UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica

Ana Paula Mota Ferreira

DETERMINACAO DE ACIDO a-LIPOICO SOBRE ELETRODO DE
GRAFITE PIROLITICO MODIFICADO COM FTALOCIANINA DE
COBALTO

Sao Luis
2012



Ana Paula Mota Ferreira

DETERMINACAO DE ACIDO a-LIPOICO SOBRE ELETRODO DE
GRAFITE PIROLITICO MODIFICADO COM FTALOCIANINA DE
COBALTO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade Federal do
Maranh&o, como requisito parcial para a obtencdo do

titulo de Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Auro A. Tanaka

Séao Luis
2012



Ana Paula Mota Ferreira

DETERMINACAO DE ACIDO a-LIPOICO SOBRE ELETRODO DE GRAFITE
PIROLITICO MODIFICADO COM FTALOCIANINA DE COBALTO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade Federal do
Maranhdo, como requisito parcial para a obtencdo do

titulo de Mestre em Quimica.

Aprovada em 03/07/2012

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Auro A. Tanaka (Orientador) UFMA

Prof. Dr. Edmar Pereira Marques UFMA

Prof. Dr. Gilberto Maia UFMS

Séao Luis
2012



Dedico este trabalho ao nosso Senhor
Jesus Cristo e sua maezinha Maria, a
meus pais, Maria Lélia e Carlos, a meu
esposo Jocyfran, a minha irma Aline e
ao meu sobrinho Arthur e toda minha

familia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todas as coisas boas que eu vivo e sei que o bem apenas dele
€ que vem.

A meu esposo Jocyfran Pontes, sem duvida, foi um dos maiores colaboradores em
todos os sentidos.

A meus pais, Maria Lélia e Carlos Humberto, por todo amor, apoio, educacgéo e a
minha irma Aline e ao meu sobrinho Arthur que eu amo tanto.

Ao meu orientador Prof. Auro A. Tanaka, por todos seus ensinamentos que serviram
para ampliar meu horizonte e por sua disponibilidade sempre que precisava.

Aos meus amigos do LELQ, em especial a Fernanda Nunes, Geasi Soares, Leandro
Lima, Newton Ribeiro e Ubiranilson por sua atengéo e seu carinho.

A todos meus professores da Pds-Graduacdo em Quimica, pelos conhecimentos
transmitidos e por muito ter contribuido para minha formacéo profissional.

Agradeco a Capes pela bolsa concedida.

E a todos que contribuiram para a execucéao deste trabalho.

Mt (Do



Sim;, v Sabedorio & w espirito- que aunaw oy
homens; mas ndo- deixowrd semv castigo o
blosfemador pelo- crime de sews labios;
porque Dews lhe sonda os ring, penetra até o-
fundo- de sew covacio, e ouwwe asy Uy
palowvras. Comv efeito, o Espwrito- do- Senhor
enche o wniverso, e tle, que temr unidas
todas as coisas, owve toda voy.

Sabedorin 1, 6-7



RESUMO

O acido lipdico, também conhecido como acido tiéctico, € um composto
organosulfurado derivado do acido octanoéico, que é um &cido graxo saturado. E um
antioxidante que apresenta a propriedade de reprimir radicais livres tanto em meio
lipidico quanto aquoso, o que o diferencia dos demais antioxidantes. Atualmente,
diferentes técnicas sdo empregadas para a determinacéo do acido lipdico tais como
eletroforese capilar, cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia.
Contudo a deteccéo eletroquimica € um método promissor, pois uma vez que é
menos trabalhosa e pode distinguir entre o oxidado e a forma reduzida de acido
lipbico. Um numero crescente de estudos vem mostrando a necessidade de um
procedimento rapido para a avaliacdo do teor de &cido lipdico e técnicas
eletroquimicas foram empregadas com sucesso. Este trabalho teve por objetivo
desenvolver um eletrodo de grafite pirolitico modificado com metaloftalocianinas de
cobalto para a determinacéo de acido lipdico. A oxidacdo do &cido lipoico apresenta
um pico localizado em torno de 0,8V vs ECS, estando proximo dos potenciais de
pico apresentado na literatura. Os voltamogramas ciclicos registrados na presenca
de 1 x 10 mol L™ de &cido lipdico em solucéo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0),
para uma velocidade de varredura do potencial de 25 mV s™, mostraram que o
eletrodo modificado com 1 x 10 mol L™ CoPc , apresentou perfis voltamétricos
melhores em relagdo ao eletrodo ndo modificado ou modificado com outras
metaloftalocianinas. Aperfeicoou-se entdo 0s parametros para as técnicas de
voltametria ciclica, pulso diferencial e cronoamperometria. Construiram-se entédo as
curvas analiticas para as técnicas citadas. Para a técnica de voltametria ciclica os
limites de deteccdo e de quantificacdo sdo 8,7x10®° mol L™ e 2,9x107" mol L™ para a
técnica de cronoamperometria 9,8 x 10®° mol L™ e 3,2x 10" mol L™ e para voltametria

pulso diferencial sd0 3,4 x 10° mol L e 1,2 x 10® mol L™ respectivamente.

Palavras Chave: Ftalocianina de cobalto, acido lipoico, sensor eletroquimico.



ABSTRACT

Lipoic acid, also known as thioctic acid is a compound organosulfur derived from
octanoic acid, which is a saturated fatty acid. It is an antioxidant that has the property
of suppressing free radicals in both aqueous and lipid environment, which differs from
other antioxidants. Nowadays, various techniques are employed for determining the
lipoic acid such as capillary electrophoresis, chromatography, high performance
liquid chromatography efficiency. However, the electrochemical detection is a
promising method, because since it is less labor intensive and can distinguish
between the oxidized and reduced form of lipoic acid. A growing number of studies
has shown the need for a rapid procedure for evaluating the content of lipoic acid and
electrochemical techniques were employed successfully. This study aimed to develop
a pyrolytic graphite electrode modified with cobalt metallophthalocyanines for the
determination of lipoic acid. The oxidation of lipoic acid has a peak located at
approximately 0.8 V vs SCE, being close to the peak potential presented in the
literature. The cyclic voltammograms reported in the presence of 1 x 10 mol L™ of
lipoic acid in phosphate buffer 0.1 mol L™ (pH 7.0) to a potential scan rate 25 mV s™
showed that the electrode modified with 1 x 10 mol L™* CoPc, showed better profiles
in relation to the voltammetric electrode unmodified or modified with other
metallophthalocyanine. Is then optimized the parameters for the cyclic voltammetry,
chronoamperometry and differential pulse. Was then constructed curves for analytical
techniques mentioned. For the cyclic voltammetry technique limits of detection and
quantification are 8.7 x 10®  mol L and 2.9 x107 mol L? for the technique of
chronoamperometry 9.8 x 10® mol L™* and 3.2 x 107 mol L™ and differential pulse
voltammetry are 3.4 x 10 mol L™ and 1.2 x 10® mol L™ respectively.

Keywords: cobalt phthalocyanine, lipoic acid, electrochemical sensor.
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INTRODUCAO

1.1 RADICAIS LIVRES

As moléculas organicas e inorganicas e 0s atomos que contém um ou
mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados
como radicais livres [1]. Essa configuracdo faz dos radicais livres moléculas
altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito reativas. A
presenca dos radicais € critica para a manutencdo de muitas funcdes fisiologicas

normais [2].

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido
relacionados com a etiologia de varias doencas, incluindo doencas degenerativas
tais como as cardiopatias, aterosclerose e problemas pulmonares [3]. Os danos no
DNA causados pelos radicais livres também desempenham um papel importante nos
processos de mutagénese e carcinogénese [4].

Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou
na membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta

relacionado com o seu sitio de formacéo [5,6].

1.2 ANTIOXIDANTE

A producao continua de radicais livres durante os processos metabalicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar
0s niveis intracelulares e impedir a inducdo de danos [7]. Os antioxidantes sao
agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das lesbes causadas pelos radicais
livres nas células. Uma ampla definicdo de antioxidante é “qualquer substancia que,
presente em baixas concentra¢cdes quando comparada a do substrato oxidavel,

atrasa ou inibe a oxidacao deste substrato de maneira eficaz” [8].
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Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos radicais
livres podem ser classificados em antioxidantes enzimaticos ou ndo-enzimaticos [7].
Os estudos sobre os antioxidantes tém ressaltado, principalmente, o uso de
nutrientes isolados no tratamento e prevencdo de doencas. Entretanto, nos alimentos é
encontrada uma grande variedade de substéncias que podem atuar em sinergismo na
protecdo das células e tecidos [9]. Assim, é perfeitamente possivel que um antioxidante atue
como protetor em determinado sistema, mas que falhe na protecdo, ou mesmo que aumente

as lesdes induzidas em outros sistemas, ou tecidas [10].

A utilizacdo de compostos antioxidantes encontrados na dieta ou mesmo
sintéticos € um dos mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem ser
empregados nas industrias de alimentos, cosméticos, bebidas e também na
medicina, sendo que muitas vezes 0s proprios medicamentos aumentam a geracao

intracelular desses radicais [11].

1.3 ACIDO a-LIPOICO

O &cido a-lipdico (Fig. 1), formula CgH140,S, - 206,04 g.mol™, é uma
substancia sélida de cor amarela nas condicbes ambientes. Também conhecido
como acido tidico, € um composto organosulfurado derivado do acido octandico, que
€ um &cido graxo saturado. Sua estrutura € constituida de uma cadeia de 8
carbonos que possui em uma das extremidades uma carboxila como grupo funcional
e na outra, um anel ditiolano, com inicio no carbono 6. O anel ditiolano consiste de
um anel heterociclo de cinco membros que contém dois atomos de enxofre vizinhos.
[12, 13,14].

