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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos
para a determinacéo de acido a-lipdico (ALA) em suplemento dietético utilizando um
eletrodo de carbono vitreo (CV) modificado com quitosana (QT) e ftalocianina
tetrassulfonada de niquel (NiTsPc). Os voltamogramas de varredura linear da
oxidacdo de ALA sobre os eletrodos CV/QT-NiTsPc apresentaram um pico
irreversivel com potencial proximo a 0,85 V vs Ag/AgCl e mostraram um
deslocamento do inicio da corrente de oxidacdo em cerca de 100 mV para
potenciais menos positivos, bem como um aumento significativo na magnitude da
corrente de pico, quando comparados aos eletrodos CV e CV-QT. A caracterizacao
do filme QT-NiTsPc foi realizada por espectroscopia ultravioleta visivel e observou-
se um deslocamento na banda Q dos espectros NiTsPc, quando comparados com
os espectros de NiTsPc 1x10™ mol L™, e indicando uma possivel interacdo entre os
grupos sulfénicos com os grupos amina de QT. As curvas analiticas obtidas com as
técnicas de voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD) e
voltametria de onda quadrada (VOQ) apresentaram boa linearidade e sensibilidade.
A técnica de VC apresentou os melhores valores de limite de deteccdo (9,72x10®
mol L) e limite de quantificacdo (3,24x10” mol L™), portanto foi a técnica escolhida
para determinacéo de ALA em suplemento. A quantificagdo de ALA em suplemento
dietético utilizando o eletrodo de CV/QT-NiTsPc apresentou resultados concordantes
com os resultados obtidos com o método cromatogréfico, apresentando um nivel de

confianga de 95%.

Palavras chave: 4cido lipoico, ftalocianina tetrassulfonada de niquel, quitosana.



ABSTRACT

This work describes the development of electroanalytical procedures for alpha-lipoic
acid (ALA) determination in dietary supplement using a glassy carbon (GC)
electrode modified with chitosan (CT) and nickel tetrasulfonated phthalocyanine
(NiTsPc) films. The linear sweep voltammograms of ALA oxidation on the GC/CT-
NiTsPc electrode presented an irreversible peak near 0,85 V vs Ag/AgCl, a value
about 100 mV less positive than those recorded on the unmodified GC and GC/CT
electrodes. In addition, the modification resulted in a pronounced increase in the
peak current value. Ultraviolet-visible spectroscopic characterization of the CT-
NiTsPc film showed a shift in the Q band of the NiTsPc, when compared to the
spectrum recorded in a 1,0x10™ mol L™ NiTsPc aqueous solution, and indicated a
possible interaction of the sulfonic groups with the positively charged amine groups in
the CT film. From cyclic voltammetry (CV), differential pulse voltammetry (DPV) and
square wave voltammetry (SWV) data, analytical curves were constructed and
showed good linearity and sensitivity for the dependence between the oxidation peak
current and the ALA concentration in solution. The CV technique showed the best
detection (9,72x10® mol L™) and quantification (3,24x107 mol L) limit values for
ALA in solution. Determination of ALA in dietary supplement using the GC/CT-NiTsPc
electrode showed results in accordance with the obtained using a chromatographic

method at a 95% confidence level.

Keywords: lipoic acid, nickel tetrasulfonated phthalocyanine, chitosan.
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Introducdo 2

1. INTRODUCAO
1.1 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das
lesbes causadas pelos radicais livres nas células. Uma ampla definicdo de
antioxidante € “qualquer substancia que, presente em baixas concentra¢cdes quando
comparada a do substrato oxidavel, atrasa ou inibe a oxidacdo deste substrato de
maneira eficaz” [1].

A utilizacdo de compostos antioxidantes naturais ou sintéticos € um dos
mecanismos de defesa contra os radicais livres que podem ser empregados nas
industrias de alimentos, cosmeéticos, bebidas e na medicina [2].

Um poderoso antioxidante que vem se destacando nos ultimos anos
devido as suas propriedades quimicas que atuam n&o sO na estética como tambéem
no tratamento de doencas é o acido a-lipdico.

1.2 Acido a-lipéico

O acido a-lipéico (1,2-ditiolano-3-pentanoico) é um composto
organosulfurado, de ocorréncia natural e sintetizado em pequenas quantidades por
plantas e animais. Sua estrutura (Figura 1) € constituida de uma cadeia de 8
carbonos, com uma carboxila em uma das extremidades como grupo funcional e um
anel ditiolano, com inicio no carbono 6, na outra. O anel ditiolano consiste de um
anel heterociclo de cinco membros contendo dois &tomos de enxofre vizinhos [3,4,5].
O carbono 6 do acido lipéico € um carbono quiral (esta ligado a quatro substituintes
diferentes entre si) e, portanto, a molécula se apresenta sob a forma dos
enantidmeros R ou S. No entanto, o 4cido lipdico biologicamente ativo e presente na

natureza existe somente na forma R, chamado de acido R-(+)-lipdico.

Ana Caroline Terreira Santos



Introdugdo 3

</\77/\\/»\V/COOH

S—S

Figura 1. Estrutura molecular do acido lipbico

O acido a-lipdico foi descoberto em 1937 por Snell et al. [6], inicialmente
como um fator de crescimento para bactérias presente em batatas. Em 1951, o
composto foi isolado e caracterizado por Reed et al. [7,8]. A capacidade antioxidante
esta localizada no grupamento tiol, que reage diretamente com os radicais oxidantes
e que pode ser de valor terapéutico em patologias relacionadas a superproducao de
radicais livres [9]. Ao contrario da maioria dos antioxidantes, que sao apenas
hidrofilicos ou lipofilicos, o acido lipéico € capaz de atuar tanto em agua como
em meio lipidico [10,11], o que confere um amplo espectro de acao antioxidante.

Nutricionalmente, o acido lipéico € encontrado no germe de trigo, no
levedo de cerveja e na carne vermelha [12]. Este acido aumenta o fluxo sanguineo
para os nervos e melhora a conducdo dos impulsos nervosos, sendo indicado no
tratamento de problemas neurolégicos como dorméncias e formigamentos de
gualquer origem, ndo apenas os decorrentes do diabetes [10].

O acido lipéico e sua forma reduzida tém sido referidos como
antioxidantes universais [13]. As propriedades do acido lipdico também incluem a
capacidade de quelar metais e reter espécies reativas ao oxigénio, regenerar
antioxidantes enddgenos, além da participacao no reparo de sistemas [14].

Um grande numero de trabalhos e estudos clinicos [15-21] apontam para

a utilidade do acido lipéico como agente terapéutico para diversos disturbios, como:

Ana Caroline Ferreira Santos



Introducdo 4

isquemia cerebral e do miocardio, intoxicacdo por metais, diabetes, sindrome da
imunodeficiéncia adquirida, esclerose multipla e disturbios neurodegenerativos,
como mal de Alzheimer e deméncias relacionadas, bem como para o tratamento de
cirrose hepatica.

O Aacido lipdico é utilizado em humanos pela via topica, oral ou
endovenosa. A via topica é preferencialmente utilizada em dermatologia, com efeito,
antienvelhecimento de pele. Apesar do &cido lipdico nao ter efeito toxicos, a sua
administracdo ndo deve exceder a dose recomendada de 200 -300 mg / dia para
efeito antioxidante e de 400 - 600 mg / dia para tratamento de diabete. Uma
overdose pode causar ansiedade, fadiga e convulsao [22].

Com a importancia meédica do acido lipdico e seu potencial para o
tratamento de varias doencas, em um futuro préximo, faz-se necessario um metodo
de deteccdo e quantificacdo da concentracdo de acido lipoico nos diversos tipos de
amostra para que haja um controle dessa substancia. Assim, metodologias analiticas
como cromatografia e espectrometria de massa tém sido utilizadas para determinar
a presencga e a concentracdo do acido lipoico [23-27]. Geralmente esses métodos
fornecem resultados reprodutiveis, com grande sensibilidade e seletividade. Porém,
essas técnicas requerem instrumentos sofisticados e muita manipulacdo das
amostras. Os sensores quimicos por outro lado possuem resultados precisos,
reprodutiveis e rapidos. Por isso, técnicas eletroquimicas [4,28-30], tém sido
utiizadas para a determinacdo deste acido em medicamentos e amostras de
alimentos, mas ainda ha poucos trabalhos descritos na literatura. Neste sentido, a
deteccdo eletroquimica € um método promissor, por envolver uma instrumentacéo

bem mais barata e poder distinguir entre a forma oxidada e reduzida do acido lipdico.

Ana Caroline Terreira Santos



Introducdo S

1.3  Sensores Eletroquimicos

Os sensores quimicos sdo baseados na transformacdo da informacao
quimica em um sinal elétrico. Eles contém trés unidades basicas de funcionamento:
1) a parte receptora reconhece o evento quimico, 2) transdutor que converte em um
sinal mensuravel e o 3) comunicador que conduz o sinal mensuravel até o sistema
de deteccdo. Os sensores eletroquimicos representam a classe que mais se destaca
dentre 0os sensores quimicos. Nesses sensores o transdutor € eletroquimico e pode
ser de ion-seletivo, metélico, de carbono, de vidro, entre outros. Séo indicados para
detectar e responder ao analito em estado sélido, liquido ou gasoso [31].

