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RESUMO

A aplicabilidade dos métodos analiticos na Quimica Forense tem como
grande desafio a complexidade das matrizes biol6gicas (urina, fezes, suor,
cabelos e pelos), o uso de técnicas com baixo limite de deteccédo, a avaliacdo
de metabolitos gerados em baixa concentracdo apdés metabolizacdo e a busca
de técnicas e metodologias eficientes, porém de baixo custo. O objetivo do
presente trabaho foi investigar novos métodos eletroanaliticos para
determinacdo dos diuréticos bumetanida (BMT), hidroclorotiazida (HCT) e
triantereno (TRT) em consonancia com as diretrizes e controle da Agéncia
Mundial Antidopagem. Sensores eletroquimicos foram desenvolvidos usando
eletrodos compositos, eletrodos de carbono vitreo e eletrodo de nanotubos de
TiO tratados catodicamente modificados com particulas magnéticas, éxido de
grafeno reduzido e nanotubos de carbono multiparedes para a determinacéo
dos diuréticos BMT, HCT e TRT, proibidos pela Agéncia Mundial Antidoping
(WADA). Para a determinacdo do diurético TRT foi desenvolvido um sensor
baseado na modificacdo da superficie de um eletrodo compésito grafite-epoxy
com particulas magnéticas funcionalizadas com grupo tosil. Apos otimizacéo
multivariada dos paramentros inerentes a técnica de voltametria de onda
guadrada, uma curva de calibracdo foi construida no intervalo de 0,500 a 99,8
umol L™* com limite de detecgdo de 1,47x107" mol L™t. O sensor foi aplicado
em amostra de urina e comparado com a técnica de LC-MS/MS onde néo
houve diferenca significativa no nivel de 95% de confianca entre os métodos.
Ja para a determinacdo do diurético BMT, um sensor baseado em eletrodo de
carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido foi desenvolvido a
partir da eletrodeposicdo de uma solucdo de 0,1 mg mL™* de éxido de grafeno
mantida em potencial de -1,4V por 500 s. Apds otimizagcdo da velocidade de
varredura (100 mV s™), pH (4,0) e tempo de acumulo (25 s), uma relacéo linear
foi encontrada no intervalo de 0,25 a 50 ymol L™t de BMT, onde foi encontrado
um limite de detecgdo de 75 nmol L™t. O método foi aplicado em amostra de
urina e comparado ao método de LC-MS/MS, onde ndo houve diferenca
significativa ao nivel de 95% de confinaca entre os métodos. Outro sensor
baseado em eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubo de carbonos
foi proposto para a determinacdo de HCT e TRT. ApOs otimizagdo dos



parametros como pH (4,0), Eac (0,80 V) e tac (40 s) e utilizando a técnica de
varredura linear de redissolucdo adsortiva (LSAdSV), foi construida uma curva
de calibracdo entre 1,0x107" a 2,0x107° mol L™ para ambos, HCT e TRT, onde
foram encontrados os valores de 2,8x1078 e 2,9x1078 mol L™* para os limites de
deteccdo da HCT e TRT, respectivamente. O método proposto foi aplicado
eficientemente em amostra de urina sintética. Todos 0s sensores supracitados
apresentaram limites de deteccdo e quantificacao inferiores ao estipulado pela
WADA (250 ng mL™). Foi ainda desenvolvida uma nova plataforma sensorial
baseada em eletrodo de nanotubos de TiO2 autodopados com Ti*3, via redugéo
eletroquimica em potencial de -2,5V. O semicondutor mostrou-se apto a
monitorar a oxidacao eletroquimica do diurético TRT. Curvas analiticas foram
construidas no intervalo de 2 a 100 umol L™! e um valor de limite de deteccéo
de 5,40x1077 foi encontrado utilizando a técnica de voltametria de varredura

linear.

Palavras-chave: sensores eletroquimicos, analise de diuréticos, métodos

eletroanaliticos, triantereno, hidroclorotiazida, bumetamida.