E um antioxidante que apresenta a propriedade de reprimir radicais livres
tanto em meio lipidico quanto aquoso, o que o diferencia dos demais antioxidantes
[14]. Em sua forma lipoamidico, ele funciona como um cofator para o complexo
multienzimatico que catalisa a descarboxilacdo oxidativa de a-cetoglutarato e a-
cetoacidos de cadeia ramificada na mitocéndria [15]. A capacidade antioxidante esta
localizada no grupamento tiol, que reage diretamente com os radicais oxidantes que
podem ser de valor terapéutico em patologias relacionadas a superprodugdo de

radicais livres [16].
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Nutricionalmente, o acido a-lipdico é encontrado no germe de trigo, no
levedo de cerveja e na carne vermelha. Contudo, a dieta dos mamiferos néo prové
guantidades suficientes de acido lipdico para uma significativa acdo antioxidante
[17,18]. Este acido aumenta o fluxo sanguineo para os nervos e melhora a condugéo
dos impulsos nervosos, sendo indicado no tratamento de problemas neurolégicos
como dorméncias e formigamentos de qualquer origem, ndo apenas os decorrentes
do diabetes [19].

O acido a-lipdico é utilizado como antioxidante em misturas racémicas de
suplementacdo alimentar de atletas, em dermatologia para prevenir os efeitos do
envelhecimento, no tratamento das doencas associadas ao estresse oxidativo, como
a polineuropatia diabético, a esclerose multipla, Alzheimer e deméncias relacionadas
[16]. Pode atuar como um tamp&o na terapia do cancer, onde as drogas utilizadas
sdo conhecidas promotoras do estresse oxidativo, quer diretamente, como um
limpador do radical livre ou indiretamente, devido a sua acdo sinérgica com outros

antioxidantes [19].

-~ _~.__ _COOH
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Figura 1 - Acido a-lipdico

O acido a-lipdico livre tem a habilidade de capturar radicais superéxido,
peréxido de hidrogénio, radicais hidroxil e peroxinitro. Ele também protege as
membranas interagindo com vitamina C e glutationa, que por sua vez recicla a
vitamina E. Uma das indicagdes basicas do &cido a-lipdico é no tratamento de
lesbes neurologicas, inclusive a neuropatia diabética, uma complicacédo tardia do

diabete que provoca dor e perda da sensibilidade nos membros [20, 21,22].

Atualmente, técnicas sdo empregadas para a determinacdo do acido a-
lipbico como eletroforese capilar [21], cromatografia gasosa [23], cromatografia
liquida de alta eficiéncia [24], contudo a deteccdo eletroquimica [12] é um método

promissor, pois uma vez que € menos trabalhosa e pode distinguir entre o oxidado a
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forma reduzida de acido lipdico [13]. Um numero crescente de estudos vem
mostrando a necessidade de um procedimento rapido para a avaliacdo do teor de

acido lipoico e técnicas eletroquimicas foram empregadas com sucesso.

O uso de um mediador para modificar a superficie do eletrodo como a
ftalocianina é de grande importancia. A ftalocianina € um complexo de coloracao
azulada e foi inicialmente estudada por Linstead em 1933 [25,26]. As ftalocianinas
constituem uma importante classe de catalisadores e sdo compostos que
apresentam uma variedade de aplicacdo. As metaloftalocianinas séo utilizadas
principalmente como agente modificador de eletrodo por terem atividade
eletrocatalitica a diferentes reacBes importantes e na determinacao eletrocatalitica
de muitos herbicidas, carboidratos, aminas alifaticas entre outros [27]. Na area de
eletrocatalise, as metaloftalocianinas possuem uma larga aplicacdo na modificacdo

de superficies de eletrodos [28].

1.4 ELETRODOS QUMICAMENTE MODIFICADOS

O termo “Eletrodos Quimicamente Modificados” (EQM's) foi
primeiramente utilizado na eletroquimica por Murray e colaboradores, na década de
70, com o intuito de designar eletrodos com espécies quimicamente ativas
convenientemente mobilizadas na superficie desses dispositivos, com o objetivo de
pré-estabelecer e monitorar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucéo,
a fim de controlar sua reatividade e/ou seletividade, sendo desta forma usada para
varios fins e aplicacfes, desde a catalise de reacdes organicas e inorganicas até a

transferéncia de elétrons em moléculas de interesse [29].

A utilizacao de EQM’s é uma area em franca expansao, principalmente no
aspecto do desenvolvimento de novos materiais e de métodos de modificacdo de
superficie de eletrodos, como: na utilizagdo de ceramicas, filmes de metal-
hexacianoferrato e macromoléculas [30,31], o que visa ampliar e potencializar as
aplicacoes destes dispositivos que, em muitos casos, ja estdo disponiveis no

mercado, como 0s sensores eletroquimicos, conhecidos como “reldgios” para
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monitoramento de glicose, muito utilizados por diabéticos e atletas [32], da mesma

forma que os existentes para uréia.

Desta forma, avangos tecnologicos na area de EQM’s encontram
aplicacdes nas mais variadas areas de atuacdo, como exemplo, na saude publica
(hospitais), industrias de alimentos e bioprocessos e area ambiental onde sensores
com rapida detecc¢édo, alta sensibilidade e especificidade sdo requisitos importantes
[33].

Um EQM consiste de um eletrodo base (substrato) e uma camada do
modificador quimico. Este substrato deve apresentar caracteristicas que dependem
tanto do tipo de modificador (mediador redox) quanto do método de imobilizacéo
selecionado. Entre os materiais convencionais podem ser citados a platina, ouro,
carbono vitreo, mercurio na forma de filme, fibras de carbono, grafite pirolitico e
pasta de carbono. Os substratos menos usuais sdo o carbono vitreo reticulado,
material plastico condutor e vidros condutores. A variedade de materiais e
possibilidades de combina-los proporciona um grande campo de atuacdo destes
dispositivos [34].

O uso de camadas de agentes modificadores sobre a superficie do
eletrodo tem sido a forma mais comum de modificar a superficie de um eletrodo. De
forma geral, os métodos mais importantes utilizados para a introducédo de um agente
modificador sobre o eletrodo base consistem em adsorcéo irreversivel direta, que é
uma incorporacdo simples e rapida de compostos sobre eletrodos base, ligacédo
covalente a sitios especificos da superficie do eletrodo, recobrimento com filmes
poliméricos, dentre outros [35].

Em processos eletrocataliticos como na oxidacdo ou reducdo de uma
molécula reagente que possui uma cinética de transferéncia de elétrons lenta na
superficie do eletrodo, a modificagcdo quimica de um eletrodo pode acelerar a troca
de elétrons entre o eletrodo e a espécie envolvida ou, até mesmo, antecipar o inicio
da reacéo, reduzindo o sobrepotencial de ativacéo [36,37].

Além disso, o ato de imobilizar uma determinada substancia na superficie
de um eletrodo representa um artificio simples e eficaz para o desenvolvimento de

procedimentos e técnicas eletroanaliticas mais eficientes, permitindo obter maior
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sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade, e maior estabilidade ao sistema
guando comparado aos eletrodos base [37].

Dentre as espécies quimicas utilizadas como agentes modificadores de
superficies eletrddicas, os macrociclos de metais de transicdo particularmente, as
metaloftalocianinas e metaloporfirinas tém se destacado devido as suas

potencialidades de aplicacdo em eletroandlise e eletrocatalise [38].

1.5 SENSORES ELETROQUIMICOS

Os sensores eletroquimicos representam a classe que mais se destaca
dentre os sensores quimicos. Esses sensores onde o transdutor € eletroquimico
podem ser de ion-seletivo, metalico, de carbono, de vidro, entre outros. Idealmente,
um sensor promove certo tipo de resposta diretamente relacionada com a
guantidade de uma espécie quimica especifica. Sdo indicados para detectar e
responder ao analito em estado soélido, liquido ou gasoso. [37].

Os sensores possuem um papel ja bem estabelecido na determinacéo de
varios analitos de interesse industrial, clinico, ambiental e farmacolégico. Neste
aspecto, eletrodos quimicamente modificados sédo particularmente adequados néo
apenas para determinacdes analiticas, mas também para a investigacdo de
processos e mecanismos fisico-quimicos tanto de espécies organicas como
inorganicas [35].

Todavia, um desafio para a area Eletroanaliticas € o desenvolvimento de
sensores eletroquimicos estaveis e com alto grau de seletividade, possibilitando a
construcdo de dispositivos portateis e de facil manipulacdo, como por exemplo, os

sensores para glicose e ureia [39].

1.6 DESENVOLVIMENTOS DE SENSORES A BASE DE METALOFTALOCIANINA

O termo “ftalocianina” é originado da composi¢ao dos termos gregos “nafta” (6leo
de pedra) e “cyanine” (azul escuro), sendo primeiramente usado em 1933 por Linstead para

se referir a uma classe de compostos organicos com coloragédo azul intenso [40]. Todd e
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seus colaboradores [41] propuseram um estudo com as estruturas das ftalocianinas
(Pc), onde identificaram a ftalocianina como um sistema de anel com quatro
unidades isoladas unidas por atomos de nitrogénio e com dois atomos centrais de
hidrogénio, a ftalocianina na sua forma éacida (H.Pc), (Fig.2). Os dois atomos de
hidrogénio centrais da estrutura podem ser substituidos por uma variedade de
metais e metaldides para a formacdo das metaloftalocianinas (Fig. 3). Tais
complexos sédo altamente coloridos e usualmente insolUveis em solventes comuns,
porém possuem uma leve solubilidade em solventes arométicos com elevado ponto

de ebuligéo.

Figura 2: Estrutura da ftalocianina na forma acida (H,Pc)

Figura 3: Estrutura de uma metaloftalocianina (MPc), onde M representa um metal
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Metaloftalocianinas sdo compostos versateis que se adsorvem muito
fortemente sobre as superficies de carbono e grafite em niveis de monocamadas
[42,43]. Esses eletrodos modificados exibem atividade eletrocatalitica para uma
grande variedade de reac¢fes eletroquimicas de interesse pratico, como as reacdes
de reducao de oxigénio e perédxido de hidrogénio [44,45], dibxido de carbono [46,47]
e oxidacOes de mercaptanas, hidrazina, cisteina, ions nitrito e 6xido nitrico [48,49].

Zagal [36] e Moser e Thomas [50] afirmam que a atividade catalitica esta
relacionada com a natureza do metal central na ftalocianina onde os orbitais
moleculares externos da molécula reagente interagem com o0s orbitais externos
localizados no metal central, facilitando a transferéncia de elétrons entre as
moléculas. A atividade catalitica da ftalocianina adsorvida pode, entdo, ser
correlacionada com a densidade de elétrons localizados no metal central e com o

potencial formal dos pares redoxes correspondentes [51,52].

