonstraram sua eficiéncia para a
prevencdo de doencas cardiovasculares e de varios tipos de cancer (KAISER, 2012;
RAJU et al., 2011).

Muito usado em produtos dermatolégicos por sua acdo queratolitica,
bacteriostatica, fungicida e propriedades fotoprotetoras, o acido salicilico € um dos
principios ativos empregados em formulagbes de peelings quimicos, tratamento de
verrugas, calos, acne e psoriase, provocando principalmente o aumento da eliminacéo
de células afetadas, na camada mais externa da pele (MADAN; LEVITT, 2014,
PULGARIN et al., 2011).



3.2 Métodos de determinacédo de &cido salicilico

Diversas técnicas sdo propostas na literatura para a determinacéo de AS em
diferentes amostras, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
espectrometria de absor¢cdo UV-vis, cromatografia gasosa com espectrometria de
massa (GC-MS) e espectrometria de fluorescéncia. A cromatografia é umas das
técnicas analiticas mais utilizadas na analise de acido salicilico, por ter como principal
vantagem a separacdo dos compostos interferentes, tornando a deteccdo mais
especifica e mais eficiente.

HPLC com detector de arranjo de diodos (DAD), foi utilizada na determinacao
de AS em pomada para tratamento de doencas da pele, com limite de deteccéo de
4x103 mg mL* e faixa linear de trabalho de 0,012 a 0,75 mg mL™, enquanto o tempo
de retencdo necessario foi de aproximadamente 1,7 minutos em coluna C8 (150 mm
X 4,6 mm, 5 ym) com metanol e tampéo fosfato aquoso 0,02 mol L, pH 2,3 (70:20)
como fase movel, o que mostra que a técnica é rapida. No entanto, a extracao
demandou mais tempo de analise, sendo realizada com solventes organicos para
separacao dos acidos graxos da pomada (YOUSSEF et al., 2014).

Amostra de pomada farmacéutica também foi analisada por HPLC para
quantificacdo de AS, porém com detector de arranjos de fotodiodos (PDA). O tempo
de retencao requerido nesta técnica foi de 1,7 minutos utilizando uma coluna C18 (250
mm X 4,6 mm, 5 ym) e acetonitrila:metanol:agua (50:20:30 v/v/v) como fase movel,
porém a faixa linear de trabalho (0,26 a 0,38 mg mL™?), apresentou o menor valor bem
acima dos observados na técnica anterior, tornando assim o método limitado a
amostras mais concentradas. O limite de detec¢&o ndo € mencionado (SHEIKH et al.,
2012).

Huang et al. (2015), realizaram a quantificagdo de AS em plantas para o estudo
do seu mecanismo de defesa com GC-MS, obtiveram limite de deteccdo de 2,4x10*
mg mL* e tempo de retencédo de 11,84 minutos e portanto, mais demorada que as
técnicas de HPLC descritas anteriormente.

Espectrometria de absor¢cdo UV-vis foi utilizada na determinacdo de AS em
produtos dermatoldégicos e comprimidos, obtendo-se uma faixa linear de trabalho de
1x103 a 20x10° mg mL* e limite de deteccdo de 6,4x10° mg mL™?, valores esses

suficientes para andlise de farmacos. No entanto, esse método apresentou



interferéncia significativa de &cido ascorbico, sacarina, paracetamol, Cu(ll) e
benzocaina, espécies que podem estar presentes em preparagdes farmacéuticas com
acido salicilico (MEDINA et al., 2001).

Pulgarin et al. (2011), desenvolveram um método de determinagdo de AS em
fluidos bioldgicos (soro e urina humana), baseado em extracao liquido-liquido com
cloroférmio, apds as amostras serem acidificadas com acido cloridrico. A deteccao foi
realizada com a técnica de espectrometria de fluorescéncia. Nesse estudo os autores
obtiveram resultados de 96,2 % para a recuperacéo e 8,2x10® mg mL* como limite
de deteccdo. O método mostrou uma extracao eficiente, e com limite de deteccéo
abaixo dos outros métodos discutidos anteriormente.

De um modo geral, os métodos descritos sdo suficientemente eficientes para
determinacdes realizadas em laboratério, apesar de exigirem o uso de equipamentos
sofisticados e de alto custo, operados por usudrios treinados. Na maioria dos casos,
ndo podem ser fabricados em versfes portateis o que impossibilita a realizacdo de
medidas em campo. Além disso, técnicas como a cromatografia necessitam de gases
de custo elevado ou grandes quantidades de solventes organicos, gerando residuos

nocivos ao meio ambiente.

3.2.1 Métodos eletroquimicos

Os métodos eletroguimicos tém mostrado ser uma alternativa interessante para
0s métodos apresentados no tépico anterior, com diversos trabalhos desenvolvidos
usando eletrodos modificados com nanomateriais para a deteccao de acido salicilico.

Eletrodo de trabalho modificado com nanotubos de carbono e Nafion®
(MWCNT/Nafion) e operado com voltametria de pulso diferencial, apresentou bom
desempenho no monitoramento in situ da concentracao de acido salicilico, em folhas
de tomate, com a finalidade de estudar o mecanismo de defesa das plantas. Os
resultados foram validados pelos autores usando HPLC-MS/MS como método
referéncia, apresentando valores consistentes em ambos os métodos (SUN et al.,
2014).

Doulache et al. (2014), obtiveram boa resposta na detecc¢éo de 4cido salicilico
em comprimidos de aspirina utilizando a técnica de amperometria com eletrodo de

carbono vitreo modificado eletroquimicamente com niquel por reducdo (Ni/GCE). O



comprimido de aspirina foi submetido a um tratamento com hidréxido de sddio, para
hidrolisar o &cido acetilsalicilico a acido salicilico, sendo realizada portanto, a
qguantificacdo indireta de acido acetilsalicilico nos comprimidos. O eletrodo utilizado
nos experimentos mostrou estabilidade com coeficiente de variacdo de 3% entre as
medidas.

Titanato de niquel foi utilizado por Ghoreishi et al. (2015) para modificacdo de
eletrodo de pasta de carbono (NiTiOs/CPE), e mostrou resultados satisfatorios na
quantificacdo de AS em plantas de aloe vera, com a técnica de voltametria de pulso
diferencial. A repetitividade na preparacao dos eletrodos foi assegurada na realizacao
de experimentos com 5 eletrodos, obtendo coeficiente de variacéo de 1,3 a 4,5 % na
deteccao de acido salicilico.

Pomadas e comprimidos foram analisados para quantificar acido salicilico com
a técnica de amperometria, utilizando eletrodo de carbono vitreo modificado com
hexacianoferrato de lutécio e 6xido de grafeno reduzido (LUHCF/RGO). O coeficiente
de variacéo para 5 medidas individuais foi de 4,5 % e o método proposto pelos autores
nao teve interferéncias significativas na presenca de acido ascoérbico, dopamina, acido
arico, glicose e paracetamol (DEVADAS et al., 2014).

O limite de detec¢éo e a faixa linear de trabalho para os métodos citados sdo
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Valores de parametros analiticos na deteccdo de acido salicilico com

diferentes eletrodos modificados.

. Limite de detec¢cédo | Faixa linear de trabalho
Eletrodos modificados
(umol L) (umol L)
MWCNT/Nafion 0,05 0,5a 100
Ni/GCE 0,5 2 a 550
NiTiOs/CPE 0,068 3 a 1000
LUHCF/RGO 0,49 5a 1000

Portanto, fica evidente a versatilidade dos meétodos eletroquimicos, com
possibilidades de deteccdo do acido salicilico em vérias amostras, com eletrodos de
diferentes nanoestruturas. Além disso, esses métodos apresentam boa repetitividade

nos resultados, limite de deteccédo baixo e faixa linear de trabalho bastante ampla.
7



Outras vantagens destas técnicas € a possibilidade de analises em campo, pouca
geracao de residuos e custo menor.
Nos proximos topicos, serdo discutidas algumas caracteristicas da voltametria,

técnica eletroquimica utilizada no desenvolvimento deste trabalho.
3.3 Técnicas voltamétricas

A voltametria abrange um conjunto de técnicas, que dependem da medida da
corrente em funcao do potencial aplicado. Este método é desenvolvido em uma cela
eletroquimica, na qual a velocidade de oxidacao ou reducédo do analito € limitada pela
velocidade de transferéncia de massa do analito para a superficie do eletrodo de
trabalho. No sistema apresentado na Figura 2, o potencial do eletrodo de trabalho é
controlado em relacdo ao eletrodo de referéncia gerando o sinal de excitacdo e a
corrente resultante passa do eletrodo de trabalho para o eletrodo auxiliar onde é entao
medida (SKOOG et al. 2006; BRETT; BRETT, 1993).

Todos os eletrodos devem estar imersos no eletrdlito de suporte, e em alguns
casos € necessario borbulhamento com nitrogénio para retirada de oxigénio, que
dependendo do pH, faixa de potencial aplicada e o material do eletrodo de trabalho
pode interferir nas medidas (BRETT; BRETT, 1993).

Eletrodo de Eletrodo
Eletrodo de trabalho

referéncia l / auxiliar

Entrada de
nitrogénio

Eletrélito de suporte

Figura 2- Representacdo da cela eletroquimica utilizada nas medidas de voltametria.



Algumas caracteristicas dos eletrodos e eletrdlito de suporte, usados nas

medidas voltamétricas sdo descritos a seguir:

v' Eletrodo de referéncia: eletrodo de referéncia precisa ter um potencial que é
estavel com o tempo, com a temperatura e que ndo é alterada por perturbacdes
no sistema, como pela passagem de baixas correntes (BRETT; BRETT 1993).

v' Eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo: eletrodo por onde passa a corrente que
flui através da cela. Ele é geralmente um eletrodo que nao produz substancias
por eletrélise, que podem atingir a superficie do eletrodo de trabalho e causar
reacoes interferentes (BARD; FAULKNER, 2001).

v' Eletrodo de trabalho: é geralmente onde a reacdo de interesse ocorre, sua
selecdo depende de fatores como o comportamento redox do analito alvo, a
corrente de fundo sobre a regido de potencial necessaria para a medicao,
janela de potencial, condutividade elétrica, reprodutibilidade da superficie,
custo, disponibilidade e toxicidade (WANG, 2006).

v Eletrélito de suporte: reacbes e fenbmenos eletroquimicos ocorrem em um
meio, geralmente um solvente que contenha ions dissolvidos e séo necessarios
nos experimentos para diminuir a resisténcia da solucéo, eliminar os efeitos de
eletromigracdo e manter uma forca idnica constante. O eletrélito de suporte
deve apresentar caracteristicas como alta solubilidade, alto grau de ionizacéo,
Nao reagir com outras espécies presentes na solucao (eletroativas ou néo) e
nao ser oxidado nem reduzido eletroliticamente em toda a faixa de potencial de
interesse a que as substancias em estudo forem submetidas. (AGOSTINHO et
al. 2004).

3.3.1 Voltametria ciclica

Embora néo seja utilizada com frequéncia na analise quantitativa, a voltametria
ciclica (CV) encontra ampla aplicabilidade no estudo de reagbes, com localizacao
rapida de potenciais redox das espécies eletroativas, cinética de transferéncia de
elétrons em reacdes heterogéneas, deteccédo de intermediarios da reacao e processos
de adsorcao de compostos nos eletrodos (SKOOG et al. 2006; WANG, 2006).