ABSTRACT

The applicability of the analytical methods in Forensic Chemistry has as
a great challenge the complexity of the biological matrices (urine, feces, sweat,
hair and hair), the use of techniques with low limit of detection, the evaluation of
metabolites generated in low concentration after metabolism and the search for
efficient but cost-effective techniques and methodologies. The objective of the
present study was to investigate new electroanalytical methods for the
determination of diuretics bumetanide (BMT), hydrochlorothiazide (HCT) and
trianterene (TRT) in accordance with the guidelines and control of the World
Anti-Doping Agency. Electrochemical sensors were developed using composite
electrodes, glassy carbon electrodes and self-doping TiO2 nanotube electrodes
modified with magnetic particles, reduced graphene oxide and carbon
nanotubes for the determination of the diuretics BMT, HCT and TRT banned by
the World Anti-Doping Agency (WADA). For the determination of the diuretic
TRT, a sensor based on the modification of the surface of a composite graphite-
epoxy electrode with magnetic particles functionalized with tosyl group was
developed. After a multivariate optimization of the parameters inherent to the
square wave voltammetry technique, a calibration curve was constructed in the
range of 0.500 to 99.8 ymol L™ with a detection limit of 1.47x10~" mol L™. The
sensor was applied in a urine sample and compared to the LC-MS/MS
techniqgue where there was no significant difference at the 95% level of
confidence between the methods. For the determination of the diuretic BMT, a
sensor based on glassy carbon electrode modified with reduced graphene oxide
was developed from the electrodeposition of a solution of 0.1 mg mL™ of
graphene oxide maintained at -1, 4V for 500 s. After optimization of the scan
rate (100 mV s™), pH (4.0) and accumulation time (25 s), a linear relationship
was found in the range of 0.26 to 50 umol L™ of BMT, where a detection limit of
75 nmol L™ was found. The method was applied in a urine sample and
compared to the LC-MS / MS method, where there was no significant difference
at the 95% level of confinement between the methods. Another sensor based
on carbon nanotube modified glassy carbon electrode was proposed for the
determination of HCT and TRT. After optimization of the parameters such as pH
(4.0), Eac (0.80 V) and tac (40 s) and using the linear adsorptive redissolution



(LSAdSV) technique, a calibration curve was constructed between 1.0x1077 to
2.0x107° mol L™ for both HCT and TRT, where values of 2.8x107® and 2.9x107®
mol L™ for the detection limits of HCT and TRT, respectively. The proposed
method was applied efficiently in a synthetic urine sample. All of the
aforementioned sensors had limits of detection and quantification lower than
that stipulated by the WADA (250 ng mL™). It was also developed a new
sensory platform of electrodes of TiO2 nanotubes autopados with Ti*3, via
electrochemical reduction in potential of —2.5V. The semiconductor was able to
monitor the electrochemical oxidation of the diuretic TRT. Analytical curves
were constructed in the range of 2 to 100 umol L™ and a detection limit value of

5.40x1077 was found using linear sweep voltammetry technique.

Keywords: electrochemical sensor, analysis of diuretics, electroanalytical

method, trianterene, hydrochlorothiazide, bumetanide.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doping no esporte

Andlises qualitativas e quantitativas sdo as bases do julgamento
toxicolégico competente em toxicologia clinica e forense. A confiabilidade da
analise de dados é de extrema importancia nestes campos, pois resultados ndo
confidveis podem levar a um excesso ou subestimacdo dos efeitos, a falsas
interpretacdes ou a conclusdes injustificadas.

Dentro deste contexto, métodos analiticos confiaveis, sensiveis,
seletivos, econdmicos e com alta precisdo e exatidao tem sido o grande desafio
para monitorar 0 abuso de substancias proibidas pela analise de fluidos,
tecidos e etc. Dentre elas, destacam-se o0s estimulantes, narcéticos,
analgésicos, agentes anabolizantes, diuréticos, corticosteroides,
betabloqueadores, carreadores de oxigénio, hormdnios (eritropoietina,
horménio do crescimento, insulina), produtos mascarantes (para burlar as
andlises de controle) e etc [1,2], que sdo um dos grandes problemas para
saude publica, social e em competicbes desportivas profissionais. O uso
abusivo destas substancias € proibido pelos 6rgédos desportivos mundiais
(“doping”), mas a analise dessas substancias é ainda utii em diversos
segmentos da sociedade tanto no cotidiano, no esporte ou com finalidade
forense [3].