Estudos envolvendo metaloftalocianinas também despertam grande
interesse dos pesquisadores e industrias devido a diversidade de suas aplicacoes,
especialmente como corantes em tecidos, plasticos, superficies metalicas e em
tintas de escrever [42,44]. Além disso, o emprego das metaloftalocianinas tem se
expandido para varias areas comerciais como 0 desenvolvimento de sensores e
biossensores quimicos, discos de computadores 6ticos, polimeros condutores e

metais moleculares [53, 54].

1.7 TECNICAS ELETROANALITICAS

As técnicas eletroanaliticas (técnicas eletroguimicas) vém sendo cada vez
mais utilizadas em diferentes conhecimentos, tais como Medicina, bioquimica,
biologia molecular, quimica ambiental e fisico-quimica [41, 54, 55], com 0 objetivo de
proporcionar informacdes fundamentais sobre propriedades intrinsecas de
substancias. Estudos de processos de oxidacdo e reducdo em varios meios de
adsorcdo em superficies e de mecanismo de transferéncia de elétrons, inclusive com
a utilizacdo para a modificacdo de eletrodos, exemplificam algumas das aplicacdes
das técnicas eletroanaliticas [56].
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Uma das mais importantes caracteristicas € que tais técnicas possibilitam
o estabelecimento de relacdes diretas entre a concentracdo do analito e alguma
grandeza elétrica como: corrente, potencial, condutividade, resisténcia ou carga. Como as
medidas destas propriedades sdo facilmente acessiveis experimentalmente, as técnicas
eletroanaliticas sdo adequadamente utilizadas na quantificacdo de espécies de interesse
nas diferentes de areas de estudo [57].

Desta maneira, as técnicas eletroanaliticas surgem como uma ferramenta
importante para andlise de compostos organicos e inorganicos. Estas técnicas
podem ser resumidas como a resposta da variacdo de corrente que circula pelo
circuito elétrico em funcdo de uma dada variacao de potencial aplicada ao eletrodo
de trabalho2. A principal vantagem destas técnicas € a possibilidade da medida ser

feita diretamente na amostra sem separagdes prévias [58].

Esta vantagem, aliada ao curto tempo na realizacdo das analises, ao
baixo custo da instrumentacdo e dos materiais utilizados em comparagdo aos
Métodos Cromatograficos e principalmente, a sensibilidade que as técnicas
eletroanaliticas apresentam em relacéo a presenca de interferentes, fez com que a
esta metodologia comecasse a ser utilizada na analise de compostos organicos e

inorganicos em matrizes ambientais, bioldgicas e alimentos [59].

1.7.1 VOLTAMETRIA CICLICA

A voltametria ciclica é uma técnica vantajosa para fins qualitativos que se
baseia nos fenbmenos que ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de
trabalho e a camada fina de solucdo adjacente a essa superficie [56]. Essa técnica é
classificada como dindmica e € muito versatil, pois a célula eletroquimica é operada
na presenca de corrente elétrica que, por sua vez, € medida em funcéo da aplicacao
controlada de um potencial, e também é capaz de avaliar processos de oxidacao e
reducdo, reversibilidade, mecanismo de reagdes redox, formacdo de intermediarios,
adsorcado sobre eletrodos etc. Assim, nessa técnica, as informacdes sobre o analito

sdo obtidas por meio da medicdo da magnitude da corrente elétrica que surge no
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eletrodo de trabalho, ao se aplicar um potencial entre um eletrodo de trabalho e um

eletrodo auxiliar.

1.7.2 CRONOAMPEROMETRIA

Outra técnica voltamétrica bastante utilizada para estudar reacdes de
eletrodo e suas velocidades € a cronoamperometria. Neste sentido, esta técnica é
normalmente empregada para complementar a voltametria ciclica na analise de

mecanismos eletroquimicos.

A cronoamperometria consiste no monitoramento da corrente elétrica em
funcdo do tempo de aplicacdo de um determinado potencial ao sistema investigado.
Para as medidas amperométricas o potencial aplicado tem uma importante influéncia
sobre a resposta do sensor, devido o mesmo contribuir para a sensibilidade do

sistema [60].

A cronoamperometria também € muito utilizada em eletroandlise,
principalmente em aplicacbes envolvendo titulacbes amperométricas, sensores
amperométricos e medicdes em fluxo. Uma grande vantagem da cronoamperometria
€ que, sendo uma técnica conduzida o potencial constante, a corrente residual
obtida apresenta valores muito baixos. Uma vez que o potencial do eletrodo é
mantido em um dnico valor fixo, a corrente capacitiva (resultante do carregamento
da dupla camada elétrica do eletrodo) torna-se constante, virtualmente igual a zero
[61].

1.7.3 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de igual amplitude sao
aplicados sobre uma rampa linear de potencial, onde a corrente € medida antes do

pulso ser aplicado e no final do pulso. Estas correntes sdo subtraidas, jA que a
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primeira apresenta a contribuicAo da corrente capacitiva e a segunda €,
fundamentalmente, a contribuicdo da corrente faradaica e, entdo, plotadas contra o
potencial da rampa linear, gerando um voltamograma de pulso diferencial, com a
forma de uma curva gaussiana Esta técnica é mais sensivel que a de pulso normal,
isto porque ela possibilita a minimizagdo da contribuicdo da corrente capacitiva no

sinal obtido.

Na voltametria de pulso diferencial o efeito da velocidade de varredura e
amplitude de pulso sdo parametros muito importantes, pois eles podem influenciar

diretamente na sensibilidade do sistema [62].

1.8 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi determinar o &cido lipdico com
eletrodos de grafite pirolitico (GP) modificados com ftalocianina de cobalto (CoPc),
assim como desenvolver um método de trabalho para a detec¢do. Para isto seguiu-

se as etapas abaixo:

Estudo das propriedades redox e \verificacdo das respostas
eletroquimicas dos eletrodos de grafite pirolitico ndo modificado e modificado com

ftalocianinas na auséncia e na presenca de acido lipoico.

Estudo dos melhores parametros voltamétricos envolvidos na voltametria
ciclica: pH, potencial de associagdo, eletrélito suporte e tempo de vida da fase
receptora para a deteccao de acido a-lipdico com eletrodos CoPc/GP.

Estabelecimento da melhor técnica voltamétrica para a determinacéo de
acido lipoico.

Determinacéo dos limites de detecgédo e quantificagéo e repetibilidade da

metodologia proposta.
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PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo, sdo apresentados a instrumentacdo, os materiais e 0s
reagentes utilizados nos testes de eletroatividade e no desenvolvimento de
metodologia de analise para o alfa acido lipoico. Serdo também apresentadas as

metodologias de trabalho empregadas.

2.1 INSTRUMENTACAO

Os experimentos voltamétricos foram realizados no potenciostato modelo
pautolab-2 da Ecochemie aclopado a um computador dotado de uma interface
GPES (Fig. 4) e utilizando as técnicas de voltametria ciclica, cronoamperometria e

voltametria de pulso diferencial.

As pesagens foram feitas em uma balanca analitica Kern de modelo 410,

com precisao de 0,0001g.

Figura 4: Potenciostato utilizado para as medidas eletroquimicas
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Para ajustes da concentracdo hidrogenibnica foi utilizado um pH metro
modelo Analyser de modelo pH 300 contendo um eletrodo acoplado de vidro,
diariamente calibrado com com tampdes comerciais de pH 4, 7 e 10 (Merck). Um
sistema de banho ultrasom foi utilizado para possiveis particulas de carbeto de
silicio provenientes do processo de polimento que ficam impregnadas na superficie

do eletrodo.

2.2 CELULA ELETROQUIMICA E ELETRODOS

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula
eletroquimica (Fig. 5) confeccionada em vidro Pyrex com capacidade de 10 mL,
contendo os eletrodos: o eletrodo de referéncia ECS (eletrodo de calomelano
saturado) contendo KCI 3,0 mol L'l, eletrodo auxiliar de platina (Pt) e o eletrodo de

trabalho de grafite pirolitico (GP- Fig. 6), com area geométrica de 0,2 cm?.

Figura 5: Célula Eletroquimica com entrada para trés eletrodos
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Figura 6: Eletrodo de grafite pirolitico (GP)

2.3 PRE-TRATAMENTO E MODIFICACAO DAS SUPERFICIES DOS ELETRODOS
DE GP

Para a obtencdo de uma superficie ativa e reprodutivel, o eletrodo GP foi
submetido a um polimento manual, em lixa 2000 e em suspensédo de alumina com
granulagdo 0,3 um. Em seguida, o eletrodo foi lavado com &gua purificada, e,
posteriormente, levado para um sistema de banho ultra-som por trés minutos, para a

remocao de impurezas da superficie do eletrodo.

Apoés a remocao das particulas no banho de ultra-som o método para a
modificacdo do eletrodo GP com as metaloftalocianinas (CoPc, NiPc, FePc, CuPc e
ZnPc ) ou HyPc foi o da adsor¢éo irreversivel. Primeiramente o eletrodo foi imerso
em solucéo contendo 1x0™ mol L™ de metaloftalocianina ou H.Pc em dimetilsulfoxi
por durante 20 minutos sob agitacdo. Em seguida, o eletrodo modificado foi
removido da solucdo, lavada com agua purificada e imerso, imediatamente, na

solucao eletrolitica.

2.4 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e

preparados com agua purificada num sistema Milli-Q da Millipore.
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Durante o0s experimentos, toda vidraria utilizada passou por um
procedimento de limpeza para assegurar a auséncia de quaisquer residuos
organicos ou metéalicos que pudessem interferir nas analises. Para isto, antes de
cada experimento a vidraria foi submetida a uma limpeza com permanganato de
potéssio por cerca de trinta minutos, e, depois com soluc¢ao piranha (H2SO,4: H,0,, v:
V) por cerca de dez minutos e posteriormente lavado com agua destilada, antes de

cada experimento.