Na CV o sinal de excitagao varia de forma linear em funcao do tempo, formando

uma onda triangular, com varredura entre dois potenciais do eletrodo, chamados de

9



potenciais de inversdo, como mostrado na Figura 3(a) (KISSINGER; HEINEMAN,
1983). Um voltamograma ciclico € obtido através da medi¢do da corrente no eletrodo
de trabalho durante a aplicacdo do potencial.

Os parametros eletroguimicos mais importantes de um voltamograma ciclico,
s&o os potenciais de pico catddico e anddico (Epc € Epa) € as correntes de pico catédico
e anddico (Ipc e lpa), essenciais para caracterizar 0os processos redox ocorridos
(SKOOG et al. 2006). A partir desses parametros é possivel definir se o processo é
reversivel, quasi-reversivel ou irreversivel. Para processos reversiveis, voltamograma
apresentado na Figura 3(b) as principais caracteristicas sdo: Epa-Epc = 0,059/n V,
onde n é o numero de elétrons transferidos na reacdo no eletrodo e lpa/lpc = 1
(KISSINGER; HEINEMAN, 1983).

Catodico

—Ciclo 1—

Potencial
Corrente

Einicial
(a)

Anddico

Tempo
Potencial

Figura 3- (a) Sinal de excitagdo em voltametria ciclica. (b) Voltamograma ciclico de

um processo reversivel.
Fonte: adaptada de Wang (2006).

No geral, os voltamogramas de um sistema quasi-reversiveis apresentado na
Figura 4(a), exibem uma maior separacao em potenciais de pico comparada com um
sistema reversivel, transferéncia de elétrons lenta na superficie do eletrodo
(processos irreversiveis), ocasiona um aumento na separacdo de pico anodico e
catédico e menores correntes de pico como pode ser observado no voltamograma da
Figura 4(b) (KISSINGER; HEINEMAN, 1983; WANG, 2006).
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Corrente

Potencial

Figura 4 - Voltamogramas de um processo redox quasi-reversivel (a) irreversivel (b).
Fonte: adaptada de Wang (2006).

3.3.2 Voltametria de Pulso Diferencial

Esta técnica apresenta maior sensibilidade que a voltametria ciclica, sendo
mais utilizada na quantificacdo de componentes tracos de uma amostra. A Figura 5
(a) mostra o sinal de excitacao da voltametria de pulso diferencial (DPV), que envolve
a combinacéo da aplicacdo de um pulso sobre uma varredura em forma de escada,
onde um pequeno pulso, tipicamente de 50 mV, é aplicado durante os ultimos 50 ms.
A corrente € medida imediatamente antes da aplicacao do pulso (S1) e no fim do pulso
(S2), a diferenca entre as duas correntes é registrada e como resultado se tem uma
curva diferencial com um pico mostrado na Figura 5 (b), onde sua altura é diretamente
proporcional a concentracdo do analito de interesse (SKOOG et al. 2006; BRETT,;
BRETT, 1993).

(a) 150 mMs | - -

S, I 50 mV | ®
= 2 =
e - E
5 =
= s
o
Periodo -
s, * do pulso —"‘: Potencial

Tempo
Figura 5- (a) Sinal de excitacdo em voltametria de pulso diferencial; (b) Voltamograma
de pulso diferencial.
Fonte: adaptada de Skoog et al. (2006).
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3.4 Eletrodos modificados

Os eletrodos quimicamente modificados podem ser definidos como superficies
eletroativas condutoras ou semicondutoras (substrato), que sao revestidas com
camadas monomoleculares, multimoleculares, idnica ou filme polimérico, a fim de
gerar uma nova superficie com novas propriedades (ZOSKI, 2007).

A modificagdo de eletrodos pode resultar no aumento da cinética de
transferéncia de elétrons, desempenhar um papel de catalisador e pequenos detalhes
de morfologia da superficie, os quais determinam a sensibilidade da medi¢cdo em
aplicacoes eletroanaliticas. De forma geral, superficies modificadas possuem o0s
seguintes aspectos (SAJID et al., 2015):

e Transferéncia de propriedades fisico-quimicas do modificador para o eletrodo;

e Aumento da atividade eletrocatalitica, devido ao uso de materiais com grande
area superficial que por sua vez permite uma melhor sensibilidade;

e Seletividade melhorada quando existe afinidade de substancias de interesse
com grupos funcionais imobilizados;

e Cinética rapida de difusdo no caso de alguns materiais;

e Extragcdo e acumulo da substancia analisada pelo eletrodo.

ModificagOes realizadas sobre um substrato podem envolver adsorcao
irreversivel, camadas automontadas, ligacdo covalente, eletropolimerizacdo dentre
outros processos (SAJID et al.,, 2015). Neste trabalho destacaremos a técnica de
automontagem camada por camada ou LbL, do inglés layer-by-layer que foi utilizada

na preparacao dos eletrodos de trabalho modificados.

3.4.1 Deposicao via Automontagem camada por camada (LbL)

Esta técnica de preparo de eletrodos modificados € simples, ndo exige vidrarias
ou equipamentos sofisticados, e a deposicdo pode ser realizada em diversos
substratos de plastico, vidro e metais em qualquer formato, tais como laminas planas,
esferas e hastes (PATERNO; SOLER, 2013). A forma mais comum de realizar a
deposicao dos (nano)materiais via LbL € a utilizac&o de interacdes eletrostaticas entre

materiais ibnicos de cargas opostas, conforme representado na Figura 6.
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A formagéo de filmes com camadas adsorvidas sequencialmente é realizada
por imersdo sucessiva de um substrato alternadamente nos reservatérios com
solucbes/suspensdes de materiais catibnicos e anidnicos. Entre cada imersédo, o
conjunto substrato-camada € enxaguado e secado para remover 0 excesso de
material. (PATERNO; SOLER, 2013).
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Figura 6- Esquema do método de automontagem via adsorcao eletrostatica.
Fonte: adaptada de Paterno et al. (2001).

Diversos tipos de materiais podem ser utilizados para a preparacéo de filmes
por LbL, dentre eles os nanotubos de carbono funcionalizados e nanoparticulas de

oxido de ferro. Alguns de seus aspectos tedricos serdo discutidos a seguir.

3.4.2 Nanotubos de carbono

Os nanotubos de carbono (CNT) sédo constituidos de folhas de grafeno
enroladas na forma de tubos, contendo quase que exclusivamente &tomos de carbono
dispostos em anéis aroméaticos condensados. Eles sdo classificados principalmente
em dois tipos: de parede simples (“single-walled carbon nanotubes™ SWCNT) com
uma folha de grafeno enrolada ou de parede multiplas (“multi-walled carbon
nanotubes”-MWCNT) que séo cilindros concéntricos formados com mais de uma folha
de grafeno enrolada, apresentados na Figura 7 (BIANCO et al., 2011).
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Figura 7-Representacdo da estrutura de (a) Folha de grafeno, (b) SWCNT e (c)
MWCNT. Fonte: adaptada de Machado et al. (2014) e Mufioz (2011).

Devido a sua estrutura, os hanotubos de carbono possuem propriedades como
a area de superficie elevada, estabilidade quimica e alta condutividade elétrica (GAO
et al.,, 2012). Nas Ultimas décadas, tem aumentado o0 uso deste material na
modificacdo de eletrodos com objetivo de aplicacdes eletroanaliticas.

O uso de nanotubos de carbono como modificador de eletrodos, foi
essencialmente estabelecida, pela sua eficiente atividade catalitica, promovendo a
transferéncia de elétrons em reacgBes de sistemas redox. Além disso, sua
compatibilidade com diferentes materiais permite preparacéo de eletrodos a base de
diversas nanoestruturas associadas aos nanotubos de carbono (TSIERKEZOS et
al.,2015; AJAYAN,1999).

Alguns estudos mostram o uso de eletrodos com nanotubos de carbono para a
deteccdo eletroquimica de &cido salicilico. Zhang et al. (2010) desenvolveram
eletrodos de carbono vitreo modificados com MWCNT que apresentaram atividade
catalitica elevada e capacidade de transferéncia de elétrons para a oxidacdo
eletroquimica do acido salicilico muito maiores que as apresentadas pelo eletrodo
nao-modificado. Os voltamogramas obtidos por voltametria ciclica com tais eletrodos
apresentaram picos muito mais definidos para o processo redox do acido salicilico em
comparacao ao eletrodo ndo modificado.

Esta mesma constatacdo foi feita por Lu et al. (2014), que realizaram a
modificacdo de eletrodo de carbono vitreo com oxido de grafeno e MWCNT. Apenas
com o eletrodo modificado com MWCNT foi possivel observar a oxidacdo do acido
salicilico. Tal resultado foi atribuido a grande area de superficie e condutividade
elevada do MWCNT, como ja mencionado.
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Eletrodo modificado com SWCNT também possui essas caracteristicas, em um
estudo comparativo a modificacdo de eletrodo de carbono vitreo com esse material,
provocou o aparecimento do pico de oxidacdo de &cido salicilico, atribuido

principalmente a excelente atividade eletrocatalitica de SWCNT (LU et al., 2015).

3.4.3 Nanoparticulas de 6xido de ferro

As nanoparticulas de 6xidos de ferro, em particular de magnetita (np-FesOa4) e
de maguemita (np-y-Fe203), com diametros inferiores a 25 nm comportam-se como
materiais superparamagnéticos, ou seja, sob temperatura ambiente e na auséncia de
um campo magnético externo ndo apresentam remanéncia nem magnetizacao liquida.
Esse comportamento é consequéncia da redu¢éo do tamanho, bem como da estrutura
cristalina de espinélio, em que os ions O% e Fe3* e Fe?* (apenas na magnetita) formam
uma rede cubica de face centrada, conforme apresentado na Figura 8. A alta
estabilidade quimica, compatibilidade biol6gica, baixa toxicidade e propriedades
magnéticas sdo caracteristicas que tem atraido atencdo de pesquisadores no uso
desse material para diversas finalidades como tratamento de cancer por hipertermia,
entrega de farmacos em alvo especifico no organismo, degradacao de pesticida em
agua, imunossensor para a deteccao de bactéria e catdlise (SOLER et al., 2012;
NIGAM et al., 2011; YU et al., 2015; SHARMA et al., 2015; GAWANDE et al., 2013).

Em eletroquimica, nanoparticulas de magnetita sdo utilizadas na modificacao
de eletrodos, melhorando o desempenho de processos de oxidacdo e reducédo de
algumas moléculas organicas. Fernandes et al. (2014), realizaram a deteccdo de
acido ascorbico, dopamina e &cido Urico com eletrodos de nanotubos de carbono e
nanoparticulas de magnetita. Os eletrodos nanoestruturados com esses dois materiais
apresentaram sensibilidade maior que a eletrodos modificados somente com
nanotubos de carbono. Acredita-se que as np-FesOs4 aumentam ainda mais a area
superficial do eletrodo, com consequente aumento sobre a taxa de transferéncia

eletrbnica e melhoria do desempenho.
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Figura 8- Estrutura da magnetita (a) Linha tracejada representa a cela unitaria; (b)

Modelo dos arranjos octaédricos e tetraédricos. Fonte: adaptada de Cornell (2014).

Sun et al. (2013), verificaram que um eletrodo de carbono vitreo modificado
com quitosana e nanocompdsito de nanoparticulas de ouro com np-FesO4 foi mais
eficaz que eletrodo ndo modificado na deteccdo e quantificacdo de acido salicilico.
Portanto, as nanoparticulas de 6xidos de ferro sdo nanomateriais interessantes para
modificacao de eletrodos com propdésito analitico.