Na quimica forense, o entrave para o desenvolvimento de novos
métodos analiticos € o grande desafio de se aplicar a metodologia em
amostras de matrizes biolégicas complexas (urina, fezes, suor, cabelos e
pelos), que usualmente requerem longas etapas de limpeza da amostra e
baixos limites de deteccdo , bem como monitoramento de metabdlitos gerados
em baixo nivel apds biotransformacdo no organismo. Portanto, o controle da
dopagem requer métodos eficazes tanto para determinar a presenca do
composto controlado, quanto de seus metabdlitos. A urina, que acumula 0s
residuos eliminados pelo organismo, € o material preferencial da coleta de
amostras para estas analises, mas, para certos tipos de substancias, a
capacidade de deteccéo € maior quando a investigacdo é feita no sangue ou
no plasma sanguineo [4-6].
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Segundo a Agéncia Mundial Antidoping (WADA — World Anti-Dopping
Agency), as substancias proibidas em de 2019 [1] s&o: agentes anabdlicos,
horménios peptidicos (fatores de crescimentos e substancias relacionadas),
beta-2 agonistas, moduladores hormonais (e metabdlitos), diuréticos (e outros
agentes mascarantes), estimulantes, narcoticos, canabindides,
glicocorticosteroides, alcool, e beta-bloqueadores, aléem de métodos proibidos
como manipulacao de sangue e componentes do sangue, manipulacéo quimica
e fisica e dopagem genética. Visto que diversas destas substancias séo
utilizadas por atletas, oferecendo-lhes vantagens ilegais, 0 monitoramento
destes componentes dopantes em competidores requer deteccdo em niveis ao
redor de ng mL™ [7].

Dentre as diversas substancias controladas pela WADA [8], estdo os
diuréticos. Na medicina, os diuréticos sdo utilizados para tratamentos da
hipertensdo arterial, combate da insuficiéncia cardiaca, cirrose, doenca
pulmonar, dentre outras [9,10]. No entanto, sdo controlados por aumentar o
fluxo urinario e, consequentemente, diminuir a chance para a deteccdo de
outras substancias ilegais e influenciar no peso corporal dos atletas. Os
diuréticos sédo controlados em exames antidoping a nivel de 250 ng mL™ [11].

Dentro deste contexto, seria de alta relevancia investigar o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos aptos a identificar e quantificar
diuréticos em baixas concentragbes com precisdo em matrizes bioldgicas
complexas com o intuito de propor aternativas mais econémicas aos métodos

sofisticados de andlise.

1.2. Anélise de diuréticos

Dentre as substancias proibidas pela WADA, destacam-se os diuréticos,
0s quais sao utilizados para diminuicdo do peso corpdéreo ou até mesmo para
mascarar outras possiveis substancias proibidas utilizadas pelo atleta. A lista
de substancias proibidas mais recente disponibilizada pela WADA é do ano de
2019 e contempla mais de 17 substancias diuréticas que sao tidas como
proibidas [2]. Dentre esta classe, destacam-se o0s diuréticos Bumetanida,
Hidroclorotiazida e Triantereno. A determinagcdo oficial para a classe dos

diuréticos € baseada na técnica de cromatografia gasosa de alta resolugéo
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acoplada a espectrometria de massas [12]. Na literatura, alguns trabalhos séo
encontrados para a determinacao destes diuréticos, os quais incluem métodos
baseados em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
[13,14], voltametria [15,16], espectrofotometria [17,18], amperometria [19],
cromatografia liqguida de alta eficiéncia [20], espectrofluorimetria [21] e
cromatografia liquida de ultra performance [22].