Antes de cada analise, as solucdes eletroliticas foram desaeradas por
borbulhamento com N do tipo 5.0 — Gases especiais da White Martins S. A. (Séo
Luis-MA) por aproximadamente 10 minutos, para a eliminagdo da interferéncia
causada pelo oxigénio nas curvas corrente-potencial. As solu¢des de acido lipdico

foram preparadas diariamente antes de cada experimento.

2.4.1PREPARO DE SOLUCOES

Solucéo de CoPc: a solucéo foi preparada pela dissolugéo de 0,0005 g em

10 mL de dimetilsulfoxi.

Solucédo de Acido o-lipdico: a solucéo foi prepara pela dissolucéo de O,

0412 g em 200 mL de tampé&o fosfato.

Solucdo Tampao Fosfato: a solucao foi preparada pela mistura 250 mL de
uma solucdo KH,PO, 0,1 mol L™, preparada pela dissolucdo de 3,4022 g de KH,PO,
em &gua, com 250 mL de uma solugdo K,HPO,; 0,1 mol L, preparada pela
dissolucéo de 4,3545 g de K;HPO,4 (Merck) em agua.

Solucéo Alcalina de Permanganato de Potassio: foram dissolvidos 3,0 g
de KOH (Merck) em 1 (um) litro de agua e adicionou-se 1,5 g de KMNO,4 (Merck).

Solugédo “Piranha” (H,SO4: H20; 3:1 v/v): num baldo volumétrico de 1.000
mL de capacidade, 200,0 mL de H,SO, (Merck) concentrado foram adicionados
cuidadosamente a 150,0 mL de H,O, (Merck) num banho de gelo e em seguida, o

volume foi completado para 1000 mL com agua.
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Solugdo Tampéao Britton Robinson: a partir de uma mistura de solugéo
0,1molL™ formada pelos acido acético, fosférico e boérico, seguido pela adicdo de

NaOH 2 mol L™ de modo a obter o valor do pH desejado ( medido no pH metro).

Solucédo tampéao de fosfato de potassio- hidroxido de sddio: a solucéo foi
preparada pela mistura de 50 mL de H,PO,4 0,1 mol L™* com 29,63 mL de NaOH 0,1

mol L.

Solucédo tampao de Mcllvaine: a solugéo foi preparada pela mistura de
16,47 de Na,HPO,4 0,1 mol L™, com 3,53 g de &cido citrico 0,1 mol L™.

Solucédo tampéao de Sorensen: a solucao foi preparada pela mistura de
30,0 mL de uma solugéo Na,HPO,4 0,066 mol L™, com 20,0 mL de uma solucéo de
KH,PO, 0,066 mol L™.

2.5 METODOLOGIA DO TRABALHO

Durante o desenvolvimento de uma metodologia para a determinacao
Eletroanaliticas de qualquer espécie, devem-se avaliar as condi¢cdes experimentais
(eletroatividade, concentracdo hidrogeniénica do meio e voltamétricas) em que é
possivel obter a melhor resposta, tanto em termos de intensidade de corrente quanto
em perfil voltamétrico. Assim, inicialmente algumas etapas sdo seguidas para o

desenvolvimento do trabalho.

2.5.1 TESTE DE ELETROATIVIDADE

A eletroatividade do antioxidante acido a-lipéico foi testada utilizando
eletrodos de GP ndo modificado e modificado com CoPc em solucdo de tampéao

fosfato 0,1mol Lt , com a técnica de voltametria ciclica.
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2.5.2 VARIACAO DA CONCENTRACAO HIDROGENIONICA

A concentracdo hidrogenidnica do eletrdlito foi variada a partir de uma
mistura de solugdo 0,1mol L™ formada pelos acidos acético, fosférico e bérico,
seguido pela adicdo de NaOH 2 mol L™ de modo a obter o valor do pH desejado (

medido no pH metro).

2.5.3 ESCOLHA DA MELHOR TECNICA PARA A OXIDACAO DE ACIDO ALFA
LIPOICO

Visando ampliar a sensibilidade do método, a oxidacdo do acido alfa
lipdico sobre eletrodo de GP/CoPc foi investigada pela técnica de voltametria ciclica,

cronoamperometria e voltametria de pulso diferencial.

2.6 MEDIDAS VOLTAMETRICAS

Os voltamogramas foram registrados de acordo com os parametros da

Tabela 1, utilizando-se como eletrdlito suporte, solucdo tampéao fosfato (pH 7,0).

TABELA 1: Parametros utilizados para a obtencédo das medidas voltamétricas

por voltametria ciclica.

PARAMETROS ESPECIFICACAO DE VALOR
Potencial Inicial 0,45V
Potencial Final 1,0v

Velocidade de Varredura 0,05 V/s
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TABELA 2: Parametros utilizados para a obtencédo das medidas voltamétricas por

amperometria.

PARAMETROS ESPECIFICAGAO DE VALOR

Potencial Aplicado 0,9V

TABELA 3: Parametros utilizados para a obtencdo das medidas voltamétricas

por voltametria pulso diferencial.

PARAMETROS ESPEClFlCAQAO DE VALOR
Amplitude 0,8V
Frequéncia 200 mV s™

Velocidade de Varredura 25mVs™?




CAPITULO 3
RESULTADOS E DISCUSSAO
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados obtidos com o teste de
eletroatividade do alfa acido a-lipéico (ALA) utilizando eletrodo de grafite pirolitico
(GP) sem modificacdo e modificado com ftalocianina de cobalto, e também os
resultados da otimizacdo dos parametros experimentais e voltamétricos. Os
resultados obtidos foram otimizados para analises de parametros relacionados ao

comportamento eletroquimico do ALA sob diferentes condi¢cdes experimentais.

Desenvolveu-se uma metodologia eletroanalitica para a analise de ALA
e construiu-se uma curva de trabalho em eletrélito suporte preparado com agua

purificada, onde os limites de deteccado e quantificacdo foram calculados.

Os resultados serédo apresentados e discutidos posteriormente.

3.1 PROPRIEDADES REDOXES E ADSORTIVAS DO GRAFITE PIROLITICO

As propriedades adsortivas do GP através do método de adsorgéo

irreversivel com o uso da técnica de voltametria ciclica (VC).

O comportamento voltamétrico tipico do eletrodo de GP liso e modificado
com ftalocianina de cobalto em uma solucdo aquosa de tampé&o fosfato 0,1mol L™,
pH 7,0, saturado com nitrogénio (N,) esta ilustrado na figura 7 para uma velocidade
de varredura de 0,50 Vs,

O voltamograma ciclico de coloracao preta corresponde ao eletrodo de
GP ndo modificado com ftalocianina de cobalto que se encontra em uma ampla
faixa de potencial sem a presenca de picos voltamétricos, indicando que as
correntes observadas sdo de naturezas puramente capacitivas, ou seja, nao

envolvem transferéncia de carga.

O voltamograma ciclico (—) em solu¢do aguosa de Tampéao Fosfato pH
7,0, 0,1 mol L™ saturado em N, para o eletrodo de GP pré-tratado com lixa 2000 e

modificado por adsorcdo em uma solucdo de dimetilsulfoxi contendo CoPc 1x10™
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mol L™ . Esta figura mostra que apés a adsorcéo de CoPc , o eletrodo apresentou
um par de picos voltamétricos bem definidos em -0,60 V. De acordo com estudos
anteriores, esses picos podem ser atribuidos a presenca do centro metalico e estédo
associados com o0 processo redox envolvendo Co Pc () Pc / Co (1) [36,45]. Estes picos

sdo bem intensos e visiveis durante o segundo e subsequentes varreduras, provavelmente

devido a otimizacao do filme da ftalocianina de cobalto que pode ser observado na figura 7.

40

20

1,0 -08 -06 -04 -02 00 0,2 0,4
E/V vs. ECS

Figura 7: Voltamogramas Ciclicos do eletrodo GP saturado em N, em 0,1 mol L™" de Tampéo
Fosfato ( == sem CoPc e ( =rcom CoPc pH (7,0), v=0,50 V s*t
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Figura 8: Voltamogramas Ciclicos do eletrodo GP modificado com CoPc, saturado com N, em 0,1
mol L™ de Tampao fosfato pH (7,0) em diferentes velocidades de : 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4,
0,45,0,5,0,55,0,6 Vs™

Estudos envolvendo diferentes taxas de varredura demonstrou um
excelente comportamento da ftalocianina.Trata-se de um processo redox reversivel
envolvendo apenas a espécie adsorvida (Fig.8). A relacdo linear entre a taxa de
varredura e o potencial de corrente de pico foi observada entre 150 e 600mVs™

(Fig.9).
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Figura 9: Gréfico do eletrodo GP modificado com CoPc, saturado com N, em 0,1 mol L™ de Tampao
fosfato pH 7,0 em diferentes velocidades de : 0,15, 0,2, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 0,5, 0,55, 0,6 V st
Relacéo do potencial de pico da corrente e a velocidade de varredura.

3.2 ESTUDO DO COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO ELETRODO DE
GRAFITE PIROLITICO MODIFICADO COM FePc, NiPc, CuPc, ZnPc, H,Pc e
CoPc.

Com a finalidade de escolher o melhor eletrodo para a determinagcédo de
ALA (CgH140,S,), experimentos voltamétricos foram realizados utilizando eletrodo
modificado FePc/GP, NiPc/GP, CuPc/GP, ZnPc/GP, H,Pc/GP e CoPc/GP (Fig. 10)
em solugcédo tampéao fosfato (pH 7,0) 1 mM de acido a-lipdico, saturada com Nj, no
intervalo de potencial de 0,45 a 1,0 V, com uma velocidade de varredura de

potencial (v) de 25 mV s vs ECS.
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Figura 10: Voltamogramas de varredura linear de acido a-lipéico 1 mM em tampéo fosfato pH 7,0

parav =25mV s™ com eletrodo de GP modificado com diferentes ftalocianinas.

Pelo voltamograma obtido na figura 10 foi o observado que o eletrodo GP
modificado com H,Pc, varrido em um intervalo de potencial de 0,45 a 1,0 V vs ECS
apresentou um pico voltamétrico ndo bem definido, provavelmente associado ao
processo redox envolvendo o anel macrociclos desta estrutura da ftalocianina [49] e
0 pico se deslocou para potencias mais positivos em torno de 0,91 V e uma

magnitude de corrente de 35,71pA provavelmente pelo pH utilizado .