Nas ultimas décadas, os sensores eletroquimicos tém se destacado na
Quimica Analitica, devido ao fato de que satisfazem a necessidade de expanséo
com meétodos rapidos, simples, eficientes e econémicos para a determinacdo de
muitos analitos [32-34].

Neste sentido, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos a base de
eletrodos quimicamente modificados tem sido difundido ndo apenas para
determinacdes analiticas, mas também para a investigagdo de processos
eletroquimicos e mecanismos reacionais tanto de espécies organicas como
inorganicas [35].

1.4  Eletrodos Quimicamente Modificados

O termo “Eletrodos Quimicamente Modificados” (EQM's) foi inicialmente
utilizado com o intuito de designar eletrodos com espécies quimicamente ativas e
convenientemente imobilizadas nas suas superficies de modo a poder pré-
estabelecer e monitorar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solucéo e

controlar sua reatividade e/ou seletividade [35]. Desta forma, EQM’s tém sido
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propostos para varios fins e aplicacdes, desde a catalise de reacbes organicas e
inorganicas até a transferéncia de elétrons em moléculas.

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 quanto do método de imobilizacéo selecionado. Entre os
materiais convencionais mais utilizados destacam-se a platina, ouro, carbono vitreo,
mercurio na forma de filme, fibras de carbono, grafite pirolitico e pasta de carbono. A
variedade de materiais e possibilidades de combina-los proporciona um grande
campo de atuacao destes dispositivos [36-41]. De forma geral, um dos métodos mais
utilizado para a introducéo de um agente modificador sobre o eletrodo base consiste
em adsorcao, por ser um método simples e rapido.

Em processos eletrocataliticos onde a oxidacdo ou reducdo de uma
molécula reagente envolve uma cinética de transferéncia de elétrons lenta na
superficie do eletrodo, a modificacdo quimica pode acelerar a troca de elétrons entre
o0 eletrodo e a espécie envolvida e até mesmo, antecipar o inicio da reacéo,
reduzindo o sobrepotencial de ativacdo [42,43]. Além disso, 0 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 sensibilidade, seletividade, reprodutibilidade e
estabilidade ao sistema, quando comparado com o comportamento do eletrodo base
[32,44].

Inicialmente, o desenvolvimento de EQM’'s a base de compostos
biolégicos (biossensores) foi motivo de crescentes esforcos na pesquisa, devido a

sua elevada seletividade em meios complexos e a possibilidade de desenvolvimento
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de analisadores compactos e portateis. Entretanto, a maioria destes dispositivos
sofre limitacGes severas devido ao elevado custo das macromoléculas bioldgicas e a
instabilidade operacional e de armazenamento devido ao componente bioldgico.

Uma alternativa muito difundida consiste na imobilizacdo de complexos
metalicos que imitam a estrutura ou atividade catalitica dos compostos biolégicos.
Estes compostos biomiméticos devem ser estaveis em meio aquoso ou organico e,
entre os varios analogos dos compostos bioldgicos, as metaloftalocianinas aparecem
como umas das classes mais utilizadas para o desenvolvimento de sensores
biomiméticos.

1.5 Sensores a base de metaloftalocianinas (MPc)

O termo “ftalocianina” é originado da composicdo 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
coloracdo azul intenso [45]. Ftalocianina e seus derivados foram extensivamente
usados como corantes e tintas. Hoje, eles sdo comumente empregados na alta
tecnologia, como em células foto voltaicas, eletronica e sensores.

Ftalocianinas tém sido facilmente depositadas sobre diferentes tipos de
material suporte, incluindo eletrodos. A imobilizacdo desses compostos pode
modificar a sua superficie formando eletrodos modificados com atividades
eletrocataliticas. Mais de 70 tipos diferentes de ions metélicos podem formar
complexos pela coordenagdo com o anel da ftalocianina. A estrutura do anel
aromatico pode ser oxidada e/ou reduzida e se o metal central for um elemento de
transicdo, ele pode sofrer oxidagdo ou reducdo em potenciais proximos ao do anel

[46].
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As ftalocianinas sdo macrociclicos de compostos de coordenacao
altamente conjugados cujas propriedades fisicas e quimicas os tornaram alvo de
imensa pesquisa nos mais variados campos da ciéncia. Além da intensa
pigmentacado, caracteristica que proporcionou sua primeira aplicacdo como corante,
destacam-se as altas estabilidades térmica e quimica, a ndo toxidade, a atividade
redox bem definida e o carater semicondutor predominante nessas moléculas.

A ftalocianina na sua forma acida (H,Pc) € um sistema de anel com quatro
unidades isoladas unidas por atomos de nitrogénio e com dois atomos centrais de
hidrogénio (Figura 2). Os dois atomos de hidrogénio centrais da estrutura podem ser
substituidos por uma variedade de metais e metaldides para a formacdo de
metaloftalocianinas (Figura 3). As metaloftalocianinas sdo compostos geralmente
estaveis e apresentam estruturas similares as porfirinas de origem natural, que
apresentam funcfes caracteristicas em muitos sistemas bioldgicos, como clorofila,
hemoglobina, citocromos e vérias oxidases. Devido a estes motivos, varios estudos

com importancia biolégica tém sido realizados usando-se as metaloftalocianinas [47-

Pty
N
N H : N
L

Figura 2. Estrutura da ftalocianina na forma acida

50].
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Figura 3. Estrutura de uma metaloftalocianina

As metaloftalocianinas sdo pouco sollveis em solventes polares; tal
solubilidade pode ser aumentada através de substituicdes nos anéis benzénicos,
utilizando-se substituintes que apresentem carater polar, como o grupo sulfénico,
resultando na obtencédo de metaloftalocianinas tetrassulfonadas (MeTsPc) (Figura 4)

gue sao extremamente solGveis em solventes polares, como a agua [51].

SO3

Figura 4. Estrutura de uma metaloftalocianina tetrassulfonada
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As ftalocianinas tetrassulfonadas se adsorvem muito fortemente sobre as
superficies de carbono e grafite em niveis de monocamadas [52,53]. Esses eletrodos
modificados exibem atividade eletrocatalitica para uma grande variedade de reacbes
eletroquimicas de interesse pratico, como as reacfes de reducdo de oxigénio e
peréxido de hidrogénio [54,55], didéxido de carbono [56,57] e oxidacdes de
mercaptanas, hidrazina, cisteina, ions nitrito e éxido nitrico [58-62].

A atividade catalitica da metaloftalocianina esta relacionada com a
natureza do metal central na ftalocianina, onde os orbitais moleculares externos da
molécula reagente interagem com os orbitais externos localizados no metal central,
facilitando a transferéncia de elétrons entre as moléculas [45,46]. A atividade
catalitica da ftalocianina adsorvida pode, entédo, ser correlacionada com a densidade
de elétrons localizados no metal central e com o potencial formal do par redox
correspondente [44,63].

Em resumo, as ftalocianinas tetrassulfonadas constituem uma importante
classe de catalisadores e sdo compostos que apresentam uma variedade de
aplicacdo. No presente trabalho, a utilizagdo de um eletrodo modificado com
metaloftalocianina tetrassulfonada de niquel (NiTsPc) em conjunto com o
biopolimero quitosana foi investigada no desenvolvimento de um sensor
eletroquimico.

1.6 Quitosana (QT)

A sintese da quitosana foi descrita em 1894 por Hoppe-Seyler [64],
quando quitina foi submetida a um refluxo a 453 K em solugcdo concentrada de
hidréxido de potassio e resultando num produto bastante sollvel em acido acético e

acido cloridrico. Além disso, o produto solubilizado precipitava por adicdo de alcalis,
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e a este produto solubilizado se denominou quitosana, sendo assim obtida uma
substancia que possuia quantidade de nitrogénio igual a quitina original.

Devido as semelhancas estruturais, uma confusdo se estabeleceu entre
quitina e quitosana até o inicio do século XX, quando as pesquisas comprovaram
que se tratavam de substancias diferentes. Atualmente, estes compostos séo
bastante utilizados em decorréncia de grande versatilidade e campos de aplicacbes
que eles oferecem. Além do Japdo, os Estados Unidos também produzem esses
biopolimeros em grande escala, sendo esses paises 0s maiores produtores,
consumidores e pesquisadores desses polissacarideos e derivados, seguidos da
China, Noruega, Islandia, Canada, Italia, Brasil e outros [65].

O mercado mundial envolvendo quitina e quitosana esta relacionado aos
segmentos de tratamento de agua, cosmeéticos, alimentos, saude, agroquimicos,
biotecnologia, papel, téxtil, fotografia etc, e esta distribuido em empresas localizadas
nos EUA, no Canadéa, no Japao, na Europa, na Asia-Pacifico e no resto do mundo.
As empresas que mais tém se destacado sao Advanced Biopolymers AS (Noruega),
Biothera Inc. (EUA), CarboMer Inc. (EUA), Dalian Xindie Chitin Co. Ltd. (China),
Heppe GmbH (Alemanha), Kunpoong Bio Co. Ltd. (Coréia do Sul), Meron
Biopolymers (india), Navamedic ASA (Noruega) e Primex Ehf (Islandia) [65].