A determinacédo eletroanalitica de acido salicilico com eletrodos modificados
por LbL e nanoestruturados com nanotubos de carbono e nanoparticulas de 6xido de
ferro ainda n&o foi relatada na literatura. Portanto, esta dissertacdo descreve o
desenvolvimento e uso desses dois nanomateriais como elemento ativo de sensores

eletroquimicos de alta sensibilidade ao processo de oxidac¢ao do acido salicilico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados nos experimentos e suas respectivas marcas e pureza

sao apresentados na tabela 2.

Tabela 2- Regentes utilizados.

Reagentes Marca Pureza
Acetato de amonio Vetec 99 %
Acetato de sodio Sigma-Aldrich 99 %
Acetonitrila J.T. Baker 99,8 %
Acido acético Merck 99,8 %
Acido ascorbico Merck 99,7 — 100,5 %
Acido benzoico Vetec 99,5 %
Acido bérico Vetec 99,5 %
Acido citrico Vetec 99,5 %
Acido cinamico BDH 99 %
Acido fosforico Merck 85 %
Acido perclorico J.T. Baker 71,3 %
Acido p-hidroxibenzoico BDH 99 %
Acido salicilico (padréo certificado) Sigma-Aldrich 99,8 %
Acido sulftrico Quimex 95 4 98 %
Citrato de sodio Reagen 99 4 100,3 %
Sulfato de ferro (Il) heptahidratado Sigma-Aldrich 99 %
Cloreto de ferro (lll) hexahidratado Sigma-Aldrich 97 %
Cloreto de potassio Vetec 99 4 100,5 %
Ferricianeto de potassio Vetec 99 %
Hidrocloreto de poli(dialildimetil amonio) _ _ ]
(PDAC) Sigma-Aldrich 20 % em agua
Hidroxido de sodio Vetec 98 %
Metanol J.T. Baker 99,9 %
Nanotubos de carbono (NT-PABS) Sigma-Aldrich 75a85%




As solucgdes utilizadas séo descritas a seguir:

Solugao 5% v/v de detergente alcalino Dertec - 25 mL de detergente em 500
mL de agua ultrapura.

Solucéo 5% v/v de KOH em alcool - 5 ml de solucdo aquosa saturada de KOH
em 100 ml de &lcool 95%, agitado e filtrado em funil de vidro sinterizado apés
24 horas de decantacao.

Sulfato de ferro (Il) heptahidratado 0,1 mol L - 0,28 g de sulfato de ferro ()
heptahidratado em 10 mL de agua ultrapura.

Cloreto de ferro (lll) hexahidratado 0,2 mol Lt - 0,56 g de cloreto de ferro (lll)
hexahidratado em 10 mL de agua ultrapura.

PDAC 1gL*1-0,25gde PDAC em 50 mL de agua ultrapura.

Ferricianeto de potassio 1x10=3 mol L - 33,25 mg de ferricianeto de potassio
em 100 mL de KCI 0,1 mol L.

Padréao de &cido salicilico 7,2x10 mol L1 - 50 mg de acido salicilico em 50 mL
de agua ultrapura.

Tampao RB (pH 2,5 a 7,5) - preparado com a mistura das solu¢des de H3POa,
H3BOs e CH3COOH (0,04 mol L) e solucdo de NaOH 0,2 mol L para ajustar
o pH.

Tampao citrato (pH 2,5) — 6,44 g de acido citrico e 0,78 g de citrato de sédio
em 100 mL de 4gua ultrapura.

Tampéo acetato de aménio (pH 3,5 e 4,5) - solucdo 0,1 mol L de acetato de
amonio e solugdo 0,2 mol L de acido acético para ajustar o pH.

Tampéo acetato de sédio (pH 3,5) - solugédo 0,1 mol L de acetato de sédio e
solucdo 0,2 mol L de acido acético para ajustar o pH.

Acido acético 0,1 mol L - 143 pL de 4cido acético em 25 mL de agua ultrapura.
Acido sulfarico 0,1 mol L - 133 pL de &cido sulfirico em 25 mL de agua
ultrapura.

Acido ascorbico 7,2x10-3 mol L - 63,76 mg de acido ascorbico em 50 mL de
agua ultrapura.

Acido cindmico 2,4x10 mol L'1- 17,90 mg de &cido cinaAmico em 50 mL de
agua ultrapura.

Acido benzoico 7,2x102 mol L - 43,98 mg &acido benzoico em 50 mL de agua

ultrapura.
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> Acido p-hidroxibenzoico 7,2x103 mol L - 50 mg de &cido p-hidroxibenzoico
em 50 mL de agua ultrapura.

4.2 Limpeza das vidrarias

As vidrarias utilizadas neste trabalho, foram lavadas inicialmente com
detergente neutro para retirar o excesso de residuos, enxaguadas em agua corrente
e deixadas por 2 horas completamente imersas, em solucdo 5% v/v de detergente
alcalino Dertec em agua ultrapura (resistividade: 18 Mohm.cm). Apés este tempo, as
vidrarias foram enxaguadas com agua corrente e posteriormente com solucdo 5% v/v
de KOH em alcool, para remocdo de compostos organicos presentes. As vidrarias
foram por fim lavadas abundantemente com agua corrente e em seguida com agua
ultrapura.

Apos a limpeza realizada, as vidrarias volumétricas foram secas a temperatura
ambiente e as vidrarias nao volumétricas, foram colocadas em forno mufla por 2 horas
na temperatura de 450 °C. Todas elas foram guardadas em recipiente limpo e fechado

evitando contaminacao do ar.

4.3 Amostra de produto dermatolégico

A amostra de produto dermatolégico analisada foi uma solugcéo que é utilizada
no tratamento de dermatite seborreica e psoriase com a seguinte formulacéo:

v' Dipropionato de betametasona, (equivalente a 0,5 mg (0,05%) de

betametasona) - 0,64 mg mL™.

v' Acido salicilico (equivalente a 2% de &cido salicilico) - 20 mg mL™.

v' Excipientes g.s.p (edetato dissodico, hipromelose, hidréxido de sodio, alcool

isopropilico e agua) - 1 mL.

Para realizacdo dos experimentos nao foi necessario procedimento de extragédo
apenas diluicdo de 250 pL da amostra em 10 mL de agua ultrapura, realizou-se entéo
a leitura de trés aliquotas da amostra com o método eletroanalitico proposto
(Voltametria de Pulso Diferencial-DPV) e cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC) conforme é apresentado no tépico 4.7.6.
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4.4 Preparacgao dos eletrodos modificados

4.4.1 Limpeza do substrato de vidro condutor

Os eletrodos de trabalho foram preparados sobre substratos de vidro (1 mm x
10 mm x 20 mm) recobertos com um filme condutor de 6xido de estanho dopado com
indio (SnO2.xIn; resistividade: 15 ohm cm), também conhecido como ITO (do inglés,
indium tin oxide). Antes da deposicdo das nanoestruturas, foi realizada a limpeza
desse substrato esfregando manualmente ambos os lados com detergente neutro e
depois mantendo-os num béquer com agua destilada por 20 minutos em banho
ultrassom. Apos esse periodo, os substratos foram enxaguados com agua ultrapura
por 5 vezes para a remocao do detergente e colocados num béquer, com agua
ultrapura apenas, e banho ultrassom por 20 minutos. Ao término das etapas, 0s
substratos foram armazenados imersos em agua ultrapura e em geladeira até a

deposicdo dos nanomateriais.

4.4.2 Preparo das nanoparticulas de magnetita e dos nanotubos de carbono

O preparo das nanoparticulas de magnetita foi realizado por co-precipitacdo de
ions Fe(ll) e Fe(lll) em NaOH, segundo método descrito na literatura (Santos et al.,
2014). Uma solucdo aquosa (20 mL) contendo ions de Fe(ll) 0,1 mol Lt e Fe(lll) na
concentracdo de 0,2 mol L foi adicionada gota a gota sobre 25 mL de solucdo de
NaOH (0,4 mol L) sob agitacdo magnética e a temperatura ambiente como mostrado
na Figura 9 (a). Depois da completa adicao da solucdo de ions de ferro, a mistura foi
mantida em agitacdo por mais 30 minutos, também em temperatura ambiente. O
precipitado preto de np-Fes3O4 foi isolado por decantacdo com o auxilio de um ima
(Figura 9 b) e lavado (3 vezes) com agua ultrapura. A estequiometria da reacao para
a sintese por co-precipitacado € como se segue (KANG, et al., 1996):

Fe?* (aqg) + 2Fe®* (aq) + 80H" (aq) — Fe30a (s) + 4H20 (1)

As particulas isoladas foram dispersas em solugdo aquosa de HCIO4 (pH 4)

com agitacdo magnética durante 18 horas. Apds o0 passo de agitacdo, a dispersao
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coloidal obtida foi submetida a agitacdo ultrassdnica pulsada (Branson 450; poténcia:
250 W; tempo: 10 minutos; pulso: 5s ligado, 5s desligado) e, em seguida, centrifugada
(4500 rpm por 10 minutos), para remover particulas e agregados insoluveis. Esta
disperséo foi empregada como fonte de nanoparticulas para deposicao dos filmes. O
meio &cido protona a superficie das nanoparticulas e, portanto, garante a estabilidade
coloidal por meio de forcas de repulsdo eletrostética. Outro detalhe importante se
refere a conversao parcial e inevitavel da fase magnetita a maguemita, de modo que
as nanoparticulas sdo melhor descritas como sendo constituidas de 6xido de ferro.

Portanto, serdo abreviadas como np-MAG.

Figura 9- Preparo das nanoparticulas de magnetita, (a) Gotejamento em NaOH da
solucdo aquosa contendo ions de ferro; (b) Decantacdo das nanoparticulas de

magnetita; (c) Solucao coloidal de nanoparticulas de 6xido de ferro.

Os nanotubos de carbono utilizados na preparacao dos eletrodos foram do tipo
de parede simples (SWNT), funcionalizados covalentemente com um oligbmero
condutor (acido poliaminobenzeno sulfénico, PABS) soluvel em agua e fornecidos
pela Sigma-Aldrich, cuja estrutura é representada na Figura 10 (a). Devido a presenca
dos grupos sulfonicos, -SOs,, os nanotubos modificados com PABS (NT-PABS)
exibem comportamento anidénico e podem, portanto, ser depositados alternadamente

com np-MAG, que séo catibnicas, via LbL eletrostatico.
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Figura 10- (a) Estrutura do nanotubo de carbono funcionalizado com PABS. Fonte:

site da Sigma Aldrich (2015). (b) Solucédo coloidal de nanotubos de carbono.

Para o preparo de uma suspensao, 50 mg de NT-PABS foram adicionados a
100 mL de agua ultrapura e submetidos a agitacao ultrassénica pulsada (poténcia:
250 W; tempo: 1 h; pulso: 1s ligado, 1s desligado). Apds essa etapa, a amostra
resultante foi centrifugada a 4500 rpm por 10 minutos para remoc¢ao de material
insoltvel. O sobrenadante, uma solucéo coloidal de nanotubos (Figura 10 b), foi obtida

e armazenada em geladeira até a preparacao dos filmes.