O voltamograma ciclico do eletrodo de GP modificado com FePc , varrido
em um intervalo de potencial de 0,45 a 1,0 V vs ECS, mostrou que o antioxidante
ALA se oxida em potencias préximos a 0,92 V e uma densidade de corrente de
46,27 PA na presenca de 1mM de ALA, ou seja se oxida em potenciais mais

positivos assim como a ftalocianina acida.
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Para a determinagdo de ALA utilizando GP modificado com NiPc varrido
no mesmo intervalo de potencial que as demais ftalocianinas foi observado um pico
de oxidacdo do analito em torno de 0,92 V e densidade de corrente de 49,82 pA .
Utilizando-se o eletrodo de GP modificado com ZnPc nas mesmas condi¢des
anteriormente citada constatou-se um pico na varredura anddica préximo a 0,92 e
uma densidade de corrente de 48,14 pA, assim como as outras ftalocianinas nao
apresentou um pico voltamétrico bem definido. Pelo voltamograma registrado
utilizando-se GP modificado com CuPc, apresentou comportamento similar ao
demais eletrodos, porém em potencial mais positivo em torno de 0,94 V e uma
densidade de corrente de 50,31 pA.

Apos a modificacdo dos eletrodos GP com CoPc (Fig. 10) este
apresentou potencial de oxidacdo menos positivo. Este resultado mostra claramente
que o eletrodo de GP/CoPc apresentou melhor perfil voltamétrico e corrente com
magnitude mais acentuada, indicando uma maior sensibilidade, isto € uma maior
atividade eletrocatalitica para a deteccdo de ALA em solucdes aquosas. Essa
atividade eletrocatalitica pode ser atribuida a presenca de Co(l)/Pc/Co(ll)Pc [36,45].
Com base nos resultados, o eletrodo GP/CoPc foi escolhido como eletrodo de

trabalho, por conciliar um bom perfil voltamétrico.

A partir dos voltamogramas registrados foi construida a Tabela 4 que
apresenta os valores dos potencias e das correntes de pico das ftalocianinas

estudadas sobre eletrodos de grafite pirolitico.
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TABELA 4: Potencias de corrente de pico do H;Pc, FePc, ZnPc, NiPc, CuPc e
CoPc adsorvidas sobre eletrodos de GP. Nas condi¢cdes experimentais: v = 25

mV s, solugdo tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,0.

Oxidacéo
Eletrodo Pico
Ep (V) vs ECS Ip (HA)

GP/H,Pc 0,91 35,71
GP/FePc 0,92 46,27
GP/ZnPc 0.92 48,14
GP/NiPc 0.92 49,82
GP/CuPc 0,94 50,31
GP/CoPc 0,8 53,45

3.3 ELETROATIVIDADES DOS ELETRODOS GP E GP/CoPc PARA A OXIDACAO
DE ALA EM SOLUCAO AQUOSA MEIO NEUTRO.

A VC é a técnica inicial mais comumente utilizada para os estudos de
eletroatividade. Assim, experimentos preliminares de VC foram realizados a fim de
se observar os processos de oxidacdo de ALA (CgH140,S,) sobre a superficie do

eletrodo GP nao modificado ou modificado com CoPc.

Com o proposito de verificar a influéncia do comportamento voltamétrico
do eletrodo de grafite pirolitico (GP) sobre a resposta analitica do sistema para a
determinacdo do antioxidante acido a-lipdico, foi realizado um estudo por voltametria
ciclica em uma faixa de potencial de 0,45 a 1,0 V vs ECS em tampéo fosfato pH
(7,0).

Verificou-se a oxidacdo de ALA sobre o eletrodo de GP modificado com

CoPc na presencga de ALA (voltamograma C), o voltamograma (B) ndo modificado
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na presenca de ALA e o voltamograma (A) na auséncia de ALA . O voltamograma
(A) ndo apresenta picos voltamétricos, indicando que ndo ocorre transferéncia de
elétrons através da interface eletrodo-eletrolito, ou seja, as correntes observadas séo

de natureza puramente capacitiva, trata-se de processos néo faradaicos.

60
50
40 c
< 30
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- 20
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0

0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

E/Vvs ECS

Figura 11: Voltamogramas ciclicos: (A) branco em tampéo fosfato (pH 7,0) (B)1mM de acido a-
lipéico em tampao fosfato (pH 7,0) GP (C) 1 mM de acido a- lipéico em tampao fosfato (pH 7,0)
CoPc/GP, v =25 mVs™.

As medidas foram registradas mantendo-se um fluxo constante de N
sobre a superficie da solugédo. A resposta voltamétrica de 1x10° mol L™ de &cido a-
lipbico em uma janela de potencial de 0,45 a 1,0 V mostrou um pico anddico
irreversivel, estes valores de potencias de pico estdo em concordancia com o0s
obtidos na literatura [12,13,14].

Os voltamogramas (B) e (C) na presenca de 1mM de ALA apresentaram
potencias de pico em torno de 0,8 V e corrente de picos na varredura anddica

respectivamente em 30,50 pA e 53,34 pA e a oxidacao no voltamograma (C) iniciou-
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se em potencias menos positivos cerca de 100 mV (B). A partir desse resultado
obtido justifica-se a modificacdo do eletrodo GP com CoPc. Os eletrodos GP
modificados mostraram correntes mais acentuadas do que o eletrodo néo
modificado, isso pode ser justificado, pelo comportamento eletrocatalitico dos
eletrodos modificados, os quais reduzem a energia de ativacdo da reacao
necessaria para que o ALA sofra a oxidacdo. No eletrodo ndo modificado a oxidacao
de ALA apresenta uma cinética de transferéncia de elétrons lenta, em comparacéo
com o eletrodo modificado. Quando o eletrodo € modificado, a reacdo € mediada por
um sistema redox que pode trocar elétrons mais rapidamente com o eletrodo e o

acido a-lipéico, aumentando assim a magnitude da corrente.

AVALIACAO DOS PARAMETROS EXPERIMENTAIS

3.3.1 ESTUDO DA CONCENTRACAO E DO TEMPO DE ADSORCAO DE CoPc
SOBRE O ELETRODO DE GRAFITE PIROLITICO.

Foi realizado um estudo sistematico das dependéncias de corrente de
pico de oxidacao do acido a-lipéico com a concentracdo de CoPc e com o tempo de
imersédo do eletrodo GP na solugédo de CoPc. As concentracbes das ftalocianinas
estudadas foram 1x 103 5 x 10%, 1 x 10%, 5 x 10° e 1 x 10° mol L™ e tempo de

adsorcdao de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 min.

As melhores respostas voltamétricas foram observadas em solucao de 1 x
10 mol L™ de CoPc em um tempo de 20 min em meio tampé&o fosfato 0,1 mol L™ pH

7,0 . Assim os experimentos posteriores foram realizados utilizando-se esses dados.
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Figura 12: Grafico da dependéncia da corrente de pico com a concentragdo de CoPc durante 20
minutos em 1mM de ALA em tampao fosfato pH 7,0 para v =50 mV s, saturado com N, .
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Figura 13: Gréfico da dependéncia da corrente de pico com o tempo de adsorcdo de CoPc na
superficie do eletrodo de GP em 1mM de ALA em tampéao fosfato pH 7,0 para v = 50 mV s saturado

com N,.

3.3.2 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA DE POTENCIAL SOBRE A
RESPOSTA VOLTAMETRICA DO GP/CoPc PARA UMA SOLUCAO DE ACIDO a-
LIPOICO.

Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes velocidades de
varreduras para a reagdo de oxidagdo de 1 mM de ALA sobre CoPc/GP em uma
solucdo de tampéo fosfato pH (7,0) sdo apresentados na figura 14. Uma analise dos
voltamogramas apresentadas nessa figura mostra que ha um aumento do sinal
analitico (correntes anodicas) com o aumento da velocidade de varredura. Quando

se aumenta a velocidade, sob as mesmas condi¢cOes experimentais, uma relagéo
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linear foi observada entre a intensidade da corrente de pico ip e taxa de varredura v

(Fig. 14), sugerindo a adsorcédo do acido a-lipéico na superficie do eletrodo.

Os voltamogramas ciclicos foram registrados em diferentes velocidades
de varredura no intervalo de 10 a 200 mV s™ seguindo a equacao linear Ep = 0,85 +
0,027 log u (R = 0,997) (Fig. 15) e ha uma dependéncia linear de corrente de pico
anddica (Ipa) com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (v
(Fig.15), o que confirma que a oxidacdo eletroquimica do acido a-lipdico nessas

condicdes experimentais é totalmente irreversivel.

220 mvs™
200
180
160
140
120
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04 05 06 07 08 09 10 1,1 1,2
E/V vs ECS

Figura 14: Voltamogramas de varredura linear registrados em diferentes velocidades de varredura de
potencial para a oxidagdo de &cido lipoico 1,0x10° mol L™ em solucdo de tampéo fosfato pH (7,0),

saturada com N,, empregando-se CoPc/GP.

Segundo a teoria Laviron [63] para uma reacao irreversivel anddica, a

relacéo entre o Ep e v é descrita na seguinte equagéao:
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oo g KT oq BTKS, RT | a1
P=Fo"nr %9 anr T anr 9V E9

onde Eo é o potencial padrdo formal,a a transferéncia de carga coeficiente, n o
namero de elétrons transferidos envolvidos na oxidacao de acido lipdico, a constante
de Faraday F (96.485 C / mol) e ks é uma constante referente a taxa da reacdo
heterogéneo padréo, R e T tém o seu significado usual. Segundo a inclinacdo da
reta de Ep contra log v, o produto a n pode ser avaliada como 0,59. Enquanto isso, o
valor de ks de 5,8 x 10 s foi calculada a partir da interceptacéo da reta de Ep vs
log V. O valor de E; (0,787 V) foi determinado a partir da interceptacao de Ep versus
v parcela na ordenada, extrapolando a reta para v = 0. O valor de Ks encontrado
quando comparado ao da literatura 1,1 x 10 s™ [13] indica que a oxidag&o do &cido
a-lipéico em GP/CoPc em tampao fosfato pH (7,0) ocorre através de uma cinética de

tranferéncia de elétrons bem mais rapida.