Devido a baixa ocorréncia natural, observada em apenas alguns
microorganismos, a quitosana é normalmente obtida por desacetilacéo da quitina. As
fontes mais viaveis economicamente para a obtencdo da quitina e,
consequentemente, da quitosana séo os rejeitos industriais dos processamentos de
crustaceos, principalmente de caranguejos, camarfes e lagostas, ja que a producao

de quitina e quitosana por microorganismos ainda é complexa, devido ao alto custo
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e problemas técnicos. Entretanto, para evitar problemas futuros, cada vez mais
crescem as investigagbes em busca de novas fontes para obtencdo de quitina e
quitosana [66-68]. A extracdo de quitina e quitosana a partir de crustaceos envolve
basicamente trés etapas: desproteinizagcdo, desmineralizacéo e desacetilacdo [69].

A quitosana é um polimero linear, a unidade primaria é o 2- deoxi-2-
(acetilamino) glicose, que se une a outras unidades, formando uma longa cadeia
linear (Figura 5). Quitosana é soluvel em acidos diluidos, sendo possivel solubiliza-la
em solucdes de acido cloridrico e de &cidos organicos como acético, formico, oxalico

e latico [70].

CH20H

Figura 5. Estrutura da quitosana

A quitosana € uma base fraca com pKa entre 6,2 — 7,0, insoluvel em pH
neutro e alcalino, no entanto, em meio acido os grupos amino sao carregados
positivamente, conferindo ao biopolimero uma alta densidade de carga [71].

A quitosana se torna soluvel apenas em pH < 4,0, ou quando o grau de
desacetilacdo for maior que 85 %, tornando a cadeia polimérica predominantemente
hidrofilica, acarretando assim na sua dissociacdo em pH em torno de 6,5 [71].

Estudos tém demonstrado que a quitosana € um excelente sorvente para
ions metalicos, com maior capacidade de sorcdo que a maioria das resinas

guelantes comerciais [72,73]. A alta afinidade da quitosana por ions metalicos se
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deve principalmente aos grupos amino (-NH>) e hidroxila (-OH) distribuida na matriz
polimérica, que servem como sitios de coordenacdo e interacdo eletrostatica,
respectivamente [74].

A grande habilidade em formar complexos com diversos ions metélicos é
favorecida pela estrutura flexivel da cadeia polimérica da quitosana, que possibilita
ao polimero adotar uma configuracdo adequada para a complexacao [75].

1.7 Determinacdes eletroquimicas de acido lipdico

Poucos trabalhos tém sido publicados na literatura sobre a determinacao
de acido lipoico utilizando técnicas eletroquimicas. ZIYATDINOVA e colaboradores
[29], em 2004, determinaram acido lipoico utilizando um eletrodo de carbono vitreo
em uma solucéo de H,SO,4 0,05 mol L™, com a técnica de voltametria de varredura
linear. Um pico anddico irreversivel bem definido foi observado em 0,72 V vs ECS, a
faixa linear obtida para a determinacéo de &cido lipéico foi de 1,15x10° a 1,73x10™
mol L™ e o limite de deteccdo foi de 5,75x10° mol L™*. O método proposto n&o foi
aplicado em amostras reais. Este mesmo autor e colaboradores [30], em 2009,
propuseram a utilizacdo de um eletrodo de carbono vitreo modificado com
multicamadas de nanotubos de carbono para a determinacdo de &cido lipdico.
Experimentos foram realizados em uma solucédo de H,SO, 0,1 mol L™ com a técnica
de voltametria de varredura linear e velocidade de 25 mV/s. A faixa linear para a
determinacdo de Acido lipdico foi de 2,6x10° a 1,8x10” mol L™* e o limite de
deteccéo foi de 1,9x10™ mol L™. A determinacéo do &cido lipoico foi realizada em
amostras farmacéuticas (Oktyabr e Marbiofarm) os valores rotulados foram de 12 e
25 mg e os valores encontrados foram de 11,09+0,2 e 24,840,6 mg,

respectivamente. O eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de
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carbono e o eletrodo ndo modificado apresentaram um potencial de pico em 0,81 V
e 0,91 V, respectivamente, apesar dessa reducdo de potencial de pico em 0,1 V, o
eletrodo modificado ndo apresentou diferenca no valor do limite de detec¢cdo em
relacdo ao eletrodo ndo modificado.

BRETT e colaboradores [4], em 2007, empregaram um eletrodo de
carbono vitreo na determinacéo de acido lipdico em solugcdo tampéao fosfato 0,1 mol
LY, pH 6,9 e utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada. O pico de
oxidacdo do acido lipdico foi registrado em 0,8 V vs Ag/AgCl, o eletrodo de carbono
vitreo apresentou uma faixa de resposta linear variando entre 1,0 x 10° a 7,5 x 10°®
mol L™ (r= 0,9997), limite de deteccéo de 1,8 x 10° mol L™ e limite de quantificacdo
de 6,1 x 10° mol L™. A determinacéo de &cido lipéico foi realizada em amostras de
suplemento dietético Poly-MVATM e Solgar-ALA utilizando a técnica de voltametria
de pulso diferencial com método de adicado padréo. A amostra de Poly- MVATM néo
apresentava a quantidade de &cido lipdico no seu rotulo e a quantidade encontrada
pelo método proposto foi de 118,60 mg L™. Na amostra Solgar- ALA a quantidade de
acido lipoico especificado no rotulo era de 60 mg por capsula e o valor encontrado
pelo método proposto foi de 58,97 mg por capsula. Apesar de boa sensibilidade, o
eletrodo de carbono vitreo apresentou problemas de estabilidade devido a adsor¢do
de produtos da oxidag&o de acido lipdico na superficie do eletrodo de carbono vitreo,
sendo necessaria a sua renovacao.

MIRANDA e colaboradores [5], em 2012, utilizaram um eletrodo de oxido
de estanho dopado com fluor para a determinacdo de acido lipéico em amostra
farmacéutica e suplemento dietético. A técnica empregada foi a de voltametria de

onda quadrada em eletrélito H,SO4 0,1 mol L™, pH 2. Sob as condi¢ées otimizadas
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uma faixa de resposta linear de 5,0x10° a 2,0x10™* mol L*foi obtida com o limite de
deteccdo de 3,68x10° mol L. A determinacdo de &cido lipéico em amostra
farmacéutica e suplemento foi realizado utilizando o método de adicdo padrao.
Comprimidos comerciais e sol-gel contendo capsulas de 2,5 mg (Policolinosil, Nupel
SL, Spain) e 100 mg (Alpha Lipoic Acid 100, GNC, USA) respectivamente. Os
resultados obtidos com o eletrodo de oxido de estanho dopado com flior concordam

com os valores rotulados no intervalo de + 4,1%.

1.8 Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi realizar um estudo das
propriedades eletroquimicas de um eletrodo de carbono vitreo modificado com
quitosana e ftalocianina tetrassulfonada de niquel para a determinacdo de acido
lipbico.

Para se atingir o objetivo proposto, 0os seguintes objetivos especificos
foram estabelecidos:

» Estudar as respostas eletroquimicas do eletrodo de carbono vitreo nado
modificado (CV), modificado com quitosana (CV/QT) e modificado com quitosana e
ftalocianina tetrassulfonada de niquel (CV/QT-NiTsPc) na auséncia e presenca de
acido lipoico;

» Estabelecer as melhores concentragbes experimentais na preparacao
de filmes QT e NiTsPc sobre CV;

e Caracterizar o filme utilizando a analise de espectroscopia de

ultravioleta visivel;
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» Estabelecer as melhores condicdes analiticas e parametros
experimentais utilizando as técnicas de voltametria ciclica, voltametria de pulso
diferencial e voltametria de onda quadrada na determinacdo de acido lipdico;

» Aplicar a melhor técnica e o eletrodo CV/QT-NiTsPc na determinacao
de acido lipbéico em suplemento alimentar e comparar com a técnica de

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Instrumentacéo

As medidas voltamétricas foram realizadas com o auxilio de um
potenciostato/galvanostato EcoChemie modelo JAUTOLAB Tipo Il acoplado a um
microcomputador dotado de uma interface GPES para controle de potencial,
aquisicao e tratamento de dados.

O sistema utilizado foi constituido de uma célula eletroquimica, com uma
tampa de Teflon e entradas para o eletrodo de trabalho, o eletrodo de referéncia de
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) e o eletrodo auxiliar de platina, como mostrada na
Figura 6. O eletrodo de trabalho utilizado foi um eletrodo de carbono vitreo (CV) com
uma area geométrica de aproximadamente 0,2 cm?® e foi utilizado ap6és o pré-
tratamento com polimento de alumina e a modificagdo com os filmes de Quitosana
(QT) e ftalocianina tetrassulfonada de niquel (NiTsPc). Antes das medidas
eletroquimicas, as solugbes eletroliticas foram mantidas saturadas com gas
nitrogénio (N,) do tipo 5.0 — Gases Especiais da White Martins S.A. (Sao Luis-MA),

para eliminagcdo de possiveis interferéncias causadas pelo oxigénio nas curvas

corrente-potencial. Eletrodo de Trabalho

Eletrodo de Referéncia

Eletrodo Auxiliar

Figura 6. Célula eletroquimica
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2.2 Reagentes e solucbes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de pureza analitica e
preparados com agua destilada e purificada, num sistema Human UP 500 UV da Bio
Human e o pH das solu¢cdes tampédo, medido em um pH-metro modelo 300 da
Analyser (Sao Paulo-Brasil).