4.4.3 Deposicao dos nanomateriais sobre vidro condutor via LbL

Os substratos de ITO foram modificados com filmes ultrafinos de np-MAG/NT-
PABS via técnica LbL. Como forma de garantir um numero suficiente de sitios de
adsorcdo para 0s nanomateriais e aumentar a resisténcia mecanica dos filmes,
camadas do polieletrdlito catibnico hidrocloreto de poli(dialildimetil aménio) (PDAC,
Mw 450.000 g mol?t) foram introduzidas entre os nanomateriais. Uma ilustracéo
esquematica do processo de modificacdo dos eletrodos € apresentada na Figura 11.
Em esséncia, o substrato de ITO foi imerso, sequencialmente, na solucdo de PDAC
(1 g L), seguido das suspensdes de NT-PABS e np-MAG. O tempo de imersdo em
cada solugéo/suspensao foi de 3 minutos enquanto o tempo de enxague foi de 20
segundos. Agua ultrapura foi usada no enxague apos a deposicdo de PDAC e NT-
PABS enquanto uma solucdo pH 4 de HCIO4 foi empregada no enxague apos a
camada de np-MAG. Ainda, ap0s cada camada depositada e enxague, o substrato

modificado foi secado com jato de ar comprimido.
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Enxague

Figura 11- Esquema do preparo dos eletrodos por LbL.
Fonte: adaptado de Paterno; Soler, 2013.

Ao término de cada ciclo foi obtido um filme com estrutura de tetracamadas
(PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS)r» comn =1, 3, 5, 7 e 10 como demonstrado na
Figura 12. A area de modificac@o dos substratos de ITO foi delimitada com fita adesiva
do tipo Scotch. Assim, os resultados sédo expressos em densidade de corrente (J), que
€ a razao entre a corrente e a area geométrica do eletrodo. Esse cuidado foi tomado

devido ao fato da corrente ter dependéncia direta com a &rea do eletrodo conforme

expresso pela equacao de Randles-Sevick, descrita nos resultados (topico 5.2.3).

Figura 12 - (a) Substrato de ITO e eletrodos com (b) 1 (c) 3 (d) 5 (e) 7 e (f) 10
tetracamadas

4.4 Estudos da deposicéo e estrutura dos eletrodos modificados
A deposicao das nanoestruturas foi monitorada por espectroscopia de absorc¢ao
UV-vis com um espectrofotdmetro Varian Cary 5000. Os espectros foram obtidos com

eletrodos contendo 1, 3, 5, 7 e 10 tetracamadas depositadas em lamina de quartzo

gue nao absorvem na regido do UV-vis.
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A morfologia de nanomateriais depositados foi avaliada por Microscopia de
forca atbmica (“Atomic Force Microscopy”’, AFM) em um equipamento Digital
MultiModo Nanoscope llla, modo “tapping”). Este experimento foi realizado na
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR).

4.5 Estudos eletroquimicos

4.5.1. Impedancia eletroguimica

Os experimentos de impedancia eletroquimica foram realizados no
potenciostato/galvanostato da AUTOLAB modelo PGSTAT204 da Metrohm, com
amplitude de 0,01 V e frequéncia de 0 a 100 kHz. Os eletrodos utilizados foram os
mesmos dos experimentos de voltametria que serdo expostos a seguir, em 25 mL de

solucéo de ferricianeto de potassio (KsFeCNs) 1x102 mol Lt em KCI 0,1 mol L.

4.5.2 Voltametria ciclica e de pulso diferencial

Os experimentos de voltametria ciclica e pulso diferencial foram realizados em
potenciostato Autolab modelo PGSTAT302N da Metrohm (Figura 13a). A cela
eletroquimica utilizada, continha um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCl saturado),
contra-eletrodo de platina e o eletrodo de trabalho proposto, como apresentado na
Figura 13(b). Para os experimentos de voltametria de pulso diferencial, devido as
correntes serem baixas e a sensibilidade maior, foi necesséario o uso de uma gaiola
de Faraday (Figura 13c), conectada no terra do equipamento para diminuir os ruidos.

A voltametria ciclica foi realizada em 25 mL de uma solugédo de KsFe(CN)s na
concentracdo de 1x102 mol L** em KCI 0,1 mol L** com potencial de -0,1 a 0,6 V.
Esses experimentos foram realizados, para determinar parametros cinéticos dos
eletrodos preparados com diferentes camadas. Medidas de voltametria ciclica,
também foram realizadas para analisar o comportamento do &cido salicilico na
superficie do eletrodo de trabalho, sendo realizada em 25 mL de solu¢des de acido
salicilico nas concentracdes de 2,5; 5 e 10 X102 mol L* em acido acético 0,1 mol L?

com potencialde0Oal1,5V.
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Figura 13- Sistema eletroquimico, (a) Potenciostato/Galvanostato; (b) Cela

eletroquimica; (c) Gaiola de Faraday.

Para a voltametria de pulso diferencial, foi preparada uma solugéo padréo de acido
salicilico em agua ultrapura (7,2x10-® mol L?) e realizado adicdes com micropipeta
diretamente sobre o eletrdlito de suporte conforme a concentracdo requerida. A cada
adicdo realizada a solucdo foi agitada por 60 segundos, simultaneamente neste
mesmo periodo o condicionamento do eletrodo foi realizado, em solucdo de
metanol:agua (1:10), ndo foi necessario borbulhamento de nitrogénio, pois o oxigénio
ndo apresentou interferéncia nas medidas realizadas. Os eletrdlitos de suporte
testados foram: tampédo RB (pH 2,5 a 7,5), tampao citrato (pH 2,5), tamp&o acetato de
amonio (pH 3,5 e 4,5), tamp&o acetato de sddio (pH 3,5), Acido acético 0,1 mol L e
Acido sulfarico 0,1 mol L.

Outros parametros da voltametria de pulso diferencial, foram testados para se
obter melhor resolucéo e altura de pico, como a velocidade de varredura (2, 5, 10 e
20 mV st) e amplitude de pulso (5, 10, 25, 50, 100 e 150 mV), testadas em uma

solucédo de 5,7 pmol L de &cido salicilico em &cido acético 0,1 mol L.
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4.6 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada como método de
referéncia para validacdo da metodologia. Para estes experimentos foi utilizado um
cromatédgrafo liquido (Figura 14) com deteccdo UV-vis (Varian 920-LC), coluna
phenomenex C18 (100x4,6 mm; 2,6 um) e fluxo de 0,4 mL min2.

,

Figura 14- Cromatdgrafo liquido com deteccéo UV-vis.

Diferentes fases moveis descritas na literatura foram testadas e sdo descritas
a sequir:
e Tampdo acetato de amonio (concentracdo 0,01 mol L* e pH 4,5):
acetonitrila (80:20) (JANGBAI et al., 2012);

e Agua: metanol: 4cido acético (54:45:1) (TORRIERO et al., 2004);
e Agua: acetonitrila: acido acético (54:45:1) (adaptada de TORRIERO et
al., 2004).

O melhor comprimento de onda foi escolhido a partir de experimentos com
solucdes de acido salicilico 8,7 pmol L, nas fases moéveis citadas acima, analisadas
em espectrofotometro UV-vis (Agilent Modelo 8453).
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4.7 Parametros de validagdo de metodologia

Para assegurar a confiabilidade do método desenvolvido, foram realizados
experimentos padrdes de validacdo de metodologia, descritos em documentos de
orientacdo sobre validacdo de métodos de ensaios quimicos (INMETRO, 2011,
ANVISA, 2003; ICH, 1995).

4.7.1 Precisao

Precisdo é avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra ou padrées em condi¢des definidas, podendo ser
determinada realizando experimentos de repetitividade, onde o grau de concordancia
entre os resultados das medi¢des sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas
sob as mesmas condi¢fes, determina se o método utilizado é preciso (INMETRO,
2011).

Este parametro foi mensuravel com 7 leituras de &acido salicilico na
concentragdo de 5,7 umol L' em &cido acético 0,1 mol L, sendo realizado o
condicionamento do eletrodo entre cada medida. Testes com trés eletrodos diferentes
também foram realizados nessas mesmas condi¢cfes. Dessas medidas realizou-se 0

calculo do desvio padréao relativo ou coeficiente de variacédo (CV), com a equacgao 1.

CV% = go-x 100 (1)

Onde DP é o desvio padrao e CMD é a média do valor encontrado nas medidas.

4.7.2 Especificidade

Um método que produz resposta para apenas um analito € chamado especifico.
Portanto, para confirmar que o valor medido provém somente do acido salicilico, foram
realizadas medidas eletroquimicas deste composto na presenca de possiveis
interferentes. Foram escolhidos trés acidos fendlicos com moléculas que tém estrutura
parecida com o analito de interesse além do acido ascorbico, apresentadas na Figura
15 (WANG et al., 2010).
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Figura 15- Estrutura quimica, (a) acido ascorbico; (b) acido cinamico; (c) acido

benzoico; (d) acido p-hidroxibenzoico.

Solucdes de cada composto apresentado foram preparadas na concentracao
de 7,2x10°3 mol L't com excecéo do &cido cinamico que foi preparado na concentragdo
de 2,4x10° mol L devido sua baixa solubilidade em agua, e realizadas adicdes na
cela eletroquimica em proporcao igual, dez vezes maior e dez vezes menor de &cido
salicilico 5,8 pmol L't em &cido acético na concentracdo de 0,1 mol L. As leituras
foram realizadas em triplicata e o erro relativo (Er) foi calculado com equacao 2, em
que X é a média dos valores encontrados e p é o valor de referéncia.

_ Xy

4.7.3 Faixa linear de trabalho e sensibilidade

A faixa linear de trabalho é o intervalo entre os niveis inferior e superior de
concentracdo do analito no qual pode ser demonstrada possivel a determinacéo com
precisao, exatidao, linearidade e sensibilidade constante nas faixas de concentracdes
definidas (INMETRO, 2011).

Medidas do acido salicilico em &cido acético 0,1 mol L, nas concentracdes a
partir do limite de quantificagdo, foram realizadas e por observagao visual foi
determinada a faixa linear de trabalho, confirmada através da linearidade calculada

pela equacéo de regresséo linear da reta (coeficiente de determinacéo ou r?), obtida
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da relacé@o entre concentracdo do &acido salicilico e a densidade de corrente de pico
resultante.

Sensibilidade € um parametro que demonstra a variacdo da resposta em funcao
da concentracdo do analito, podendo ser expressa pela inclinacdo da reta de
regressdo da curva analitica e € determinada simultaneamente com os testes de
linearidade (INMETRO, 2011).

4.7.4 Limite de deteccao e quantificacéo

Limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra
gue pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condicdes
experimentais estabelecidas e o limite de quantificacdo € a menor quantidade do
analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis
sob as condigdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).

O limite de deteccao (LD) foi calculado através do desvio padrdao (DP), das
correntes medidas no mesmo potencial de oxidacdo do acido salicilico em 7 leituras
do branco (acido acético 0,1 mol L'1), utilizando equacgéo 3 (ANVISA, 2003; ICH, 1995).

1p=38DP (g,

Onde b é o coeficiente angular da curva.
O limite de quantificacdo (LQ) foi calculado pelo mesmo experimento, porém

com a equacao 4.

La=122F (4

4.7.5 Recuperacgéo

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método
analitico dentro de um limite de variagcdo de concentracdo (ANVISA, 2003). Como ndo
foi necessaria realizacéo de extracdo, apenas a diluicdo da amostra o experimento de

recuperacédo nao foi realizado.
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4.7.6 Comparacgao entre métodos

Consiste na comparacao dos resultados obtidos utilizando um método interno,
com os resultados conseguidos por meio de um método de referéncia. O objetivo é
estudar o grau de proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos de ensaio,
ou seja, avaliar a exatiddo do método desenvolvido com o de referéncia (INMETRO,
2011). Paraisso, as analises foram efetuadas em trés aliquotas da amostra, utilizando
o método eletroquimico proposto (Voltametria de Pulso Diferencial-DPV) e HPLC

como referéncia. A Figura 16 apresenta como foram realizados estes experimentos.