Para um pico de adsorcao irreversivel, de acordo com a teoria Laviron
[63], uma relacdo linear entre a corrente de pico ip e a taxa de varrimento v é

descrito da seguinte forma:

7

Aqui Ip é expressa na unidade de ampéres e Q é a area do pico no
voltamograma (coulomb). A equacdo acima mostra que n pode ser calculado,
enquanto Q é obtida sob uma determinada velocidade de varredura. Com base
nisso, foi calculado o numero de transferéncia de elétrons como sendo n = 2.
Estimou-se entdo o numero de elétrons envolvidos na reacéo de oxidacdo de &cido
lipdico catalisada pela ftalocianina de cobalto como sendo de aproximadamente
igual a 2 elétrons, ou seja, € provavelmente uma reacdo de transferéncia de dois
elétrons.

Andlise dos voltamogramas ciclicos registrados a diferentes velocidades
de varredura do potencial (v) no intervalo de 10 a 200 mV s™ mostrou uma relacéo
diretamente proporcional entre I, e (v)*2 (Fig.15), indicando que o comportamento
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eletroquimico apresentado é caracteristico de um processo irreversivel controlado

por difuséo.
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Figura 15: Gréfico da dependéncia da corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de

varredura. Dados extraidos da figura 14.
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Figura 16: Grafico da dependéncia de potencial de pico com o logaritmo da velocidade de varredura.

Dados extraidos da Fig.14.

A reacdo de oxidagcdo do acido o-lipéico muito provavelmente resulta na

formacao de um tiosulfinato, o acido p-lipéico, como principal produto [14]:

sS—s S——sS
\
\O
Acido alfa-Lipdico Acido beta-Lipdico

Figura 17: Esquema da Reacédo de Oxidacédo do ALA
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3.4 VARIACOES DA CONCENTRACAO DE ACIDO a-LIPOICO

Usando as condicBes experimentais de 50 mVs™®, no intervalo de
potencial de 0,45 a 1,0 V variou-se a concentragdo de acido a-lipdico. A figura. 18
mostram os voltamogramas ciclicos obtidos variando a concentracdo de acido a-
lipdico de 1,0 x 10“ a 1,0 x 10 mol/L. Observando-se a figura 18, constatou-se
que a corrente de pico aumentou proporcionalmente com a concentragcdo de acido
a-lipéico e o potencial de pico teve uma variacdo de 0,80V a 0,82V com o

aumento da concentracéo.

100
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Figura 18: Voltamogramas ciclicos registrados em diferentes concentragbes de acido lipoico em

solucdo de tampao fosfato pH (7,0), saturada com N,, empregando-se CoPc/GP, v = 50 mVs™.
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Figura 19: Grafico da dependéncia da corrente de pico com a concentracdo de ALA. Dados extraidos
da figura 18.

3.5 VARIACOES DA CONCENTRACAO HIDROGENIONICA DO MEIO

A variacdo da concentracdo hidrogénionica do meio pode deslocar os
valores de potencial de pico e também alterar as intensidades da corrente de pico,
dependendo do tipo de sistema redox avaliado, por isso, outro parametro a ser
otimizado nas condicbes experimentais de analise é a influéncia da concentracao
hidrogénionica do meio e das correntes de pico e potenciais de pico para a

otimizacao do sensor.

A influéncia do pH sobre a resposta voltameétrica para a oxidacdo de 1 x
10 mol L™ de ALA sobre o eletrodo de GP/CoPc foi investigado nos pH’s 2, 3, 5, 7,

8, 10, 12 , foi conduzido usando o tampé&o Britton Robbinson (BR) 0,1 mol L™, pela
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técnica de VC. A variacdo do pH permitiu constatar em que meio ocorre maior

resposta de corrente de pico para fins analiticos.

O sinal voltamétrico é observado em todo o intervalo de pH investigado,
influenciando a intensidade da corrente de pico. Observa-se que a corrente maxima

€ obtida em pH 7,0 como exposto na Figura 20 e na Tabela 5.

100

80

20

Figura 20: Voltamogramas ciclicos 3D para a oxidac@o de ALA sobre eletrodo de GP modificado com

CoPc em solugdo tamp&o BR 0.1mol L™ em diferentes pH’s contendo 1mM de ALA, saturada com N,.

Os resultados deixaram evidente que a densidade de corrente de pico
diminui com o aumento do pH béasico na faixa de 7,0 a 12 e aumenta em valores de

pH maiores de 2,0.
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Figura 21: Influéncia do pH sobre o potencial de pico para 1mM de acido a-lipdico conduzidas em 0,1
molL™" de solucdo tampéo fosfato, pH 7,0.

A pouca influéncia do pH nos potenciais de picos da resposta
voltamétrica, parece indicar, que nas condi¢des de trabalho, ndo existe a influéncia

de protons H' sobre a oxidacédo do ALA, apresentando uma inclinagcdo da ordem de
29 mV/pH

Assim, a melhor resposta catalitica para o acido a-lipdico com o eletrodo
GP modificado com CoPc se observa claramente que foi em pH 7,0 e com base no
resultado, este pH foi escolhido para os estudos posteriores.

TABELA 5: Densidade de corrente referentes a diferentes pH sobre o sinal
analitico do sensor na oxidacdo de acido lipdico. Medidas conduzidas em
tamp&do BR 0,1 mol L™. Velocidade de varredura: 0,05V s™.

pH 2,0 3,0 5,0 7,0 8,0 9,0 10 12

Ip / pA 27,6 33,4 37,5 95,0 67,7 59,1 48,9 40,7
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3.6 VARIACOES DO ELETROLITO SUPORTE

A investigacao da influéncia da natureza do tamp&o sobre o sinal analitico
foi testada em cinco diferentes solugbes tampdes: BR, Macllvaine, Sorenser, Ftalato

acido de potassio e Fosfato.

Tampao Fosfato ( KH,PO, + K .HPO, )

100 \

Tampé&o Br
Tampao Sorenser

60Tampe"lo Fosfato ( KH,PO,+ NaOH )

1/ pA

40

o4 05 06 0,7 08 09 1,0 1, 1,2
E/V vs ECS

Figura 22: Voltamogramas ciclicos de acido a-lipéico 1 mM em tampao fosfato pH 7,0 para v = 50 mV

s com eletrodo de GP/CoPc em diferentes eletrolitos.

As correntes de pico referentes a oxidacéo de acido a-lipoico em solucéo
0,1 mol L™ (pH 7,0) para diferentes tipos de solucBes tamp&o, estdo expostos na
Tabela 6, sendo verificado melhor sinal analitico para a oxidacdo de ALA quando a
solucdo tampéo Fosfato foi utilizada. Esse comportamento pode estar associado a
maior facilidade dos ions fosfato se difundirem através da superficie do filme de

CoPc em comparacdo com os ions dos outros tampdes investigados.
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TABELA 6: Influéncia do tampéo sobre resposta analitica (uA) do sensor para

acido lipéico. Medidas conduzidas em tampd&o 0,1 mol L™ (pH 7.0). Velocidade

de varredura: 0,05V s™.

Tampdes Mcllvaine Sorenser Br Ftalato Fosfato

Ip / pA 58,23 59,27 95,2 65,3 107,7

3.7 REPETIBILIDADE E REPRODUTIBILIDADE

Também foram avaliadas a repetibilidade (maxima diferenca aceitavel em

repeticdes, na mesma amostra) e a reprodutibilidade (maxima diferenca aceitavel de

resultados obtidos em amostras diferentes). A repetibilidade foi avaliada

considerando-se 10 medidas sucessivas realizadas em uma solucdo contendo 3,84

x 10™° mol L™ de ALA. A tabela 7 apresenta as correntes de pico obtidas do ALA para

a repetibilidade do eletrodo. As correntes de pico foram avaliadas e o desvio padréao

relativo ou coeficiente de variacdo (CV) foi calculado de acordo com a equacao:

CV% =S x 100/ X Eq.3

onde S é o desvio padrédo das medidas e X é a média das medidas.

TABELA 7: Estudo da repetibilidade do eletrodo GP/CoPc para uma solucéo de

acido lipoico em solucéo tampéao Fosfato 0,1 molL™, pH 7,0.

Repli 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
catas
Ip/ pA 3,70 3,66 3,7 3,69 3,67 3,7 3,66 4,05 3,80 3,67




Ana Pauda Mot Ferveivar 59

A reprodutibilidade foi estudada considerando-se 5 medidas diferentes em
solucbes diferentes e em 5 sensores diferentes, realizadas em dias diferentes em
solucdo contendo 5,66 x 10° mol L de ALA, nas condices consideradas
otimizadas A tabela 8 mostra os valores das correntes de pico do ALA para a
reprodutibilidade do eletrodo proposto. De maneira semelhante a repetibilidade as Ip
foram avaliadas e o desvio padréo relativo foi entdo calculado de acordo com a

Equacéao 3.

TABELA 8: Estudo da reprodutibilidade do eletrodo GP/CoPc para uma solucéo de
5,66 x 10° de ALA em solucéo tampéo fosfato (0,1 mol L™) pH (7,0) .

Replicatas 1 2 3 4 5

Ip / pA 5,05 5,04 5,07 4,7 5,09

De acordo com os resultados obtidos na tabela 9 foi observado que o
sensor proposto apresenta boa repetibilidade e reprodutibilidade, uma vez que os

desvios padrdes relativos encontrados para os mesmos foram inferior a 5%.

TABELA 9: Resultados da repetibilidade e da reprodutibilidade para o ALA

sobre o eletrodo de GP/CoPc em solugdo tamp&o Fosfato 0,1 mol L™, pH (7,0) .