Os reagentes acido lipoico, ftalocianina tetrassulfonada de niquel
(NiTsPc), acetonitrila e metanol foram adquiridos da Aldrich, Quitosana da FLUKA,
KH,PO, e K;HPO, foram adquirido da Merck. A solucdo tampéao Britton-Robinson
0,10 mol L* (constituida de &cido acético glacial, 4cido fosférico e &cido bérico)
preparada de acordo com os procedimentos descritos por ENSAFI, KHAYAMIAN e
KHALOO [76]. As solucdes tampéo fosfato-hidroxido de sodio (KH,PO4/NaOH),
Mcllvaine (Na;HPO,/CsHsO7), Sorensen (Na,HPO,/ KH,PO,), foram preparadas de
acordo com os procedimentos descritos na literatura [77].
2.3  Pré-tratamento da superficie do eletrodo de car  bono vitreo

Inicialmente, a superficie do eletrodo de carbono vitreo (CV) foi lixada
sequencialmente com lixas de carbeto de silicio de granulometria 600, 1200 e 2000
(3M do Brasil, Sdo Paulo-SP). Em seguida, o eletrodo foi lavado com agua purificada
e, posteriormente, imerso em agua em um sistema de banho ultra-som Unique
modelo USC - 1400, por cerca de dez minutos, para a remocao de possiveis
particulas de carbeto de silicio impregnadas na superficie do eletrodo.

Em seguida, o eletrodo CV foi submetido a um polimento manual, com
suspensao aquosa de granulagdes de alumina 1,00; 0,30 e 0,05 pm (Micropolishing
Material, Buehler Ltda). Ap6s o polimento, o eletrodo foi lavado com agua purificada,

e posteriormente, imerso em agua purificada e levado para um sistema de banho
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ultra-som por cerca de dez minutos, para a remocao de possiveis particulas de
alumina da sua superficie.
2.4  Modificacdo da superficie do eletrodo CV

O eletrodo CV pré-tratado foi modificado com a deposicéao de 20 pL sobre
a superficie do eletrodo de uma solucéo preparada pela mistura da solucdo NiTsPc
1,0 x 10 mol L™ e da solugdo QT 1,55 x 10 mol L™, seguido de evaporacdo do
solvente num dessecador acoplado a uma bomba de vacuo. No estudo da
composicéo do filme, as concentracdes de QT utilizadas foram: 6,21 x 10 4,66 x
10 3,10 x 103 1,55 x 102 e 6,21 x 10* mol L™ e as concentracdes de NiTsPc:
1,0x10%; 5,0x10™; 1,0x10™; 5,0x10° e 1,0x10™° mol L™,
2.5 Espectroscopia no ultravioleta visivel

Os experimentos de espectroscopia ultravioleta foram realizados em
espectrofotometro Varian modelo Cary 50, o comprimento de onda foi variado de
200 a 800 nm. Para os espectros de QT e QT-NiTsPc foram realizados filmes
depositados sobre uma das faces de uma cubeta de quartzo de 1 mm, seguido de
secagem por 24 horas num dessecador acoplado a uma bomba de vacuo. Os
espectros de NiTsPc foram obtidos com uma solucéo de NiTsPc 1,0 x 10 mol L™
em uma cubeta de quartzo de 1 mm de caminho éptico.
2.6  Técnicas eletroquimicas

Para a escolha da melhor técnica eletroanalitica otimizou-se os
parametros experimentais e operacionais das medidas realizadas com as técnicas
de voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda
quadrada. ApoOs as otimizacgfes, curvas analiticas foram obtidas e comparados os
resultados, a técnica que apresentou melhor sensibilidade foi utilizada para os

estudos posteriores.
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2.7 Preparacao da amostra comercial

A amostra de suplemento dietético utilizada foi o acido a-lipéico 300 mg,
contendo 60 comprimidos, lote n°® 1032119, fabricado na Empresa MRM (Metabolic
Response Modifiers). Na preparacdo da amostra, foram macerados 3 comprimidos
até a obtencdo de um po fino e diluido em uma solucédo de etanol 25% e filtrada
(filtro com membrana DU rapore 0,45U de poro, 13 mm).

2.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A técnica mais comumente utilizada para a determinacéo do acido lipdico
€ a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Assim sendo medidas
cromatograficas foram realizadas usando o método da USP (THE UNITED STATES
PHARMACORPEIA) [78] e um cromatografo modelo Agilent 1200 Series, equipado
com bomba quaternaria, com detector UV-VIS e coluna Microsorb-MV 100 C18 (250
mm x 4,6 mm x 5um). A fase movel utilizada foi composta de metanol, solucao
fosfato monobasico 5 x 10 mol L™ e acetonitrila (116: 92 : 18) mL e o ph 3,25
ajustado com uma solucdo de acido fosférico 8,3%, temperatura 35°C, vazéo de 1
mL por minuto, com comprimento de onda de 215 nm e volume da injecédo de 20pL,
método isocratico.

Na diluicho da amostra e do padréo foi utilizado um solvente tampéo,
preparado pela mistura de acetonitrila e solucdo de fosfato monobasico 5 x 10 mol
L™ (1v:1v), e o pH ajustado para 3,9 com uma solucéo de &cido fosférico 8,3% . Em
seguida a solucéao foi filtrada.

2.9 Limpeza dos materiais de vidro
Antes de serem utilizados, a célula eletroquimica e os materiais de vidro

utilizados nos experimentos foram imersos numa solugéo alcalina de permanganato
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de potassio, por cerca de 30 min, depois lavados com solucdo acida de peroxido de

hidrogénio (H.SO, : H,O,, 1:1) e finalmente lavados com agua purificada.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1  Comportamento voltamétrico do acido lipoico sob re o eletrodo CV
modificado com QT-NiTsPc

A Figura 7 (a,b) mostra os voltamogramas ciclicos do eletrodo de carbono
vitreo (CV) e do eletrodo de carbono vitreo modificado com quitosana e ftalocianina
tetrassulfonada de niquel (CV/QT-NiTsPc) na auséncia do acido a-lipdico (ALA) em
uma solucdo tampéo fosfato pH 7. O eletrodo CV também foi modificado com
NiTsPc mas, ndo apresentou estabilidade devido sua alta solubilidade em solucéo
aquosa. Os voltamogramas ciclicos na presenca de 2,5x10™ mol L™ de ALA em uma
solucéo tampéo fosfato pH 7 do eletrodo CV, eletrodo CV modificado com quitosana

(CV/QT), do eletrodo CV/QT-NiTsPc, sdo apresentados na Figura 7 (c,d,e)

respectivamente.
40
30 (e)
< 204
3
= (d)
©
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E/V vs Ag/AgCI

Figura 7. Voltamogramas ciclicos do eletrodo CV (a) e CV/QT-NiTsPc (b) na auséncia de
ALA e dos eletrodos CV (c), CV/QT (d) e CV/QT-NiTsPc (e) na presenca de 2,5x10™ mol L™

de ALA em uma solucdo 0,1 mol L™ de tamp&o fosfato pH 7, v= 0,05 V s™.
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Os voltamogramas na Figura 7 (a, b) ndo apresentam nenhum pico
voltamétrico (processo faradaico), ou seja, ndo se observa transferéncia de elétrons
na interface eletrodo-eletrélito e que a corrente observada € de natureza capacitiva.
Os voltamogramas na Figura 7 (c, d, €) mostram um pico anodico irreversivel com
potencial de pico (Ep,) em torno de 0,85V sobre o eletrodo CV (Figura 7c) e 0,90 V
sobre o eletrodo CV/QT (Figura 7d) na presenca de ALA em solucdo. Estes valores
indicam um deslocamento de 50 mV no valor de E, para valores mais positivos, ou
seja, que a modificacdo do eletrodo CV com QT diminui a sua atividade catalitica
para a oxidacdo de ALA. Esta observacdo pode ser atribuida a um aumento na
resistividade da interface eletrodo/solucéo com a presenca do biopolimero sobre a
superficie do eletrodo.

Por outro lado, quando o eletrodo CV foi modificado com QT-NiTsPc e
colocado no eletrolito contendo ALA (Figura 7e), o potencial do inicio da oxidac&o
deslocou-se para valores menos positivos (cerca de 100 mV) em relag&o ao eletrodo
CVIQT e apresentou um valor de corrente de pico (lp) cerca de 1,6 vezes maior,
mostrando um aumento na atividade catalitica do eletrodo CV para a oxidagédo de
ALA.

3.2 Otimizacgdo das condi¢cbes experimentais paraam  odificagéo do eletrodo
CV com filmes QT-NiTsPc

Para a modificacdo da superficie de um eletrodo € essencial estabelecer
as melhores condicbes experimentais da metodologia adotada. Neste sentido,
estudos do desempenho do eletrodo CV/QT-NiTsPc para a oxidacdo de ALA em
fungéo da variagédo nas concentragdes de QT e de NiTsPc utilizadas no processo de

modificacao do eletrodo CV foram realizados.
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Inicialmente, a concentracdo de NiTsPc foi fixada em 1,0 x 10° mol L™ e
solucdes de QT com concentracdes de 6,21 x 103, 4,66 x 10 3,10 x 103 1,55 x
102 e 6,21 x 10 mol L™ foram utilizadas. Os resultados da oxidacéo de ALA sobre
os eletrodos CV/QT-NiTsPc modificados sob estas condicbes sdo apresentados na
Figura 8. Estes resultados mostram que o maior valor de |, foi registrado para uma
concentracdo de QT de 1,55 x 10° mol L™ (Tabela 1); portanto, foi a concentracdo

escolhida para continuidade do trabalho.