Solugdo A- 250 pL de

amostraem 10 mL de
HPLC agua ultrapura DPV

B 10 pL da solucdo A
10 puL da solugac A
em 25 mL de acido
em 5 mL de eluente*
acético 0,1 mol L1

] ) Agitagaopor60 s e
Realizar leitura )
leitura

Condicionamento
do eletrodo

Realizar leituras de
Adicaode 10 pL

de solucdo padrao de

AS 7,2 mmol L1

padrées de AS no eluente

nas concentracdesde 0,7

3,5-7-35e 70 pmol L?

Repetir procedimentos 3,4 e 5

para 3 adigdes de padrao sucessivas

*Eluente utilizado foi a propria fase mével escolhida

**Condicionamento realizado em metanol:agua em potencial de -1V por 60 segundos

Figura 16- Fluxograma das metodologias comparadas na quantificacdo de &cido

salicilico (AS) em produto dermatoldgico.
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Como demonstrado no fluxograma a quantificacdo do &cido salicilico na amostra por
HPLC, foi realizada através de equacédo da curva analitica obtida com relacéo area do
pico e concentracdo medida, na DPV o método utilizado foi de adicdo de padréo, em
gue gquantidade conhecida da solugdo padrédo contendo o analito é adicionada na
amostra. As respostas antes e depois da adicao sao medidas e posteriormente usadas
para obter a concentracdo do analito (SKOOG, 2006). Essa concentragdo € o ponto
de interseccéo do eixo das concentracdes, calculado pela equacéo da curva analitica.

Na comparacao entre os resultados obtidos foi utilizado primeiramente o teste
estatistico F (Snedecor) para verificar se as variancias das amostras podem ser

consideradas iguais utilizando a equacao 5.

st

Fcalculado = ") (5)
S2
Onde, s? e s3 s&o as variancias de cada amostra, com a maior variancia no
numerador. O valor de Fcalculado € entdo comparado com 0 Ftabelado, considerando n-
1 graus de liberdade e adotando-se um nivel de confianca de 95%. Para Fcalculado
menor que 0 Fabelado, &S variancias podem ser consideradas iguais e o teste t

(Student) segue a equacéo 6.
x| =Xy
Icalculado = (6)

,|||5‘2 L"‘L
\|' n. no

Onde, X1 e X2 sdo as médias que serdo comparadas, s®> é calculado pela

equacao 7. 5 7
duag , (m =1 si+(n, —1)s,
s = — —

(n, +n, —2)

(7)

Em que n1 e n2 sdo os tamanhos das amostras, ou seja, quantidade de replicatas

realizadas.

O valor de tiabelado € oObtido a partir da tabela da distribuicdo de Student para (n1
+ n2 - 2) graus de liberdade e nivel de confianca de 95%. Quando o valor de t calculado

for menor que o t tabelado pode-se concluir que ndo ha diferenca significativa entre as

médias (SKOOG, 2006; INMETRO, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Modificacéo e caracterizacédo estrutural dos eletrodos

Esse estudo foi realizado com o objetivo de verificar a modificacdo do eletrodo
com as nanopatrticulas de 6xido de ferro e os nanotubos de carbono depositados pela

técnica de automontagem camada por camada (LbL).

5.1.1 Monitoramento da adsor¢cdo dos Nanomateriais por Espectroscopia de
absorcao UV-vis

Na Figura 17 sao apresentados os espectros de absorcdo UV-vis da solugéo e
dispersdo dos nanomateriais e dos filmes depositados. Na Figura 17(a) estdo os
espectros das soluc¢des de np-MAG, NT-PABS e polieletrélito PDAC. O espectro da
solucdo de np-MAG apresenta um ombro com maximo em 360 nm atribuido a
transicao eletronica Fe?* = Fe3* (SCHWERTMANN;CORNELL, 1991). O espectro da
solucéo de nanotubos apresenta uma absorcdo mais intensa, por volta de 260 nm, a
qual é atribuida aos plasmons © (POPQV, 2004) e absor¢cdo em 990 nm referente a
singularidades da densidade de estados dos nanotubos semicondutores (interbanda
de transicdo S22) (ZHAO et al., 2005) . O PDAC néo apresenta nenhuma transicao
eletrdnica na faixa UV-vis. Desse modo, é possivel monitorar a adsorcao dos
nanomateriais por espectroscopia de absorcdo UV-vis.

Na Figura 17(b) e 17(c) sédo apresentados o0s espectros do substrato de quartzo
com numero variado de tetracamadas (PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS)», com n
=1, 3, 5, 7 e 10. Primeiramente, nota-se grande semelhanca entre os espectros do
filme sobre quartzo (figura 16b) e o espectro da solugdo de np-MAG. Apesar da
presenca dos NT-PABS, evidenciado na Figura 17(c) com pico de absor¢éo em 990
nm também presente na solucédo de nanotubos, o espectro de absorcao dos filmes é
dominado pelas transi¢des referentes as np-MAG. Um efeito similar foi observado por
Santos et al. (2014) em filmes de np-MAG com poli(estireno sulfonato de sddio). Este
altimo apresenta uma banda caracteristica em 270 nm e que nao foi observada nos
filmes. Uma segunda observacdo importante que pode ser feita € com respeito ao

aumento linear da absorbéancia nos comprimentos de onda de 360 nm e 480 nm
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(gréfico inserido na figura 17b) com o numero de tetracamadas depositadas. Esse
aumento linear sugere que a quantidade de material adsorvido € sempre a mesma a
cada tetracamada depositada. Mais do que isso, permite concluir que o processo LbL

assegura o controle em escala hanométrica da arquitetura do filme.
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Figura 17- (a) Espectros de absorcao Uv-vis das solu¢cbes de PDAC, np-MAG e NT-
PBAS; (b) e (c) Espectros de absor¢cdo Uv-vis dos eletrodos com 1, 3, 5, 7 e 10
tetracamadas. Os graficos inseridos mostram a relacdo linear entre absorbancia e

namero de tetracamadas depositadas.

5.1.2 Microscopia de Forga Atdmica

As imagens de AFM dos filmes com numero variado de tetracamadas sao
apresentadas na Figura 18. De um modo geral, observa-se que a superficie dos filmes
é recoberta com particulas esféricas de np-MAG. Além disso, é possivel perceber um
acumulo de np-MAG a medida que o0 numero de tetracamadas aumenta, assim como

observado por espectroscopia UV-vis.
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Figura 18- Imagens de AFM dos filmes com (a)1 (b) 3 (¢) 5 (d) 7 (e)10 tetracamadas.
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Na Figura 19 sdo apresentados os parametros morfologicos (rugosidade e
espessura) dos filmes em funcdo do numero de tetracamadas. Na Figura 19(a) nota-
se que a rugosidade do filme aumenta gradativamente até atingir um patamar, em que
nao varia mais. Esse comportamento € tipico de sistemas onde a adsorcdo é
controlada por nucleagcédo. Na deposicdo das primeiras tetracamadas, apenas parte
da superficie do substrato é ocupado por nucleos de nanomateriais. A medida que
mais tetracamadas sé@o depositadas, 0s espacos vazios deixados entre 0s materiais
de uma tetracamada sdo preenchidos por materiais de tetracamadas subsequentes
(Santos et al., 2014; ALCANTARA et al., 2011). Num determinado momento, esse
espaco € completamente preenchido e a rugosidade da superficie ndo varia mais

guando mais tetracamadas sao depositadas.
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Figura 19- (a) Rugosidade e (b) espessura do filme em funcdo do numero de

tetracamadas depositadas (n).
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Na Figura 19(b) observa-se que a espessura dos filmes tem uma dependéncia
linear com o numero de tetracamadas. Pelo ajuste linear, a espessura por
tetracamada € aproximadamente 4,5 nm. Uma vez que apenas as np-MAG
apresentam diametro de 8 nm, o valor de 4,5 nm significa que as np-MAG de uma
determinada tetracamada ocupam 0s vazios deixados pela camada inferior, de modo
que com a deposicdo o filme fica mais denso, com particulas cada vez mais

empacotadas na estrutura do filme.

5.2 Caracterizacdo eletroquimica

Os experimentos para caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos modificados
foram realizados com ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s) em KCI, que apresenta um
processo redox bem definido e é frequentemente utilizado para estimar a area
eletroativa, bem como parametros cinéticos e termodinamicos de eletrodos

guimicamente modificados (ZHANG et al., 2010).

5.2.1 Voltametria ciclica

Na Figura 20 sdo apresentados os voltamogramas obtidos para o par redox
KsFe(CN)s com o eletrodo modificado com numero variado de tetracamadas
(PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS)s, com n = 1, 3, 5, 7 e 10. Os voltamogramas
obtidos com o eletrodo ndo modificado e com eletrodo modificado com filme
(PDAC/NT-PABS)s sdo também apresentados para fins de comparacédo. De um modo
geral, picos de oxidacéo e reducédo bem definidos sdo observados, portanto, todos os
eletrodos séo capazes de conduzir a reacao redox, a saber

Fe(CN)e*> + e- = Fe(CN)e*

Os parametros eletroquimicos para cada eletrodo séo apresentados na Figura
21. A diferenca de potencial entre os picos anddico e catddico (AEp) foi menor para o
eletrodo modificado com uma tetracamada (Figura 21a). A partir de entéo, o valor de
AEp aumentou & medida que mais tetracamadas foram depositadas. Essa diferenca
foi maior ainda no eletrodo modificado com PDAC/NT-PABS, que apresentou também
um deslocamento dos potenciais de pico, para valores menores, indicando que nesses

eletrodos o processo redox tem tendéncia a irreversibilidade, ou seja, sem a presenca
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das np-MAG o processo de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo tem
tendéncia a ocorrer mais lentamente devido a diminuicdo da area superficial do

eletrodo.
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Figura 20- Voltamogramas ciclicos do ITO, eletrodos modificados com 1,3,5,7 e 10
tetracamadas (PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS) e eletrodo com 5 bicamadas
(PDAC/NT-PABS), na solucéo de KsFe(CN)s 1x102 mol L't em KCI 0,1 mol L?, com

velocidade de 25 mV st

O célculo da area eletroativa dos eletrodos foi realizado com a equacéo 8, de
Randles-Sevick descrita a seguir (BRETT; BRETT, 1993):
lp = 2,69x10°n32ADo2 Co 22 (8)

Onde, Ip, n, Do, Co € v sao respectivamente a corrente de pico andédico, niumero de

elétrons transferidos (1), coeficiente de difusdo de oxidacéo (7,6x1076 cm?s™) (BARD;
FAULKNER, 2001), concentracéo de ferricianeto (1x10° mol cm3) e velocidade de
varredura (25 mV s?).

O eletrodo de 10 camadas apresentou a maior area eletroativa, embora nao
tenha sido observado qualquer dependéncia da area eletroativa com o numero de

tetracamadas como mostra a Figura 21 (b).
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Figura 21- Parametros eletroquimicos obtidos na voltametria ciclica de eletrodos com

diferentes camadas na solucdo de KzsFe(CN)s 1x10° mol L* em KCI 0,1 mol L, com

velocidade de 25 mV s (a) AE, (b) area eletroativa e (c) ks.