Parametros CV (%) Quantidade de ALA utilizada N
Repetibilidade 3,13 3,84 x 10° mol L™ 10
Reprodutibilidade 3,27 5,66 x 10° mol L™ 5

3.8 CONSTRUCAO DA CURVA ANALITICA POR VC.

Usando as condi¢cdes experimentais definidas previamente, construiu-se
uma curva analitica no intervalo de concentracdo de ALA entre, 1,99 x 10° a 9,09 x

10 mol L?, cujos voltamogramas s&o apresentados na Figura 23. O grafico de l, vs
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concentracdo de ALA exibe uma relacdo linear no intervalo de concentracéo

estudado figura 24.

| / pA
COO=_aNNWWAMIOOONND

\

o5 06 o7 08 09 1,0 1,1

E/Vvs ECS

Figura 23: Voltamogramas de varredura linear empregando-se o GP/CoPc em diferentes
concentracdes de 4cido lipdico( 2 x 10%a1x 10 em Tampao Fosfato pH 7,0, saturado com N, v =
50 mVs™.
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Figura 24: Curva analitica empregando-se o GP/CoPC em diferentes concentragfes de acido lipbico (

2x10°a1x10™ em Tampao Fosfato pH 7 0, v = 50 mV s™. Dados extraidos da Figura 23.
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3.9 CRONOAMPEROMETRIA

A cronoamperometria € uma técnica eletroquimica que consiste no
registro da corrente gerada (i) pela oxidagé@o ou reducdo de espécies, devido a um
potencial externo aplicado, em funcdo do tempo t, onde a carga Q, envolvida no
processo pode ser calculada através da area sob a curva

A determinacdo de ALA utilizando o eletrodo GP/CoPc também foi
avaliada com a técnica de cronoamperometria. Sob um potencial aplicado de 0,9
V vs. ECS, as correntes também foram registradas apds adicbes consecutivas de
20 pL de uma solucdo 1,0x10° m mol L™ de ALA na solucéo tampao fosfato 0,1
mol L™ (pH 7,0).

O cronoamperograma resultante é mostrado na figura 25. A partir de
dados extraidos desta figura, a curva analitica foi construida e apresentou uma
boa linearidade, e valores LD e LQ de 9,8 x 10® mol L e 3,2x 107 mol L™,
respectivamente. Estes valores sdo proximos dos obtidos com a técnica de
voltametria e apresentados acima. Além disso, os valores apresentados sdo bons

guando comparados aos da literatura [12, 13,14]
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Figura 25: Cronoamperograma registrado com o eletrodo GP/CoPC para adigbes sucessivas de
aliguotas de 20 pL de uma solugdo de ALA 1,0x10° mol L™* em uma solucdo tampéo fosfato (pH 7),
saturada com N,. Potencial aplicado: 0,9 V vs ECS.
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Figura 26: Curva analitica construida a partir das correntes extraidas do Cronoamperograma da
figura 25.
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3.10 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL

Uma melhoria instrumental consideravel na discriminacdo da corrente
faradaica da capacitiva foi conquistada com o desenvolvimento das técnicas de
pulso, principalmente a de pulso diferencial. Neste caso a instrumentacdo foi
desenvolvida de tal modo que as medidas de corrente e aplicagbes de potencial e

pulsos de potencial sejam realizados em intervalos de tempo muito pequenos.

Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de igual amplitude s&o
aplicados sobre uma rampa linear de potencial, onde a corrente é medida antes do
pulso ser aplicado e no final do pulso. Estas correntes sao subtraidas, ja que a
primeira apresenta a contribuicdo da corrente capacitiva e a segunda é
fundamentalmente, a contribuicdo da corrente faradaica e, entdo, plotadas contra o
potencial da rampa linear, geram um voltamograma de pulso diferencial, com a
forma de uma curva gaussiana. Esta técnica é mais sensivel que a de pulso normal,
isto porque ela possibilita a minimizag&o da contribuicdo da corrente capacitiva no

sinal obtido.

Na voltametria de pulso diferencial o efeito da velocidade de varredura,
amplitude de pulso e frequiéncia sdo parametros muito importantes, pois eles podem
influenciar diretamente na sensibilidade do sistema. Sendo assim, antes de realizar-

se uma analise a escolha de determinados parametros precisa ser feita.

3.11 VARIACOES DA AMPLITUDE DE PULSO

Geralmente escolhe-se um valor entre 10 e 100 mV para a amplitude.
Valores tipicos séo de 25 mV para sistemas com um elétron e a partir de 50 mV para

sistemas com dois elétrons.

Inicialmente variou-se a amplitude de 0,02 a 0,13 V utilizando uma
amplitude de 0,08 V para uma solucéo de 9,9 x 10°mol L™ de acido a-lipdico em

solucéo tampao fosfato, pH 7,0 (Tabela 10).
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Figura 27: Voltamogramas de pulso diferencial para ALA em diferentes amplitudes, tempo de pulso =
200 ms, v =10 mVs™

A escolha da amplitude deve ser um compromisso entre o aumento da
sensibilidade e a perda de resolugédo. Para cada valor de amplitude de pulso foi
registrado um voltamograma. O que apresentou um pico melhor definido e com
maior valor de Ip, indicara a amplitude a ser escolhida. Quando a determinacédo de
mais de uma espécie estiver envolvida, sera considerada a amplitude que fornecer
um compromisso entre a maior corrente de pico obtida (que permite maior

sensibilidade) e a melhor separagéo entre eles (o0 que permite uma resolugéo maior).

Conforme pode ser observado na figura 27 a densidade de corrente de
pico do ALA alcangcou um patamar maximo entre 0,1 a 0,13 V. Adicionalmente
observou-se que apds a amplitude de 0,1 V os voltamogramas foram acompanhados
por distorcdo e alargamento dos picos, portanto a amplitude de 0,8V foi escolhida

para os demais estudos.
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TABELA 10: Influéncia da amplitude sobre a resposta analitica (uA) do sensor para
acido a-lipéico. Medidas conduzidas em tamp&o fosfato 0,1 mol L™* (pH 7.0).

Velocidade de varredura: 10 mV s™.

Amplitude/V s™ 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08

() Ip/pA 069 090 153 214 250 2,81 3,04

3.12 VARIACOES DA VELOCIDADE DE VARREDURA DO POTENCIAL.

Os experimentos de voltametria de pulso diferencial realizados com uma
amplitude de pulso de 0,8 V, um tempo de duragdo do pulso de 200 ms e a
velocidade de varredura do potencial (v), onde variou-se a velocidade de 5, 10, 25,
30, 40, 50, 60,70 e 100 mVs™. Mostraram que a corrente de pico da oxidacdo do
ALA sobre o eletrodo GP/CoPc na prsenca de 9,9 x 10°mol L™ de acido a-lipéico em
solucdo tampao fosfato, pH 7,0 que atingiu um valor maximo para v= 70 mV s™.

Conforme pode ser observado a densidade de corrente de pico anddica
de &cido a-lipdico alcancou um patamar maximo em 70 mV s™. Velocidades acima
de 70 mVs™ apresentaram distor¢ées no perfil voltamétrico, por isso a velocidade

que apresentou o melhor perfil voltamétrico foi 25 mV s™.
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Figura 28: Voltamogramas de pulso diferencial para o ALA em diferentes velocidades, tempo

de pulso= 200 ms, amplitude = 0,8 V.
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3.13 VARIACOES DO TEMPO DE DURACAO DO PULSO.

Sequencialmente com a amplitude e a velocidade definida outro
parametro a ser analisado é a duracdo de pulso, pois determina a intensidade dos
sinais, e consequentemente a sensibilidade obtida nas analises. Assim sendo, 0
efeito no aumento na intensidade de corrente de pico e o potencial de pico para o
ALA sobre o eletrodo de GP/CoPc foi avaliado.

Apb6s fixar a velocidade de varredura do potencial em 0,025 V s™ e a
amplitude de pulso em 0,8 V, variou-se o tempo de duracdo do pulso entre 100 a
200 ms. Os resultados apresentados na Figura 29 mostram que o tempo de pulso

que apresentou melhor perfil voltamétrico foi em 200 ms.

0

3,J / 25225

200

1,0

550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000
E/ mV vs. ECS

Figura 29: Influéncia do tempo de duracdo do pulso sobre a corrente de pico de ALA com uma

velocidade de varredura do potencial de 0,025 V s e uma amplitude de pulso de 0,8 V.
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3.14 CONSTRUCAO DA CURVA ANALITICA POR VPD.

Os picos dos voltamogramas nesta técnica fornecem uma informacéo
qualitativa, que € o valor do potencial de pico, Ep, € uma informagdo quantitativa,
que € a corrente de pico, Ip. Para construir-se uma curva de calibragéo
normalmente colocam-se os valores das correntes de pico contra as concentracoes

da espécie eletroativa correspondentes a eles.

Usando as condi¢cdes experimentais definidas previamente, construiu-se
uma curva de calibracdo no intervalo de concentracéo de ALA entre, 5,0 x 107 a 2,0
x 10 mol L™, cujos voltamogramas sdo apresentados na figura 30. O gréfico de lp vs
concentracdo de ALA exibe uma relacdo linear no intervalo de concentracdo
estudado (Fig. 30).