80

70+ QT 1,55x10%mol L™
1 QT 3,10x10°mol L™
QT6,21x10" mol L™

QT 4,66x10°moL™

60

1 QT 6,21 x 10° molL ™
50

'A
A

40

IluA

30+
204

10+

04 05 06 07 08 09 10 11 12 13
E/V vs Ag/AQCI

Figura 8. Voltamogramas ciclicos para a oxidagdo de ALA sobre um eletrodo CV /QT-
NiTsPc a partir de solucdes contendo 1,0x10° mol L™ de NiTsPc e diferentes concentracdes
de QT. Eletrélito tampéo fosfato pH 7 contendo 1x10° mol L™ de ALA, v= 0,05V s™.

Tabelal. Efeito da concentracdo de QT na resposta do eletrodo CV / QT- NiTsPc.

[QT]/mol L™ Ip / uA
6,21 x 107 51,44
4,66 x 10° 63,14
3,10 x 10° 66,54
1,55 x 10 69,56
6,21 x 10™ 58,31
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Na etapa seguinte, com a concentracdo de QT fixada em 1,55 x 10 mol
L™, a concentracéo de NiTsPc na solucdo utilizada para modificagéo do eletrodo CV
foi variada entre 1,0x10” e 1,0x10 mol L™ e os voltamogramas de varredura linear
registrados sdo apresentados na Figura 9. O maior valor de |, para a oxidagdo de
ALA sobre estes eletrodos modificados foi obtido com a solugdo de concentragcao
1,0x10°mol L™ de NiTsPc (Tabela 2). Experimentos realizados com concentracées
de NiTsPc de 5,0x10° mol L™ resultaram em modificacdes que indicaram lixiviacdo
de NiTsPc (identificado por coloracdo azul do eletrolito a partir da superficie do
eletrodo modificado), bem como descolamento do filme de QT. Assim sendo, o
eletrodo CV passou a ser modificado a partir de solucées 1,55 x 10° mol L de QT e

1,0x10° mol L de NiTsPc.

80+ NiTsPc 1x10

01 NiTsPc 5x10 *
60-
50-

40+

1WA

304
201

104
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o4 o5 06 o07 08 09 10 11 12 13

E/V vs Ag/AgCI

Figura 9. Voltamogramas ciclicos para a oxidacdo de ALA sobre um eletrodo CV /QT-
NiTsPc a partir de solucdes contendo 1,55x10° mol L™ de QT e diferentes concentracdes de
NiTsPc. Eletrélito tampao fosfato pH 7, contendo 1x10° mol L™ de ALA, v= 0,05V s™.
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Tabela 2. Efeito da concentracao de NiTsPc na resposta do eletrodo CV/QT-NiTsPc.

NiTsPc]/mol L * Ip/

[ ] p/ HA
1,0x 107 77,73
5,0 x 10* 68,48
1,0 x 10* 59,32
5,0x10° 53,09
1,0 x 10° 51,44

3.3  Espectroscopia na regido do UV-Visivel

A andlise por espectroscopia na regiao ultravioleta visivel (UV-Visivel) foi
feita para comparar as caracteristicas de absorcdo das moléculas nessa regido, as
quais dependem das transi¢cdes eletrbnicas dos atomos presentes nos sistemas
estudados [79]. Por fim, a presenca de novas bandas de absor¢cdo ou suas
modificacdes observadas nos espectros pode indicar o tipo de ligacdo ou interacao
entre os grupos estudados [80-81].

O espectro UV-Vis de absorcdo da quitosana (Figura 10a) apresenta
maximo de absorcdo na regido de comprimento de onda (A) de 200 a 250 nm,
atribuidos ao grupamento amina presente na sua estrutura [82].

No espectro de absorcdo no UV-Vis da solucdo de NiTsPc (Figura 10b)
podemos ver duas bandas de absorcdo, estdo relacionadas as transicoes
eletrbnicas diretas entre os orbitais moleculares [53] e sdo conhecidas como banda
B ou Soret na regido entre 250-500 nm e banda Q na regido entre 600-800 nm.
Estas bandas relacionam-se com as transicdes T—1* permitidas. Quanto a banda
Q, o0 maximo em 655 nm corresponde a absorcdo eletronica das espécies
monomericas enquanto o0 maximo em 624 corresponde a absorcéo eletronica das
espécies diméricas [53]. Resultados semelhantes foram observados para o sistema

de QT-NiTsPc (Figura 10c), no entanto, as bandas apresentaram um deslocamento
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de 624 para 605 nm para as espécies diméricas e de 655 para 669 nm para as
espécies monoméricas. Tal deslocamento pode ser atribuido as interacdes idnicas
entre os grupos sulfénicos (SO3) de NiTsPc com grupos protonados amina (NHs") da

quitosana.

(@)

| B S m— T T T T T — T T T
200 300 400 500 600 700 800
A nm

Figura 10. Espectros de absorcéo das solucées de QT-filme (a), NiTsPc 1x10™* mol L™
(b) e QT-NiTsPc-filme (c).

3.4  Estudo da velocidade de varredura sobre o eletr  odo CV/QT-NiTsPc

A Figura 11 apresenta os voltamogramas de varredura linear registrados
em diferentes velocidades de varredura do potencial (v) para a reacdo de oxidacéo
de ALA sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc em uma solucdo tampao fosfato (pH 7)
contendo 1x10° mol L* de ALA, saturada com nitrogénio. Os voltamogramas
apresentados mostram que ha um aumento do sinal analitico (correntes anddicas)

com aumento da velocidade de varredura do potencial. A partir destes dados foi

Ana Caroline Terreira Santos



Resultados e Discussdo 30

Y2 o qual resultou numa dependéncia

construido o grafico de I, em fungéo de (v)
linear (Figura 12), ou seja, de acordo com O esperado para um processo
eletroquimico irreversivel, com controle difusional expresso pela Equacéo 1 [83]:

b= (2,99x107°) n A (an,)*? Co*Do v 1)
onde n representa o numero total de elétrons envolvidos na reacdo de oxidacdo de
ALA; A a area do eletrodo de trabalho (0,2cm?); “an,” o parametro que reflete a
irreversibilidade da reacdo e; “D,” (cm? s™) o coeficiente de difusdo da espécie

eletroativa em solucdo; C,* (mol cm™) a concentracdo dessas espécies. No presente

estudo, o valor do coeficiente de difuséo utilizado foi de Dy=1,1x10° cm? s™ [4].

175
150
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100
< : 200mV
?: 754 l75m\\//
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50+ 75mV
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254 10mV
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T T T T 1 1 T
04 05 06 07 08 09 10 11 1.2
E/V vs Ag/AgCI

Figura 11. Voltamogramas de varredura linear da oxidacdo de ALA registrados sobre o
eletrodo CV/QT-NiTsPc em diferentes velocidades de varredura do potencial. Solucdo

tampéo fosfato (pH7) contendo 1x10° mol L™ de ALA, saturada com N..
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Figura 12. Grafico da dependéncia de Ip, com (v)*2.

O parametro an, na Equacdo 1 pode ser determinado através da
dependéncia linear do potencial de pico (E,) com o logaritmo da velocidade de
varredura do potencial (Log v) [83], ou seja, de acordo com a Equacéao 2:

E,= K+ [0,03/(a ny) ] (Log v) (2)
onde K € uma constante, R a constante dos gases, T a temperatura absoluta e F a
constante de Faraday. Assim, o grafico de E, vs. Log v foi construido (Figura 13) e o
valor para an, foi determinado como sendo de aproximadamente 0,68. Substituindo-
se este valor na Equacao 1, foi possivel obter um valor para n de aproximadamente
2, 0 que sugere que a reacao de oxidacdo de ALA sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc
ocorre segundo um mecanismo envolvendo 2 elétrons, ou seja, de acordo com a

equacao [5]:
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COOH COOH
—_— + 26 + 2H

S—s S—S\

(e}
Acido alfa-Lipdico Acido beta-Lipéico (3)
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0,87+
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0,84+
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Figura 13. Grafico da dependéncia de E, com Log v.

3.5 Otimizacdo de Parametros Analiticos

Para investigar a possibilidade da aplicagcdo do eletrodo CV/QT-NiTsPc
como um sensor eletroquimico para a deteccdo de ALA, experimentos para
estabelecer as melhores condi¢gBes eletroanaliticas foram realizados. Inicialmente,
medidas de voltametria de varredura linear em uma solugdo tampao Britton-
Robbinson de diferentes pH’s contendo 1,0x10° mol L™ de ALA (Figura 14 e Tabela

3) mostraram um valor maximo de corrente de pico (l,) em pH 7.
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Figura 14. Voltamogramas de varredura registrados sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc em
solugdes Britton-Robinson de diferentes valores de pH, contendo 1,0x10° mol L™ de ALA, v=

0,05V s™. Temperatura ambiente.