A constante aparente de taxa de transferéncia de elétrons (ks), parametro

importante na comparacao quantitativa do processo de transferéncia de elétrons na

superficie eletrodo, foi calculada pela equacdo 9 desenvolvida por Nicholson (1965):
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= % (9)

Em que, gy € um parametro cinético encontrado de acordo com AE em tabela
desenvolvida por Nicholson, Do e Dr séo respectivamente o coeficiente de difusao de
oxidacdo (7,6x107 cm? s™) e o coeficiente de difusdo de reducéo (6,5x1076 cm? s™1)

do KsFe(CN)s 1 x 10 mol L' em KCI 0,1 mol L't (BARD; FAULKNER, 2001), v é a

velocidade de varredura (25 mV s1) n é o nimero de elétrons transferidos, F é a
constante de Faraday (96485,3 C mol?), R é a constante universal dos gases (8,314
J K1 mol?), T é a temperatura absoluta (298 K) e < é o coeficiente de transferéncia
de elétrons (0,5).

O aumento do valor de ks para o eletrodo de 1 tetracamada em relagéo ao ITO
nao modificado é demonstrado na Figura 21 (c), porém nas seguintes camadas
depositadas esse valor diminui. Portanto, para o eletrodo com 1 tetracamada o
aumento da &rea superficial e a presenca dos nanotubos de carbono funcionalizados
com um polimero condutor (PABS), favoreceu a transferéncia de elétrons mais rapida,
porém a deposicdo de mais camadas pode ter bloqueado o caminho de fluxo dos
elétrons na superficie do eletrodo, este mesmo comportamento foi relatado por Santos
et al. (2014) que realizou esse mesmo estudo com eletrodo de np-MAG.

No eletrodo sem MAG com 5 bicamadas de PDAC/NT-PABS, esse valor é
ainda menor, provavelmente o fato do PDAC ser um polimero isolante, deve ter
contribuido para a diminuigéo de ks. Além disso, é confirmado que a presenca das np-
MAG torna a transferéncia de elétrons mais rapida.

Os voltamogramas ciclicos variando a velocidade de 25 a 200 mV s das
leituras com os diferentes eletrodos em KzFe(CN)s 1x10° mol L't em KCI 0,1 mol L?

sao mostrados na Figura 22.

39



400 300 F
300
200 -
200
__ 100} _ 100y
§ ot § of
<§' 100 <:(L
=" B = -100
-200 |
-200 |
-300
-300 |
-400 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1 1 1 1 L 1 1
-02 -01 00 01 02 03 04 05 06 07 02 -01 00 01 02 03 04 05 06 07
E vs Ag/AgCl (V) E vs Ag/AgCl (V)
400
300 -
300 |
200 - 200 |
100 100
& NA
' ok h ok
5 §
3_100 < -100 |
” S 200t
-200 -
-300 |-
-300
-400
-400 | L L L L L L L L -500 1 1 1 1 1 1 1 1
-02 -01 00 01 02 03 04 05 06 07 -02 -01 00 01 02 03 04 05 06 07
E vs Ag/AgCl (V) E vs Ag/AgClI (V)
400 -
300
300
2 -
00 200 -
100 - 100 b
° (N = ol
§ 5
<3—100 i(:; -100 -
~ 200} 7200t
300 b -300 -
-400
400 |
1 1 1 1 1 1 1 1 -500 1 1 1 1 1 1 1 1
-02 -01 00 01 062 03 04 05 06 07 02 -01 00 01 02 03 04 05 06 07

E vs Ag/AgCl (V)

E vs Ag/AgCl (V)

Figura 22- Voltamogramas ciclicos de 1x10° mol L™ de KsFe(CN)s em 0,1 mol L™t
de KClI, nas velocidades de 25 a 200 mV s com eletrodo de (a) ITO (b) 1 (c) 3 (d) 5
(e) 7 (f) 10 tetracamadas.

As densidades de corrente de pico demonstraram um aumento linear em
funcdo da v'? (Figura 23a). Esse resultado sugere que a reacdo nos eletrodos é
controlada por difusdo (BRETT; BRETT, 1993). Na Figura 23(b) € possivel observar
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qgue a diferenca de potencial de pico n&o varia de forma linear com o logaritmo da
velocidade e a diferenca de pico para todos os eletrodos foi maior que 59 mV/n,

considerando-se assim um processo quasi-reversivel.

450

—a— |TO

300 _ :; @) _/—/"/ { Ipa

150 |

J(pA cm?)

-150

Ipc
-300

logv (Vs")

Figura 23- (a) Densidade de carga em fungdo de v'? (b) Diferenca de potencial de

picos anddicos e catddicos em fungéo de log v.
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5.2.2 Impedéancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) € uma eficiente ferramenta
para o estudo das propriedades da superficie de eletrodos modificados. Assim, a
capacidade de transferéncia de elétrons foi investigada nos eletrodos de 5 bicamadas
de PDAC/NT-PABS, de 3 tetracamadas PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS e no ITO,
em KCI 0,1 mol L (Figura 24a) e na solucéo de KsFe(CN)s 1 x10 mol Lt em KCI 0,1
mol L (Figura 24b).
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Figura 24- Espectros de impedancia eletroguimica, (a) KCI 0,1 mol L*; (b) KsFe(CN)e
1x103 mol L* em KCI 0,1 mol L*
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Para ambos os casos, a impedéancia com o eletrodo modificado com as
tetracamadas foi sempre menor, o que sugere que a transferéncia de carga é facilitada
nesse eletrodo, como ja observado por voltametria ciclica por meio dos dados de ks.

Os dados dos espectros de impedancia foram ajustados com o circuito
equivalente apresentado na Figura 25 com o software Nova 1.11. A adocao desse
circuito teve como base a literatura e, também, porque com esse 0s parametros de
ajuste foram os melhores. Nesse circuito, Rs representa a resisténcia do eletrdlito, Rp
€ a resisténcia a transferéncia de carga, que determina a cinética de transporte de
elétrons no eletrodo, quanto menor o valor, maior € a taxa de transferéncia de carga
no eletrodo, Cp é a capacitancia geométrica do eletrodo e Q é o elemento de fase
constante (OGUNLUSI et al., 2012).

Figura 25- Circuito equivalente utilizado para ajuste dos dados de impedancia.

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de cada elemento do circuito a partir
dos dados obtidos em KCI e KCl+ferri/ferrocianeto. Para o experimento em KCI,
observa-se que o valor de Rs é praticamente o0 mesmo para todos os eletrodos, com
valores de cerca de 0,06 kQ. No mesmo eletrdlito, o valor de R, € menor para o
eletrodo PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS, enquanto o valor de Q € o mesmo que
o encontrado para o eletrodo de ITO sem filme. Ja para o experimento realizado em
KsFe(CN)s os valores de Rp e Q sdo bem maiores para o eletrodo desenvolvido
(PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS). Assim como observado por voltametria ciclica,
a taxa de transferéncia eletrbnica € menor nesses eletrodos, o que reflete nos valores
maiores de Rp e Q. Isso porque as np-MAG apresentam comportamento intermediario
entre semicondutor e isolante. Além disso, as reagfes do par redox sdo dependentes

da superficie do eletrodo que € muito diferente no caso dos filmes de PDAC/NT-
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PABS/np-MAG/NT-PABS. Por outro lado, a mesma superficie € mais adequada para

a oxidacao do 4cido salicilico, como sera visto mais adiante.

Tabela 3- Parametros de ajuste para a resposta de impedancia dos eletrodos ITO, (1)
PDAC/NT-PABS, (2) PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS.

Eletrodo
KCI KsFe(CN)s
Elemento
do ITO 1 2 ITO 1 2
circuito
Rs (kQ) 0,06 0,06 0,07 0,06 0,06 0,06
Cp (UF) 0,99 3,10 0,72 2,92 5,89 8,13
Rp (Q) 13,603 22,953 2,8679 103,59 140,68 308,22
Q (mF) 11,7 3,62 11,6 247 7,57 480

5.3 Escolha do eletrodo de trabalho

Os eletrodos nanoestruturados em estudo foram utilizados na analise de acido

salicilico por voltametria ciclica. O pico de oxidagéo do &cido salicilico foi encontrado

em todos os eletrodos modificados, enquanto que para o ITO ndo modificado o pico

nao ficou evidenciado como mostra a Figura 26.
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Figura 26- Voltamogramas ciclicos do ITO, eletrodos modificados com 1,3,5,7 e 10
tetracamadas (PDAC/NT-PABS/np-MAG/NT-PABS) e eletrodo com 5 bicamadas
(PDAC/NT-PABS), na solucéo de acido salicilico em concentracdo de 50 umol L't em

acido acético 0,1 mol L1, com velocidade de 25 mV s

Portanto, a modificacdo dos eletrodos proporcionou maior eficiéncia no
processo de oxidacdo do analito de interesse. Os eletrodos com np-MAG
apresentaram maior eficiéncia do que o eletrodo de 5 bicamadas de PDAC/NT-PABS,
como apresentado na Tabela 4. Diante disso, 0 aumento da atividade eletrocatalitica,
devido ao uso de materiais com grande area superficial permitiu uma melhor
sensibilidade dos eletrodos na oxidagéo do acido salicilico.

A maior densidade de corrente de pico, obtida na oxidacdo do &cido salicilico
foi no eletrodo de 7 camadas, apesar disso a escolha pelo eletrodo de 3 tetracamadas
que foi utilizado nos experimentos subsequentes foi influenciada pelo tempo de
preparo relativamente curto (Tabela 4, coluna 4) quando comparado aos demais

eletrodos.
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Tabela 4- Densidade de pico de oxidacdo do acido salicilico e tempo de preparo dos
diferentes eletrodos.

Tempo
aproximado de
Eletrodo
Camadas J (WA cm3) * preparo do
eletrodo
ITO - 0 -
1 12,38 20 min.
3 19,1 1h
PDAC/SWCNT/np- .
5 22,70 1h 40 min.
Fe304/SWCNT
7 31,90 2h 20 min.
10 29,40 3h 20 min.
PDAC/SWCNT 5 18,17 50 min.

*Densidades de corrente obtidas do acido salicilico em &acido acético 0,1 mol L* com
concentracdo de 50 pmol L2, velocidade de 25 mV s™.

5.4 Comportamento eletroquimico do acido salicilico na superficie do eletrodo

Estudos de voltametria ciclica foram realizados para verificar os processos
oxidacao e reducao do acido salicilico na superficie do eletrodo. Um possivel esquema
de oxidacdo dessa espécie e os principais produtos formados conforme relatado na
literatura sdo apresentados na Figura 27. Na superficie do eletrodo em um potencial
aplicado o &cido salicilico perde um elétron, formando um radical aromético, ao
mesmo tempo que hidroxilas ativas sdo formadas a partir da molécula de agua e que
combinadas com o radical aromatico geram o acido 2,3-di-hidroxibenzoico e acido 2,5-
di-hidroxibenzoico (WANG et al., 2010; Al et al., 2005). Alguns autores relatam que
podem ocorrer outras transformacdes quimicas, como a liberacéo de substituintes e
adicao de radical hidroxila no anel aromatico, para formar hidroquinona e catecol na
oxidacao do acido salicilico (LOUHICHI et al.,2006; RABAAQUI et al., 2012).
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Figura 27- Esquema de oxidacdo do acido salicilico na superficie do eletrodo, (1)
acido 2,5-di-hidroxibenzoico; (2) acido 2,3-di-hidroxibenzoico.
Fonte: adaptado de Ai et al. (2005)

Os voltamogramas ciclicos do acido salicilico (Figura 28a), apresentaram
comportamento parecido com o encontrado na literatura, com diminuicdo do pico de
oxidacdo a cada medicao realizada (ZHANG et al., 2010; TORRIERO et al., 2004).