A
A
PN\

600 650 700 750 800 850 900 950 1000
E/mVvs. ECS

Figura 30: Voltamogramas de Pulso Diferencial empregando-se o GP/CoPC em diferentes
concentracdes de &cido lipdico( 4,99 x 107 a 1,96 x 10™°) em Tampao Fosfato pH 7, saturado com N,

v=25mVs?t, amplitude de pulso de 80 mV e tempo de pulso de 200 ms.
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Figura 31: Curva analitica obtida a partir da figura. 30 empregando-se o GP/CoPC em diferentes
concentracdes de ALA (4,99 x 107 a 1,96 x 10”°) em Tampé&o Fosfato pH 7, saturado com Ny, v = 25

mV s, amplitude de pulso de 80 mV e tempo de pulso de 200 ms.
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3.15 TRATAMENTOS ESTATISTICOS DOS DADOS ANALITICOS

Os parametros geralmente envolvidos no método de validacdo de
métodos analiticos sdo curvas analiticas, limite de deteccdo e limite de
quantificacao, intervalo de confianca. Procedimentos estes que serao utilizados para
um estudo estatistico do desempenho analitico de técnicas eletroquimicas para a

oxidacdo do antioxidante alfa acido lipdico

Limite de deteccdo (LD) € a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob
as condicbes experimentais estabelecidas. O limite de detecc¢éo € estabelecido por
meio da andlise de solucbes de concentracbes conhecidas e decrescentes do
analito, at¢é o menor nivel detectavel. No caso de métodos ndo instrumentais
(titulacdo, comparacao de cor), esta determinacao pode ser feita visualmente, onde
o limite de deteccdo € o menor valor de concentracdo capaz de produzir o efeito
esperado (mudanca de cor, turvacdo, etc). No caso de métodos instrumentais
(CLAE, CG, absorcao atdbmica), a estimativa do limite de deteccdo pode ser feita
com base na relacédo de trés vezes o ruido da linha de base, calculada através da

equacao abaixo:

Limite de quantificacdo (LQ) € a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condi¢cdes experimentais estabelecidas. O limite de quantificagdo € um parametro
determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de
degradacédo em farmacos e produtos de degradacdo em formas farmacéuticas e é
expresso como concentracdo do analito (por exemplo, porcentagem p/p ou plv,

partes por milhdo) na amostra. O limite de quantificacdo é estabelecido por meio da
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andlise de solucbes contendo concentracbes decrescentes do analito até o menor

nivel determinavel com preciséo e exatidao aceitaveis. Pode ser expresso pela equacao 5:

_10x3SD

LQ 0

Eq. 5

Com os dados obtidos das curvas de calibragdo de Ip vs [ ALA ] foi
possivel estimar os limites de deteccao e quantificacdo para o acido a-lipoico, a fim

de verificar a possibilidade de uma posterior aplicacdo em amostras reais.

O limite de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) para as curvas analiticas
de voltametria de ciclica, cronoamperometria e de pulso diferencial foi calculado a
partir do desvio padrao para 20 medidas de corrente do branco obtidas no potencial

de oxidacgéo do acido a-lipoico.

Na maioria das situacdes encontradas em analises quimicas, o valor
verdadeiro da média p ndo pode ser determinado, porque um namero imenso de
medidas (aproximadamente infinito) seria necessario. Com a estatistica, entretanto,
podemos estabelecer um intervalo ao redor "da média x determinada
experimentalmente, no qual se espera que a média da populacdo p esteja contida
com certo grau de probabilidade. Esse intervalo € conhecido como o intervalo de
confianca e os limites sdo chamados de limite de confianga. O nivel de confianca é a
probabilidade de que a média verdadeira esteja localizada em certo intervalo. Muitas

vezes é expresso em termos porcentuais. [56].

ICparap:;i\Z/—ZEq.G

Intervalo de Confianga para Voltametria Ciclica: Niveis de Confianga para Valores
de 95%, z = 1,96.
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Para 95%:

_ 8 1,96x5,74x10-9
n=8,7x10 T Y R

n=8,7x10°%+ 6,49 x 10°

Intervalo de Confianga para Cronoamperometria Niveis de Confianca para
Valores de 95% z = 1,96.

Para 95%:

7,2x10-9

— -8 1,96 x
H=98x10°+ -

H=98x10%+8,23x 107

Intervalo de Confianca para Voltametria de Pulso Diferencial: Niveis de Confianca

para Valores de 95% z = 1,96.
Para 95%:

_ 9.1 1,96x1,08x10-10
n=333x10"% —

W=333x10" + 1 29 x10™

Para esse calculo, concluimos que é 95% provavel que p, a média da
populacdo e, na auséncia de erros determinados, o valor verdadeiro, esté inserida
no intervalo de p =8,67 x 10® + 6,49 x 10 para voltametria ciclica , p = 9,8 x 10° +

8,23 x 10 para cronoamperometria e para voltametria de pulso diferencial 3,33 x 10°

®+ 1,22 X 10,
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3.16 COMPARACOES DAS CONDICOES ANALITICAS DO METODO PROPOSTO
COM VALORES REPORTADOS NA LITERATURA PARA A DETECCAO
ELETROANALITICA DE ALA EM SOLUCOES AQUOSAS.

Fazendo-se uma comparacado com trabalhos reportados na literatura se
pode notar que os valores de LQ, LD e faixa linear, para o eletrodo GP modificado
com CoPc para deteccdo de ALA merecem destaque pois se sobressaem em
relacdo a alguns dos trabalhos citados que determinam ALA com a mesma técnica.
E interessante inferir que, o CoPc utilizado para a modificacido do eletrodo foi um
simples e eficiente catalisador para o desenvolvimento do sensor, embora assim, o
sistema proposto apresentou uma ampla faixa de resposta linear, alta sensibilidade
e um baixo limite de deteccdo, os quais, também, podem ser obtidos para a
determinacao de ALA empregando outros sistemas como os citados na Tabela 11.
TABELA 11: Resultados de ALA para as técnicas de Voltametria Ciclica,

Cronoamperometria e Voltametria de Pulso Diferencial.

Eletrodo Eletrolito Técnica Faixa Linear LD LQ Ref.
(mol L) (mol L) (mol L)
GP/CoPc Fosfato VC 1,99 106 a 8,7x108 2,9x10-7 Este
(pH 7,0 9,09x10-% trabalho
GP/CoPc Fosfato CRONO 1,99x 10€a 9,8x10% 3,2x10-7 Este
(pH 7,0) 2,53 x 105 trabalho
GP/CoPc Fosfato VPD 499x107a1,96 3,4x10° 1,1x10-8 Este
(pH 7,0 x 10 trabalho
cv Fosfato VPD 1x106a 75 x 106 1,8 x 106 6,1x 106 13
(PH7,0)
FTO H2S04 voQ 5a500x 106 3,68 x 10-6 12,27x106 14
(pH 2,0)
Ccv H2S04 VC 1,15x105a1,73 5,75x 106 — 64
(pH 2,5) X 104
cv H2S04 VC 26x105a 1,9x 105 — 65

1,8 x 104
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3.17 ESCOLHA DA MELHOR TECNICA ELETROQUIMICA

O LD encontrado para voltametria ciclica foi 8,7 x 10® mol L*, para
cronoamperometria 9,8 x 10°® mol L™ e para voltametria de pulso diferencial 3,4 x 10°
® mol L™ Os resultados obtidos indicaram a possibilidade da utilizacéo de eletrodo
de grafite pirolitico modificado com CoPc como alternativa para a determinacdo do
antioxidante acido a-lipdico com técnicas eletroanaliticas, pois os LD encontrados
estédo proximos da literatura de LD 1,8 x 10° [13] e LD 5,75 x 10° [64] .

O limite de deteccdo encontrado na técnica de voltametria de pulso diferencial
demonstrou que o eletrodo de trabalho GP/CoPc pode ser utilizado para o
desenvolvimento de um sensor eletroquimico para a determinacdo de ALA em

amostras reais.
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4.0 CONCLUSAO

Tendo em vista os estudos realizados através da técnica de voltametria
ciclica (VC), foi observado que a resposta do eletrodo de grafite pirolitico (GP)
modificado com a metaloftalocianina de cobalto (CoPc), quando comparada ao
eletrodo de ndo modificado, para a oxidagdo de acido a-lipdico (ALA), apresentou
um aumento significativo nas correntes de pico indicando maior sensibilidade, ou

seja, uma melhor atividade eletrocalitica deste sensor na determinagéo de ALA.

Pelo estudo realizado na escolha do melhor eletrodo de trabalho com a
técnica de VC, foi observado que a resposta do eletrodo GP modificado com CoPc
quando comparada com a do eletrodo ndo modificado e com as dos eletrodos
modificados com CuPc, NiPc, FePc, ZnPc e H,Pc para a oxidacdo de ALA,
apresentou um aumento significativo nas correntes de pico do mesmo, além de
apresentar melhores perfis voltamétricos e correntes com magnitudes mais
acentuadas, indicando uma maior sensibilidade, isto é, uma melhor atividade
eletrocatalitica deste sensor na determinacao do antioxidante.

A investigacao do efeito do pH’s sobre o sinal analitico do sensor mostrou
que a obtencé@o da méaxima sensibilidade na determinagdo do ALA foi no pH 7,0. Os
testes de deteccao do acido a-lipdico sobre o eletrodo GP/CoPc mostraram que a
resposta de corrente foi mais intensa em solucdo tampéo fosfato 0,1 mol L™* (pH
7,0).

A repetibilidade e a reprodutibilidade do sensor proposto, avaliadas em
termos de desvio padrédo relativo, apresentaram valores inferiores a 5%, 0 que

significa que o sensor estudado apresentou valores bastante satisfatérios.

Para a técnica de voltametria de pulso diferencial foram realizadas
variacbes de velocidade de varredura do potencial, amplitude de pulso e tempo de

duracéo do pulso, onde a velocidade de varredura de 0,025 V s, amplitude de pulso
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0,8 V e tempo de duracdo do pulso de 200 ms foram as que apresentaram melhor

resposta em termos de corrente de pico e perfis voltamétricos.

O LD encontrado para voltametria ciclica foi 8,7 x 10® mol L?, para
cronoamperometria foi 9,8 x 10® mol L™ e para voltametria de pulso diferencial 3,4 x
10° mol L Esses limites encontrados estdo préximos da literatura de LD 1,8 x 107
[14] e LD 5,75 x 10 [15] e sd0 muito apropriados para a determinagdo de acido a-
lipdico em amostras reais.

Os testes de deteccao para ALA mostraram utilizando eletrodo GP/CoPc ,
para as técnicas de VC, Crono e VPD, mostraram que a VPD é mais sensivel que as
demais, apresentando também melhor LD.

Por fim, pode-se afirmar que a vantagem de uso de eletrodos de GP
modificados pela adsor¢cdo de CoPc, para a determinacdo de ALA, consiste na
possibilidade de trabalhar com eletrodos modificados a baixo custo, com preciséo,

exatidao, sensibilidade e estabilidade.

4.1 SUGESTOES PARA TRABALHOS POSTERIORES

Aplicar a metodologia com melhor resposta analitica em amostras de
suplementos alimentares ou formulacdes de produtos comerciais;

Comparar a metodologia proposta com outro método para determinacéo
do ALA
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