Tabela 3. Valores de Ip referentes a diferentes pH’s na oxidagédo de ALA.

pH Ip/ pA

45,0

55,8

62,8

75,4

O N o M DN

69,6

10 57,5

Em seguida, para se avaliar a influéncia da natureza da solugdo tampéao
no comportamento do eletrodo CV/QT-NiTsPc na presenca de ALA, experimentos
similares foram realizados em 5 (cinco) solu¢gBes tampdo: 1) Fosfato-hidroxido de
sédio, 2) Sorensen, 3) Mcllvaine, 4) Fosfato de potassio e 5) Britton-Robinson, de pH

7, e os resultados sé&o apresentados na Figura 15. Uma comparacao dos valores de
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Ip extraidos desta figura (Tabela 4) mostra que a solucéo tampao fosfato de potassio

(K2HPO4/KH,PO,) foi a que apresentou maior magnitude de corrente.

|/ pA

Fosfato- NaOH

Mcllvaine \
Sorensen <
0,4

Figura 15. Voltamogramas de varredura registrados sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc em
diferentes solucdo tampdo de pH 7 contendo 1,0x10° mol L de ALA, v= 0,05 V s™

Temperatura ambiente.

Tabela 4. Dependéncia da corrente de pico (I,) da oxidagdo de ALA com a natureza da

solugéo tampéao pH 7, sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc. Dados extraidos da Figura 15.

Solugéo Tampéo Ip/ pA
Fosfato de potassio 76,7
Britton Robinson 72,4
fosfato-hidroxido de sédio 52,9
Mcllvaine 47,7
Sdrensen 41,3

3.6  Estudo de repetibilidade
Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados

empregando solugdes padrdo ALA 1,0x10 mol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L. O
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estudo de repetibilidade intra dias foi feito por medidas sucessivas realizadas com o
eletrodo CV/ QT-NiTsPc no mesmo dia (n=10) e o desvio padrao relativo obtido foi
de 0,67%.

No estudo de repetibilidade inter dias foram realizadas 5 medidas em
dias alternados, com o eletrodo CV/QT- NiTsPc preparado diariamente (n=5) e
testado em solucdes de ALA 1x10° mol L. Os resultados apresentaram desvio
padrao relativo de 1,15%.
3.7  Curva Analitica utilizando a técnica de VC

ApoOs estabelecer as condi¢cdes analiticas otimizadas para a deteccéo
voltamétrica de ALA com o eletrodo CV/QT-NiTsPc, voltamogramas ciclicos em uma
solucdo tampéao fosfato de pH 7, antes e apos adi¢cdes consecutivas de 20 pL de
uma solucdo 1,0x10° mol L™ de ALA, foram registrados e sdo apresentados na
Figura 16. A partir dos valores de |, extraidos desta Figura, uma curva analitica foi
obtida e é apresentada na Figura 17. Em seguida, uma analise da curva analitica
para calcular os limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foi realizada, de

acordo com IUPAC [84].
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos registrados sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc em uma

solucdo tampao fosfato pH 7, apdés 21 adicBes consecutivas de 20 pyL de uma solucdo
1,0x10° mol L de ALA, v =0,05 V s™ e temperatura ambiente.
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Figura 17. Curva analitica da deteccdo de ALA sobre um eletrodo CV/QT-NiTsPc em uma
solugao tampéo fosfato pH 7.
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Para o calculo dos limites de deteccdo e quantificacdo, utilizou-se o
desvio padrdo da média aritmética de 10 voltamogramas do branco. A partir destes
valores, calculou-se o limite de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ) para o ALA de

acordo com as Equacdes 4 e 5:

LD = 3xSd

b (4)
1O = 10xSd

b 5)

onde Sd é o desvio padrdo da média aritmética de 10 brancos e b o valor do
coeficiente angular da curva analitica. Os limites de detec¢do e de quantificacdo
obtidos para o intervalo de concentracéo 1,99 x10° a 4,21x10° mol L™ foram de 9,72
x 10® e 3,24 x 107, respectivamente, com comportamento linear e de acordo com a
equacdo: (Ipa/uA): 6,88 + 0,832 x 10" [ALA] mol L™, e um coeficiente de correlacdo
de 0,998.
3.8  Voltametria de pulso diferencial (VPD)

Continuando os estudos da avaliacdo analitica do eletrodo de CV/QT-
NiTsPc, verificou-se o0 comportamento deste eletrodo utilizando a técnica de
voltametria de pulso diferencial (VPD). O voltamograma apresentou um pico de
oxidacdo para o ALA em torno de 0,81V vs Ag/AgCl, como pode ser observado na

Figura 18.
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Figura 18. Voltamograma de pulso diferencial registrado sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc em
uma solugéo tampdo fosfato pH 7, contendo 1x10° mol L™* de ALA. v =0,005 V s* e

temperatura ambiente.

3.8.1 Otimizacao dos parametros da voltametria de pulso diferencial

Na voltametria de pulso diferencial € de grande importancia a otimizacéo
dos parametros desta técnica para se obter as melhores respostas. Desta forma, os
parametros velocidade de varredura, tempo de duracdo de pulso e amplitude de
pulso foram avaliados. Inicialmente estudou-se a velocidade de varredura no
intervalo de 0,005 a 0,015 V s, e foram mantidos em 70 ms e 0,050 V os
parametros de tempo de duracdo do pulso e amplitude de pulso, respectivamente.
Na Figura 19 sdo apresentados os voltamogramas de pulso diferencial obtido sob
diferentes velocidades de varredura de potencial. Observa-se que 0S picos se
mostraram bem definidos em todas as velocidades, foi escolhida a velocidade de

0,007 V s para dar prosseguimento ao trabalho.
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Figura 19. Voltamogramas de pulso diferencial da oxidacdo de ALA registrados sobre o
eletrodo CV/QT-NiTsPc em diferentes velocidades de varredura do potencial. Solugéo

tampéo fosfato pH 7, contendo 1x10° mol L™ de ALA, saturada com N,.

Para o estudo do tempo de duracéo de pulso foi avaliado um intervalo de
tempo entre 20 a 70 ms, mantendo-se constante a velocidade de varredura em
0,007 V s' e a amplitude de pulso em 0,050 V. Os voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para ALA nos diferentes valores de duracdo de pulso para o

eletrodo CV/QT-NiTsPc sao apresentados na Figura 20.
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Figura 20. Voltamogramas de pulso diferencial da oxidacdo de ALA registrados sobre o
eletrodo CV/QT-NiTsPc em diferentes tempo de duracdo de pulso. Solu¢do tampéo fosfato
pH 7, contendo 1x10° mol L™ de ALA, v=0,005V, saturada com N,.

A partir dos voltamogramas verifica-se uma diminuicdo na corrente de
pico com o0 aumento dos valores de tempo de duracdo do pulso e
consequentemente uma perda na sensibilidade analitica. No tempo de 20 ms foi o
que apresentou um alto valor de corrente de pico, portanto, esse foi o tempo de
duracéo de pulso selecionado.

O ultimo parametro a ser otimizado na técnica de VPD foi a amplitude do
pulso. Este estudo foi realizado no intervalo de 0,010 a 0,1 V, com variacdo de
0,010V, sendo fixados os valores de tempo de duracdo de pulso e velocidade de
varredura em 20 ms e 0,007 V s, respectivamente.

A Figura 21 mostra os voltamogramas de pulso diferencial ALA obtido em
diferentes amplitudes de pulso no eletrodo. Observa-se que a medida que é

aumentada a amplitude de pulso ocorre um aumento na intensidade de corrente de
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pico, assim como um deslocamento de potencial. Neste caso, para os estudos
subsequentes, foi escolhida a amplitude de pulso de 0,050 V devido o alto valor de

corrente sem deslocamento de potencial.

40 -
351
30
254

20

I/uA

154
10 + 01V
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0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 11

E/V vs Ag/AgCI

Figura 21. Voltamogramas de pulso diferencial da oxidacdo de ALA registrados sobre o
eletrodo CV/QT-NiTsPc em diferentes valores de amplitude. Solucdo tampé&o fosfato pH 7,
contendo 1x10° mol L™ de ALA, v=0,005 V s, saturada com N,.

3.8.2 Curva analitica utilizando a técnica de VPD

AplOs a otimizacdo dos parametros experimentais para o eletrodo de
CVIQT-NiTsPc utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial, a curva
analitica foi construida para verificar a resposta eletroquimica deste eletrodo em
funcdo da concentracdo de ALA. Adicdes de 20uL foram realizadas a partir de uma
solucdo padréo 1,0x10° mol L™ de ALA em 20 mL de tampao fosfato pH 7.

Na Figura 22 sédo apresentados os voltamogramas de pulso diferencial
registrado sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc apoOs sucessivas adicdes de ALA no

intervalo de 9,99 x 107 a 3,38 x 10®° mol L? e na Figura 23 é apresentada a
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respectiva curva analitica. O comportamento linear apresentou um coeficiente de
correlacdo (r) de 0,999 e de acordo com a equacao (Ipa/pA): 2,77 + 0,4 x 10° [ALA]
mol L. Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para o intervalo de

concentracdo estudado foram de 3,49 x 107 e 1,16 x 10° mol L™, respectivamente.