Frequentemente, € relatado que os compostos formados eletroquimicamente
na oxidacdo do acido salicilico, podem ocasionar a formacéo de filme polimérico
isolante em diferentes eletrodos. Um mecanismo de reacdo que ocorre por meio de
anions fenéxidos com a formacao de uma pelicula de polioxifenileno foi proposto por
pesquisadores (MENGOLI, 1980; RABAAQUI et al., 2012). Outra possibilidade é a
adsorcado do &cido salicilico carregado positivamente na superficie do eletrodo, que
tem como ultima camada nanotubos de carbono que possuem sitios carregados
negativamente.

Na Figura 28(b) é apresentado uma ampliagdo do voltamograma que mostra
uma reacao quimica reversivel na superficie do eletrodo, com pico anddico (1a) em
0,57 V e pico catddico (1c) em 0,63 V. Estes picos podem ser atribuidos a reagéo de
oxidacao e reducédo de hidroguinona a benzoquinona como é mencionado por Zhang
et al. (2010). O pico 1, em torno de 1,19 V apresentado na Figura 28(a) é
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frequentemente utilizado na quantificacdo de acido salicilico por sua maior densidade
de corrente e melhor definicdo. Torriero et al. (2004), atribuem este pico a uma reacao

irreversivel, decorrente da fracéo fenodlica presente no acido salicilico.
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Figura 28- Voltamograma ciclico do acido salicilico 2,5 x 10 mol L't em acido acético
0,1 mol L* na velocidade de 25 mV s (a) 1- primeira medida, 2- segunda medida;

(b) Varredura de 0,3 a 0,8 V do primeiro ciclo.

O potencial de pico 1 apresentou variacdo conforme a mudanca de
concentracéo de &cido salicilico como mostra a Figura 29, é possivel observar que o
potencial diminui com o aumento da concentracdo. Porém, a altura de pico
praticamente ndo variou com o aumento de 5x102 mol L para 10x102 mol L na
concentracdo. Esse resultado demonstra que nessas concentragbes ja ocorreu
diminuicdo dos sitios ativos na superficie do eletrodo e, consequentemente, sua

saturacao.
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Figura 29- Voltamograma ciclico do acido acético 0,1 mol L (branco) e do AS em

acido acético 0,1 mol L* em diferentes concentracdes, na velocidade de 25 mV st
5.5 Otimizacédo dos parametros na voltametria de pulso diferencial
5.5.1 Condicionamento do eletrodo

Estudos eletroquimicos quantitativos de acido salicilico em solucdo aquosa
podem ser dificeis devido a formacdo de peliculas de polimero na superficie do
eletrodo, como observado nos experimentos de voltametria ciclica. Mesmo em
solucdo com concentra¢des mais baixas de acido salicilico, utilizada nos experimentos
de voltametria de pulso diferencial, ocorreu decaimento da altura do pico de oxidacéo
apos a segunda leitura (Figura 30a).

Portanto, para se obter a repeticdo do sinal, foi necessério a limpeza do eletrodo
apos as leituras, que foi realizada em uma solugdo de metanol:agua (1:10) em um
potencial de -1 V. O metanol tem afinidade com acido salicilico e é frequentemente
utiizado na sua extracdo em amostras, a Figura 30 (a) mostra que apds o
condicionamento o pico aumentou ficando proximo a primeira leitura, evidenciado a
eficiéncia do condicionamento nessas condi¢cdes apresentadas. A Figura 30 (b)
demonstra o tempo de condicionamento necessario, a partir de 60 segundos a
densidade de corrente do pico permanece praticamente constante, sendo adotado,

portanto esse tempo no condicionamento do eletrodo para as medidas posteriores.
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Figura 30- (a) Voltamograma de pulso diferencial na primeira leitura, segunda leitura
e apos realizacdo de condicionamento por 120 segundos, (b) Densidades de corrente
do pico de oxidagdo do acido salicilico na concentracédo de 5,8 umol L' em tampéo
acetato de amonio 0,1 mol L1, pH 3,5 com amplitude de pulso de 50 mV e velocidade

de 5 mV s em fungdo do tempo de condicionamento.

5.5.2 Eletrélito de suporte

O eletrdlito de suporte é um fator importante para o experimento eletroquimico
uma vez que afeta a condutividade da solucéo e a taxa de transferéncia eletronica.
Portanto, foi realizado estudo do pH, composicdo e concentracdo do eletrdlito de

suporte mais adequado para a quantificacdo do 4cido salicilico.
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Conforme mostrado pela Figura 31(a), o potencial de pico anddico diminui

linearmente com o aumento do pH. Além disso, a densidade de corrente do pico é

maior em valores de pH mais baixos (Figura 31b) sendo que no pH de 6,5 e 7,5 ndo
observou-se pico na faixa potencial de 0,9 a 1,25 V. Entdo ficou evidente que a

concentracdo de H* tem influéncia significativa no processo de oxidacdo do acido

salicilico, o que esta de acordo com o relatado na literatura (TORRIERO et al., 2004;

GHOREISHI et al., 2015).
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Figura 31- (a) Voltamograma de pulso diferencial do acido salicilico 5,8 umol L, em

tampdo RB 0,1 mol L' nos diferentes pH com amplitude de pulso de 25 mV e

velocidade de 5 mV s, (b) Densidades de corrente de pico em fungéo do pH.
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Diante deste estudo, foram testados diferentes eletrélitos de suporte com
menores valores de pH. Na Figura 32 s&o apresentados os valores de densidade de
corrente na oxidac&o do acido salicilico em diferentes eletrélitos. O acido acético e os
tampdes acetato de amoénio e acetato de sodio foram os que apresentaram melhores
resultados em termos de sensibilidade, sendo o &cido acético escolhido para o

desenvolvimento do trabalho por ser de manipulacdo mais facil e menos toxico.

Figura 32- Densidade de corrente de pico da oxidacdo de &cido salicilico na
concentracdo de 5,8 umol L nos eletrélitos: tampdes citrato e RB com pH 2,5, acido
sulfurico pH 1, &cido acético pH 2,9, tampdes acetato de aménio e de sédio pH 3,5,
todos na concentragdo de 0,1 mol L' com amplitude de pulso de 25 mV e velocidade
de 5mV s,

O &cido acético 0,01; 0,1 e 0,5 mol L foi testado como eletrélito de suporte
para verificar a influéncia na variagcdo da concentracdo no processo eletroquimico de
interesse. A maior densidade de pico observada foi na concentracéo de 0,1 mol L%,
evidenciado na Figura 33. Na concentracdo de 0,01 mol L, a densidade de corrente

foi menor provavelmente pelo ligeiro aumento da resisténcia do meio.
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Figura 33- Voltamogramas de pulso diferencial de acido salicilico 5,8 pmol L em
acido acético nas diferentes concentracées com amplitude de pulso de 25 mV e

velocidade de varredura de 5 mV s.

5.5.3 Velocidade de varredura e amplitude de pulso

A variacdo da velocidade de varredura nos experimentos de voltametria de
pulso diferencial foi realizada, mostrando que para velocidade de 10 mV s e acima
deste valor os picos néo ficaram bem definidos conforme apresentado na Figura 34.

Isto é verificado devido a reacdo de oxidacdo do &cido salicilico ser um
processo irreversivel, que tem como caracteristica uma transferéncia lenta de

elétrons.
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Figura 34- Voltamograma de pulso diferencial de acido salicilico 5,8 pmol Lt em acido

acético 0,1 mol L't com diferentes velocidades e amplitude de pulso de 25 mV.

Considerando as velocidades de 2 e 5 mV s, que resultaram em densidade
de corrente de pico de 0,996 e 1,467 HA cm?, respectivamente e picos bem definidos,
a escolha foi pela velocidade de 5 mV s por ter maior sensibilidade, parametro
analitico importante na quantificagdo do acido salicilico.

As amplitudes de pulso estudadas foram de 5 a 150 mV, este parametro
influenciou na densidade de corrente dos picos que teve um aumento linear como
mostra a Figura 35(a). Outra caracteristica foi o0 deslocamento do pico para potenciais

menores quando houve o aumento da amplitude de pulso (Figura 35b).
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Figura 35- (a) Densidade de corrente de pico em funcédo da amplitude de pulso, (b)

Voltamograma de pulso diferencial de &cido salicilico 5,8 pmol L't em acido acético

0,1 mol L* em diferentes amplitudes de pulso e velocidade de varredura de 5 mV s™.

Apesar das amplitudes de pulso de 100 e 150 mV apresentarem maior altura
de pico, nessas amplitudes a largura do pico foi maior, 0 que pode influenciar na
quantificacdo do &cido salicilico em amostras, por aumentar a capacidade de
interferéncias de espécies com potencial de oxidagdo proximas do &cido salicilico,
dificultando a separacdo dos picos. Diante disso, a amplitude de pulso de 50 mV foi
utilizada nos experimentos.

Portanto, a Tabela 5 mostra as condi¢des utilizadas para os experimentos de

validagéo de metodologia.
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Tabela 5- Parametros de voltametria de pulso diferencial.

Parametros CondigOes experimentais
Condicionamento do eletrodo Metanol:Agua(1:10), 1 V por 60 segundos
Eletrolito de suporte Acido acético 0,1 mol L
Velocidade de varredura 25 mV st
Amplitude de pulso 50 mV

5.6 Parametros de validacao

5.6.1 Precisao

Com as otimizacOes realizadas, a densidade de corrente de pico na oxidagao
de acido salicilico apresentou coeficiente de variacdo de 3% para 7 leituras
consecutivas, 0s voltamogramas sdo mostrados na Figura 36. Esse valor de
repetitividade esta de acordo com o indicado no guia para validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos da ANVISA (2003), que considera aceitavel coeficiente de

variagdo menor que 5%.
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Figura 36- Voltamogramas de pulso diferencial de 7 medidas consecutivas de 4cido
salicilico 5,8 umol L't em &cido acético 0,1 mol L* com amplitude de pulso de 50 mV

e velocidade de varredura 5 mV s
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Esses resultados foram aceitaveis, sendo realizadas leituras com um mesmo
eletrodo, porém ainda tem uma deficiéncia nas repeticdes medidas com diferentes
eletrodos, que apresentou coeficiente de variacdo de 11% entre as médias de 5
leituras, realizadas com 3 eletrodos diferentes, preparados no mesmo dia. Apesar
disso, a quantificacdo de 4cido salicilico nas amostras ndo € comprometida, ja que €
realizada com adi¢éo de padrao e as leituras feitas com um mesmo eletrodo.

Na Figura 37, a precisdo das medidas é avaliada em 4 eletrodos, preparados
em dias diferentes e os resultados séo confiaveis para no maximo 7 leituras
consecutivas, a partir desse valor houve decaimento da densidade de corrente de pico
no eletrodo 1, apesar do eletrodo dos demais eletrodos apresentarem sinal mais

estavel, a vida util do eletrodo foi limitada em 7 leituras.
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Figura 37- Densidades de corrente de pico na oxidacdo do acido salicilico na
concentracdo de 5,8 pumol Lt em &cido acético 0,1 mol L** com amplitude de pulso de
50 mV e velocidade de varredura 5 mV s em funcdo do nimero de leituras

consecutivas.
O coeficiente de variacdo para as médias das 7 leituras realizadas com os

eletrodos foi de 15,5 %. Possivelmente essa variagdo é ocasionada devida o preparo

dos eletrodos serem realizados de forma manual, sujeito a maiores erros.
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5.6.2 Especificidade

O estudo de especificidade realizado com a presenca de possiveis interferentes
mostrou erro relativo maior nas medidas em que o acido cinamico foi adicionado na
solugéo de acido salicilico, como mostra a Tabela 6. O erro foi devido a diminui¢do de
altura do pico para as medidas na presenca de acido benzoico e cindmico, na

presenca de acido ascorbico e p-hidroxibenzoico a altura do pico aumentou.