16
14-
12]
101

0,8 1

I/uA

0,6
0,4
0,2

0,0— [ e

0.2 T T T T T T T T T T T T T L T T
060 065 070 075 080 08 09 09 100 1,05
E/V vs Ag/AgCl

Figura 22. Voltamogramas de pulso diferencial registrado sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc
em uma solucdo tampéo fosfato pH 7, na concentracdo de 9,99 x 10" a 3,38 x 10®° mol L™
de ALA, v =0,005 V s*, saturada com N.,.
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Figura 23. Curva analitica da deteccdo de ALA sobre um eletrodo CV/QT-NiTsPc em uma

solucéo tampéao fosfato pH 7.

3.9 Voltametria de onda quadrada (VOQ)

Os voltamogramas de onda quadrada apresentaram um comportamento
semelhante aqueles obtidos por voltametria de pulso diferencial, apresentando um
pico de oxidacdo para o acido lipoico em torno de 0,8 V vs Ag/AgCI. Na técnica de
VOQ, a corrente medida é uma resultante entre as correntes de varredura no sentido
direto e no sentido reverso de aplicagdo dos pulsos de potencial. A separacéo
destes componentes pode ser utilizada para se observar a presenca de picos em
ambos os sentidos e, assim, realizar uma avaliagéo prévia do tipo de reacdo redox
que esta ocorrendo na superficie do eletrodo. A Figura 24 apresenta a separacéo
dos componentes de corrente para o ALA sobre o eletrodo CV-QT/NiTsPc. Observa-
se que a corrente resultante é semelhante a corrente direta e ainda a corrente
reversa apresenta pico no sentido anédico no lugar onde nao deveria aparecer pico,

uma vez que o processo € irreversivel, como visto no estudo de voltametria ciclica.
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Este tipo de comportamento é geralmente observado quando a velocidade de
varredura de potencial (frequéncia x incremento de varredura) é relativamente alta
restando na superficie do eletrodo pequena concentracdo de espécie eletroativa que
€ oxidada, apesar da inversdo do pulso de potencial ter sido aplicado no sentido

catodico.
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304

201
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104
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E/V vs Ag/AgCI

Figura 24. Voltamogramas de onda quadrada registrado sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc em

uma solugdo tampao fosfato pH 7, contendo 1x10° mol L™ de ALA.

3.9.1 Otimizagdo dos parametros da voltametria de onda quadrada

Para avaliar o desenvolvimento de um procedimento analitico
empregando a técnica de voltametria de onda quadrada, otimiza¢cGes de parametros
como a frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial, amplitude de pulso de
potencial e o incremento de varredura de potencial, devem ser realizadas para
melhorar de forma significativa a resposta voltamétrica. A frequéncia de aplicacao

dos pulsos de potencial € uma das mais importantes variaveis na voltametria de
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onda quadrada, pois é ela que determina a intensidade dos sinais e
consequentemente a sensibilidade do método. Nesse sentido, estudou-se a variagcao
da frequéncia no intervalo de 10 a 50 s™ e foram mantidos a amplitude de pulso e o

incremento de varredura em 0,050 V e 0,001 V, respectivamente.

A Figura 25 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para o
ALA com a variacao da frequéncia. Observa-se que a medida que se aumentou a
frequéncia de aplicacdo de pulsos de potenciais ocorreu também um aumento na
intensidade da corrente de pico e um pequeno deslocamento dos potenciais de pico
para valores mais positivos. Portanto, a frequéncia escolhida foi a de 20 s, uma vez

que apresentou maior valor de corrente sem deslocamento de potencial.
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Figura 25. Voltamogramas de onda quadrada da oxidacdo de ALA registrados sobre o
eletrodo CV/QT-NiTsPc em diferentes valores de frequéncia. Solu¢do tampao fosfato pH 7,

contendo 1x10° mol L™ de ALA, saturada com N..

Ana Caroline Terreira Santos



Resultados e Discussdo 46

Segundo a teoria da voltametria de onda quadrada [85,86] para sistemas
irreversiveis controlados por difusdo, a intensidade de corrente de pico varia
linearmente com a frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial. A Figura 26
mostra o comportamento da corrente de pico em funcéo da variacdo da frequéncia
(f), para o sistema estudado e a linearidade obtida, confirmou que o processo de

oxidacdo do ALA sobre o eletrodo de CV/QT-NiTsPc é irreversivel.
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Figura 26. Dependéncia da corrente de pico com a frequéncia de onda quadrada para a
oxidacdo do ALA. Dados extraidos da Figura 25.

Outro parametro avaliado foi a influéncia da amplitude de pulso de
potencial na corrente de pico para a oxidacdo do ALA, uma vez que pode ser Util
definir o tipo de processo redox envolvido, jA que para sistemas totalmente
irreversiveis, o aumento da amplitude pode deslocar os valores de potenciais de
pico, provocar mudancas significativas nas larguras de meia-altura dos

voltamogramas, e, além disto, o aumento da amplitude também pode provocar
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aumento da corrente de pico. O estudo foi realizado no intervalo de 0,010 a 0,1 V,
com variacdo de 0,010V sendo fixados os valores de frequéncia e incremento de
varredura igual a 20 s e 0,009 V s™, respectivamente e os voltamogramas obtidos
para o ALA nos diferentes valores de amplitude estdo apresentados na Figura 27. O
aumento da intensidade de corrente foi linear para valores de amplitudes menores
que 0,05 V. Adicionalmente, amplitudes maiores que 0,05 V resultaram na distorcéo
e alargamento dos picos voltamétricos, ndo atuando de modo significativo na
sensibilidade para propositos analiticos. Assim a amplitude selecionada para

continuidade deste trabalho foi de 0,05 V.
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E/V vs Ag/AgCI

Figura 27. Voltamogramas de onda quadrada da oxidacdo de ALA registrados sobre o
eletrodo CV/QT-NiTsPc em diferentes valores de amplitude. Solucdo tampéo fosfato pH 7,
contendo 1x10 mol L™ de ALA, saturada com N,.

Na voltametria de onda quadrada a velocidade efetiva é resultado do

produto da frequéncia pelo incremento de varredura. Deste modo, o incremento de
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varredura € um parametro que também deve ser analisado e foi realizado no
intervalo de 0,001 a 0,005 V, sendo fixados os valores de frequéncia e amplitude
igual a 10 s e 0,05 V, respectivamente. A Figura 28 apresenta os voltamogramas
obtidos para a oxidacdo do ALA e mostra que os valores de incremento de varredura
acima de 0,002 V resultaram num pequeno alargamento do voltamograma, assim
como um deslocamento para potenciais mais positivos. Sendo assim, o incremento

de varredura de potencial empregado neste trabalho foi de 0,002 V.

50 4

40
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0+ 0,001V
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E/V vs Ag/AgCI

Figura 28. Voltamogramas de onda quadrada da oxidacdo de ALA registrados sobre o

eletrodo CV/QT-NiTsPc em diferentes valores de incremento de varredura. Solugao tampéao

fosfato pH 7, contendo 1x10° mol L™ de ALA, saturada com N,.
3.9.2 Construcao da Curva Analitica

ApoOs a otimizacdo dos parametros envolvidos na técnica de voltametria
de onda quadrada, a curva analitica foi construida. Para isso aliquotas de 20uL de

uma solucdo padrdo de ALA na concentracdo de 1,0 x 10° mol L* foram
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adicionadas em 20 mL de tamp&o fosfato 1,0 mol L. A Figura 29 mostra os
voltamogramas de onda quadrada registrados variando-se a concentracdo de ALA
de 9,9 x 10" mol L a 8,17 x 10° mol L™ e a curva analitica resultante é apresentada
na Figura 30. O comportamento é linear de acordo com a equacéao: (Ipa /pA) = 1,4 +
0,77x 10’ [ALA] mol L™, com um coeficiente de correlacdo de 0,998. A partir desse
dados os limites de deteccéo e quantificacéo obtidos foram de 1,69x 107 e 5,62 x 10°

"mol L?, respectivamente.

I/luA

— . . . . . —
060 065 07 0,75 080 085 09 09 100 1,05
E/V vs Ag/AgCI

Figura 29. Voltamogramas de onda quadrada registrado sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc em
uma solugéo tampé&o fosfato pH 7, na concentracdo de 9,996 x 10" a 8,17 x 10° mol L™ de

ALA, saturada com N..
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Figura 30. Curva analitica da deteccdo de ALA sobre um eletrodo CV/QT-NiTsPc. Dados
extraidos da Figura 29.

3.10 Comparacéao das técnicas VC, VPD e VOQ paraa d eterminacdo de ALA
sobre o eletrodo CV/QT-NiTsPc

ApoOs os estudos e otimizacdes de todos os parametros de voltametria
ciclica, pulso diferencial e onda quadrada, e a construcdo das curvas analiticas para
a determinacdo do ALA por essas trés técnicas, foi possivel fazer uma comparacéo
entre os resultados obtidos (Tabela 5).

De acordo com a tabela, as técnicas aplicadas obtiveram valores de
sensibilidade da mesma ordem de grandeza, no entanto a técnica de voltametria

ciclica foi a técnica que apresentou os melhores valores para LD e LQ.
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Tabela 5. Comparacao das técnicas de voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e

voltametria de onda quadrada para a determinacéo do ALA.

Parédmetros vC VPD VOQ
Equacao da reta 6,88 + 0,83 x 10" | 2,77 + 0,40 x 10’ 1,40 + 0,77 x 10’
(Ipa/pA) [ALA] [ALA] [ALA]
Limite de deteccéao
(molL ™) 9,72 x 10° 3,49 x 107 1,69 x 10”7
Limite de
quantificacéo (mol L ™) 3,24%x10 1,16 x 10° 5,62 x 107
Intervalo de resposta 1,99 x 10° a 9,99 x 10" a 9,9x10"a
linear (mol L ™) 4,21 x 10° 3,38 x 10° 8,17 x 10°
3.11 Determinacdo de ALA em suplemento alimentar e validacdo do

procedimento analitico proposto com base em andlise s com Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Com o objetivo de avaliar o desempenho do procedimento analitico
proposto, determinacdes de ALA foram realizadas em suplemento alimentar. Com o
método de adicdo padrdo em trés comprimidos. A Figura 31 mostra o0s
voltamogramas obtidos pelo método de adicdo padrdo para uma amostra de
suplemento dietético. O procedimento desenvolvido se mostrou simples rapido e

eficiente para a determinacdo de ALA em suplemento dietético.
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Figura 31. Voltamogramas de varredura linear obtidos para a determinacdo de ALA em
suplemento alimentar. (1) amostra suplemento dietético; (2) amostra suplemento dietético +
3,98 x 10 mol L™ de solugdo padréo de ALA; (3) amostra suplemento dietético + 7,93 x 10°
mol L™ de solugéo padrdo de ALA; (4) amostra suplemento dietético + 1,18 x 10° mol L™ de
solucdo padrdo de ALA.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para fazer
uma comparagcdo com os resultados obtidos na determinacdo de ALA em
suplemento dietético com a voltametria ciclica utilizando o eletrodo CV/QT-NiTsPc.
Nas condi¢cdes experimentais empregadas (parte experimental), o ALA apresentou
um tempo de retencdo de 4,35 minutos. Um cromatograma tipico é apresentado na

Figura 32.
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Figura 32. Cromatograma para o ALA na concentracdo de 4,36 x 10 mol L™.

A curva analitica (Figura 33) obtida por HPLC para o ALA no intervalo de

concentracdo de 4,85 x 10° a 4,36 x 10® mol L' também apresentou

comportamento linear de acordo com a equacéo: A (mUA) = 4,54 + 1,82 x 10° [ALA]

mol L.
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Figura 33. Curva analitica obtida para o ALA empregando HPLC.

5,0x10™
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Na Tabela 6 encontram-se os resultados obtidos para a determinacéo de
ALA no suplemento dietético analisado com as técnicas de por HPLC e por VC.
Observa-se que os resultados obtidos pelo método proposto empregando VC estéo
em concordancia com os resultados obtidos pelo método de referéncia empregado,
HPLC.

Tabela 6. Determinacdo de ALA em cépsulas de suplemento alimentar.

Valor rotulado CV/QT-NiTsPc Método oficial
Amostra / mg / mg 'm
Suplemento Alimentar 300 303,88 (+1,75) 303,48 (£1,59)

*medidas realizadas em triplicatas

3.11.1 Teste estatistico

A comparacao entre os dois métodos aplicados foi realizada atraves do
teste t de Student, utilizando delineamento para amostras equivalentes ou pareadas.
Este procedimento foi realizado, visando a avaliacdo de diferenca estatisticamente
significativa entre as médias obtidas nos métodos.

Neste sentido, os dados da Tabela 6, permitiram construir a Tabela 7 o
teste de significancia estatistica (teste t). A partir do ganho médio e do erro padrao,
para a diferenca entre as meédias [87], 0 Tca (t calculado) foi de 4,01. Este valor €
menor que 0 Ty (t tabelado) 4,30, indicando que as meédias nao sao
significativamente diferentes, para nivel de significancia estatistica inferior a um
ponto percentual (ns < 5%) e grau de confianca de 95%.

Tabela 7. Teste estatistico

Teste Graus de Erro Tean
aplicado liberdade Ganho médio padréo T ca (95%)
T student

pareado 2 0,23 0,10 4,01 4,30
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Além disso, a diferenca entre as médias ajustadas obtidas para o método
cromatografico e o método proposto, foi comparada através de barras de erro
(Figura 34), onde cada barra se estende por um desvio padrdo da média (erro
padrdao) em torno de cada uma das médias. A analise da Figura 34 permitiu concluir
que os resultados obtidos na determinacdo de ALA por VC e por HPLC néo
apresentaram diferencas significativas e estdo dentro de um erro relativo aceitavel,

esta concluséo é perfeitamente coerente com o teste estatistico empregado.
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Figura 34. Grafico de barra de erro para as meédias ajustadas utlizando o método

cromatografico e o método CV/QT-NiTsPc.

3.12 Comparacéo das técnicas de VC, VPD e VOQ com valore s reportados na
literatura

Os resultados obtidos para a determinacdo de ALA pelo método proposto
foram comparados com dados reportados na literatura para diversos eletrodos e séo
apresentados na Tabela 8. Estes dados indicam um melhor desempenho do eletrodo

CVI/QT-NiTsPc em relagdo aos resultados encontrados na literatura utilizando as
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técnicas voltamétricas como método de determinacdo eletroanalitica de ALA em
solucdes aquosas.

Tabela 8. Comparacédo de diferentes sensores para a determinacéo de ALA.

Eletrodo Técnica Eletrolito LD/molL? | LQ/ mol L™ Ref
CVv-QT/ Tampao fosfato 0,1 Este
NiTsPc VC mol L? 9,72x10° | 324x10 | trabalho
CV-QT/ Tampéao fosfato 0,1 Este
NiTsPc VPD mol L* 3,49x107 | 1,16 x10° | trabalho
CV-QT/ Tampéao fosfato 0,1 Este
NiTsPc VOQ mol L* 1,69x107 | 5,62 x 107 | trabalho

Tampao fosfato 0,1
cVv VOQ mol L * 1.8 x10°® 6,1 x10° 4
FTO VOQ H,S0,0,1 mol L | 3,68x10° 1,27x10°
cVv VVL H,S0,0,05 mol L | 5,75x 10 29
CV /NTC VC H,S0,0,1 mol L™* 1,9x10° 30

*FTO: Eletrodo de oxido de estanho dopado com fltor;
*CV/ NCT: Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono;

*VVL: Voltametria de varredura linear;

Ana Caroline Terreira Santos



CAPITULO 4
CONCLUSAO



Conclusdo 58

4.  CONCLUSAO

Os estudos voltamétricos realizados permitiram concluir que o eletrodo de
carbono vitreo modificado com filmes de quitosana e ftalocianina de niquel (CV/QT-
NiTsPc) apresentou melhor resposta analitica para a determinacéo de acido lipoico
(ALA) em relagcGes ao eletrodo ndo modificado (CV) ou modificado somente com
filmes de quitosana (CV/QT).

Voltamogramas ciclicos registrados em solu¢cfes tampao fosfato (pH 7) na
presenca de ALA apresentaram um pico de oxidacao irreversivel com potencial
proximo a 0,85 V sobre os eletrodos CV/QT-NiTsPc e CV em torno de 0,8 V vs.
Ag/AgCl sobre o eletrodo CV/QT. Além disso, o eletrodo CV/QT-NiTsPc mostrou um
deslocamento do inicio da corrente de oxidacdo em cerca de 100 mV para
potenciais menos positivos, bem como um aumento significativo na magnitude da
corrente de pico.

A caracterizacdo do filme, utilizando a técnica de espectroscopia na
regido do UV-Visivel mostrou que o espectro da solucdo de QT-NiTsPc apresentou
deslocamento de banda quando comparado a solugdo de NiTsPc, indicando uma
possivel interacdo de QT com NiTsPc.

Os resultados indicaram um comportamento linear utilizando as técnicas
de voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda
quadrada, no entanto a técnica de voltametria ciclica foi a que apresentou os
melhores valores de limite de deteccdo e limite de quantificacdo, portanto foi a
técnica utilizada para aplicacado a amostra.

Para efeito de comparacéo, utilizou-se a técnica de cromatografia liquida

de alta eficiéncia (HPLC) e o método proposto na determinacéo de acido lipéico em
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suplemento alimentar, e o0s resultados obtidos foram concordantes com o0s
resultados obtidos pelo método proposto ao nivel de confianca de 95%.

Os resultados obtidos foram comparados com resultados publicados na
literatura que também utilizaram técnicas voltamétricas para a determinacdo do
acido lipdico, verificou-se que o metodo proposto nesse trabalho, obtiveram menores
valores de limite de deteccéao e limite de quantificacéo.

Diante dos resultados expostos, o eletrodo CV/QT-NiTsPc pode ser
utilizado para a determinacdo de acido lipéico em suplemento alimentar. Levando
ainda em consideracao que o procedimento proposto apresenta algumas vantagens
sobre o método padréo (HPLC) como, por exemplo, baixo custo, menor tempo de

analise e menor quantidade de reagentes gastos em todo o procedimento analitico.
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