Tabela 6- Erro relativo entre as densidades de corrente da oxidagao do acido salicilico

sem e com a presenca dos interferentes nas diferentes concentragoes.

Concentragcdes*
Interferentes
0,58 umol L 5,8 umol L-1 58 pumol L1
Acido benzoico -4,2% -5,76% -14,5%
Acido cinamico -9,46% -24,9% -34,5%
Acido ascérbico 4,97% 11,8% 12%
Acido
_ _ _ 1,6% 18,4% 30%
p-hidroxibenzoico

* Concentragdo dos interferentes presentes na solucéo de acido salicilico 5,8 umol L1 em &cido acético
0,1 mol L.

A interferéncia desses compostos pode ser minimizada através do uso do
método de adicdo de padrdo na quantificacdo de &acido salicilico em amostras

complexas.

5.6.3 Faixa linear de trabalho

A faixa linear de trabalho foi realizada através da medida com dois eletrodos de
trabalho diferentes, com concentracdo partindo de um valor proximo ao limite de
quantificacdo. Neste estudo pode-se observar que a partir de 46,3 pmol L de acido
salicilico, ocorre o decaimento do sinal e ja ndo ha linearidade na relagdo entre a
concentracéo e a densidade de corrente de pico (Figura 38). A altura do pico pode ter
diminuido, devido a saturacdo do eletrodo que perde sensibilidade, limitando assim

seu uso em concentragdes abaixo de 46,3 umol L2,
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Figura 38- Densidades de corrente de pico de oxidacdo em funcdo das concentracdes
de &cido salicilico (a) 0,1 (b) 0,3 (c) 0,6 (d) 1,2 (e) 1,7 (f) 2,3 (g) 2,9 (h) 5,8 (i) 11,6 ())
23,2 (k) 46,3 (1) 92,7 (m)185,3 umol L* em &acido acético 0,1 mol L (amplitude de

pulso de 50 mV e velocidade de varredura 5 mV s?),

Os voltamogramas de pulso diferencial e a curva analitica na regido linear que
foi apresentada na andlise do acido salicilico, sdo mostrados na Figura 39, sendo
observado nessa faixa duas regides lineares, a primeira entre as concentracdes de
0,6 a 2,9 umol L com equacéo de regressdo linear y=0,21+0,64x e r>= 0,996 e a
segunda entre as concentracdes de 2,9 e 46,3 umol L1, com equacéo de regresséo
linear y=1,7+0,2x e r?= 0,995.

A sensibilidade atribuida ao método foi a inclinagéo da reta da primeira faixa

linear, portanto 0,64 pA cm?/ umol L.
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Figura 39- Voltamograma de pulso diferencial do acido salicilico nas concentracdes
de (@) 0,6 (b) 1,2 (¢) 1,7 (d) 2,3 (e) 2,9 (f) 5,8 (g) 11,6 (h) 23,2 (i) 46,3 pumol Lt em
acido acético 0,1 mol L1, com amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura
5 mV s Inserido a curva analitica (densidade de corrente de pico versus

concentracdo de 4cido salicilico).

5.6.4 Limite de deteccéao e quantificacao

Os valores obtidos para limite de deteccdo e de quantificacdo foram
respectivamente 0,02 umol L* e 0,07 umol L't. Esses valores séo satisfatorios, para
a quantificacdo de acido salicilico no produto dermatoldgico utilizado neste trabalho.
Essa é uma das vantagens das técnicas eletroquimicas, pois a alta sensibilidade
permite quantificacbes em amostras com valores baixos de concentra¢cdes do analito,
sem a necessidade de realizacao de pré-concentracéo.

Além disso, o limite de deteccao ficou abaixo dos valores obtidos em outros
métodos eletroquimicos mencionados na revisdo bibliogréfica, que teve o valor de
0,05 pmol Lt como menor limite de deteccdo dentre os métodos citados, sendo
utilizado um eletrodo de MWCNT/Nafion, com isso parece que a modificacdo dos
eletrodos com nanotubos de carbono € mais eficiente do que com outros materiais,

para a detec¢do do acido salicilico.
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5.6.5 Comparacdo entre métodos

A determinacéo do acido salicilico em produto dermatoldgico, foi realizada por
HPLC/UV-vis para a comparacdo, com os resultados obtidos no método eletroquimico
proposto.

Inicialmente foi realizado testes com 3 fases méveis diferentes reportadas na
literatura nomeadas da seguinte forma:

Fase moével 1: Tampdo acetato de aménio (concentragdo 0,01 mol L e pH 4,5):
Acetonitrila (80:20) (JANGBAI et al., 2012).

Fase movel 2: agua: metanol: acido acético (54:45:1) (TORRIERO et al., 2004).

Fase moével 3: Agua: acetonitrila: acido acético (54:45:1) (adaptada de TORRIERO et
al., 2004).

Os espectros de UV-vis (Figura 40), demonstraram o melhor comprimento de
onda para o &cido salicilico nas diferentes fases méveis, a maior absorbéancia para a

fase movel 1 foi em 230 nm e para as fases moéveis 2 e 3 em 237 nm.
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Figura 40- Espectros de UV-vis do &cido salicilico 8,7 pmol L'* em diferentes fases

moveis.

Os comprimentos de onda com maior absor¢cédo foram entdo utilizados nos
experimentos de HPLC/UV-vis. A area do pico e o tempo de retencao requerido nessa
analise sao apresentados na Tabela 7. A fase movel 3 apresentou maior area de pico
e tempo de retencdo baixo, tornando a analise mais rapida, sendo entdo escolhida

para as medidas seguintes. O eluente utilizado foi a prépria fase movel.
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Tabela 7- Area do pico e tempo de retencdo dos cromatogramas de acido salicilico
na concentragdo de 87 umol L

Comprimento Area do pico Tempo de retencéao
Fase movel . '
de onda (nm) (mAu.min)* (minutos)*
1 230 3,93+0,13 4,15 + 0,47881
2 237 2,880,167 8,68 + 0,08742
3 237 4,45+0,19 4,25 + 0,00776

*Média + Desvio padrdo de 7 medidas

A faixa linear de trabalho desse método, foi determinada através da realizacéo
de cromatogramas nas concentracdes de 0,7 a 868,8 umol L'1. A relagéo ente a area
do pico e a concentracdo de &cido salicilico perdeu a linearidade a partir da
concentracdo de 434,4 umol L1, com diminuicdo da sensibilidade nas medidas como

mostra a Figura 41.
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Figura 41- Area do pico em funcdo do padréo de &acido salicilico nas concentracdes
0,7 a 868,8 umol L.

Diante disso, cromatogramas de acido salicilico em concentra¢des mais baixas
dentro dessa faixa linear de trabalho foi realizado (Figura 42a), para se obter a curva
analitica utilizada na quantificagdo do acido salicilico na amostra de produto
dermatoldgico. A curva analitica teve equacdo de regresséao linear y=0,16+0,2x e r?=

0,998, demonstrando linearidade na relacao entre a concentracao medida e a area do
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pico, possibilitando assim a aplicagdo do método como referéncia, para validar e

avaliar o desempenho do método eletroquimico desenvolvido. Na Figura 42(b) €

apresentado o cromatograma da amostra de produto dermatolégico, diluida conforme

descrito nos materiais e métodos, com o pico bem definido do acido salicilico em

tempo de retencdo de aproximadamente 4,25 minutos.
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Figura 42- (a) Cromatogramas do acido salicilico nas diferentes concentracdes

(inserido a curva analitica) (b) Cromatograma do acido salicilico na amostra.
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Apés a realizagdo destes testes cromatograficos, foram realizadas as medidas
na amostra de produto dermatolégico com o método eletroquimico desenvolvido. Os
voltamogramas de pulso diferencial, da amostra e das adicbes realizadas séo
mostrados na Figura 43(a). A guantificacdo do acido salicilico foi realizada com o
método de adicdo de padrdo, onde a o valor da concentracao presente na amostra é
determinado pela extrapolag&o da curva analitica até o ponto de intersec¢do com eixo
das concentra¢cdes (Figura 43b). Essa concentracdo é calculada pela equacédo de

regressao linear dessa curva analitica.
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Figura 43- (a) Voltamograma de pulso diferencial (1) da amostra, (2) amostra + 2,9
umol L1, (3) amostra + 5,8 umol L1, (4) amostra + 8,7 umol L de acido salicilico em
acido acético 0,1 mol L1, com amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura
5mV st

Esses testes com amostra foram realizados em triplicata e os valores
encontrados foram proximos do valor de concentragdo do &cido salicilico rotulado no
produto dermatolégico (Tabela 8). Os testes estatisticos realizados, para verificar se
existe concordancia entre os valores obtidos pelo método de referéncia e o0 método
proposto, teve Fcalculado (1,79) menor que 0 Frabelado (19). Portanto as varidncias dos
valores encontrados nos dois métodos foram consideradas iguais. No teste t (Student)

o valor de tcalculado (0,0183) foi menor que 0 tabelado (2,78), entdo os resultados obtidos
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na determinacao de acido salicilico em produto dermatolégico por HPLC/UV-vis e DPV

ndo apresentaram diferencas significativas, a um nivel de confianca de 95%.

Tabela 8- Valores da concentracdo de acido salicilico encontrado no produto

dermatolégico por HPLC/UV-vis e DPV.

Concentracéo de acido salicilico (mmol L)

Valor rotulado

HPLC/UV-vis

DPV

Média + desvio
. 144,8
padréo

146,61 + 7,98

146,85 + 10,65
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6. CONCLUSOES

A deposicao de nanotubos de carbono e nanoparticulas de oxido de ferro no
substrato ITO foi assegurada pelo monitoramento com espectroscopia de UV-vis e
microscopia de forga atdbmica, onde observou-se que a quantidade adsorvida de
nanomateriais aumentou linearmente com o ndmero de tetracamadas, permitindo
assim um grande controle do processo de fabricacdo do eletrodo.

A presenca de np-MAG nos eletrodos aumentou a transferéncia de elétrons e
a densidade de corrente de pico na oxidagao do acido salicilico, isto mostra que esse
nanomaterial proporcionou maior eficacia ao método proposto. O eletrodo apresentou
melhor resposta voltamétrica nas medidas de acido salicilico apds a realizacdo de
condicionamento entre as leituras, devido o processo de oxidacdo do acido salicilico
formar produtos que podem ter contaminado o eletrodo.

Os parametros de voltametria mais adequado e sensivel para a quantificacédo
de A&cido salicilico foram &acido acético 0,1 mol L como eletrélito de suporte,
velocidade de varredura de 5 mV st e amplitude de pulso de 50 mV. O coeficiente de
variagao para 7 medidas consecutivas foi de 3%, apesar desse coeficiente aumentar
5 vezes quando utilizado eletrodos preparados em dias diferentes, o método nédo é
comprometido devido as leituras serem realizadas com um mesmo eletrodo para cada
aliquota e a quantificacao ser feita com adi¢do de padrao.

A faixa linear de trabalho, limite de deteccdo e quantificacdo teve valores
apropriados para a quantificacdo de acido salicilico em produto dermatoldgico, sem a
necessidade de realizacdo de pré-concentracao.

Os resultados obtidos na quantificacdo de acido salicilico com DPV tiveram
concordancia com o método de referéncia (Cromatografia). Portanto, o método
desenvolvido apresentou resultados satisfatorios sendo adequado para a
determinacdo de acido salicilico em produto dermatolégico, com vantagens como

rapidez, baixo custo e facil utilizagéo.
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