Meras e co-autores [23] propuseram um método para determinacdo de
triantereno (TRT) usando técnicas espectrofotométricas monitorada em
comprimento de onda de 358 nm. O limite de detec¢ao encontrado foi de 0,20
ng mL™! para TRT e recuperacdes entre 107 a 108% para medidas realizadas
em amostras de soro e urina, respectivamente.

Santos e colaboradores [24] propdem o uso de eletrodo de diamante
dopado com boro para determinacdo de hidroclorotiazida (HCT) e losartan
(LOS). Para isso, 0 eletrodo foi submetido a um pré-tratamento anddico em
0,04 mol L™ de tampédo B-R (pH 9,5). A onda anddica forneceu uma relacédo
linear entre 3,0x107® a 7,4x107° mol L™ para ambas as substancias e permitiu
alcancar limites de deteccgdo ao redor de 1,2x107° e 9,5x107" mol L™ para HCT
e LOS, respectivamente.

Patel et al. [14] desenvolveram um método baseado em cromatografia
liguida acoplada a espectrbmetro de massas para a determinacdo de
bumetanida em amostras de plasma humano. Por meio da separacao
utilizando uma coluna C18 e fase mével constituida por metanol e 5 mmol L™
de trifluoracetato de aménio em agua deionizada, pH 6,0 (80:20, v/v) com
vazdo de 0,60 mL min™, foi possivel encontrar um valor de 0,03 ng mL™ para o
limite de deteccéo e faixa linear no intervalo de 0,30 a 200,0 ng mL™.

No trabalho de Shah et al. [13], um método para a determinacédo de
hidroclorotiazida e lisinopril foi desenvolvido baseado em medidas de
cromatografia liquida acoplada a detector de espectrometro de massas. Apos
otimizacdo do método e utilizando uma coluna Hypersil Gold C18 (50 mmx3.0
mm, 5 um) e fase movel constituida por acetonitrila-5,0 mM e formiato de
amonia (pH 4.5; 85:15, v/v), foi obtida uma relacéo linear entre 0,50 a 250,0 ng
mL™! para ambos os analitos.

Ja Eisele et al. [15] propuseram um meétodo para a determinacéo

simultanea de hidroclorotiazida e valsartan em amostra farmacéutica utilizando
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eletrodo de diamante dopado com boro previamente tratado catodicamente.
Por meio de medidas em solucéo tampao Britton-Robinson (pH 5,0) e utilizando
a técnica de voltametria de onda quadrada, foram encontradas regies lineares
entre 1,97-88,1 umol L™ e 9,88-220 umol L™ e limites de deteccdo de 0,639
umol L™ e 0,935 pmol Lt para a hidroclorotiazida e valsartan,
respectivamente.

No trabalho de Tabrizi et al. [25], um método para a determinacao de
triantereno em amostra de plasma e urina humana foi proposto por meio de
medidas espectrofluorimétricas. Por meio da utilizagdo de extragdo em ponto
nuvem das amostras, foram encontradas relacfes lineares entre 5,00-800 e
10,0-800 pg L™ e limites de deteccdo de 3,90 e 5,80 ug L™ quando aplicado
em amostra de urina e plasma, respectivamente.

Nexhadale e Mojarrab [26] desenvolveram um método para a
determinacao de triantereno em amostras de serum e farmacéutica utilizando
um sensor baseado em eletrodo de grafite modificado com nanotubos de
carbono funcionalizados e polimero molecularmente impresso. Com o0 uso de
otimizacdo multivariada e medidas por voltametria de pulso diferencial, foram
obtidas regido linear e limite de deteccdo de 0,08-265 umol L™ e 3,35 nmol
L1, respectivamente.

Assim, o0 desenvolvimento de sensores eletroquimicos para
determinacdo de Bumetanida, Hidroclorotiazida e Triantereno utilizando
eletrodos modificados poderia ser de grande valia para fornecer métodos
analiticos simples, versateis e alcance de baixos niveis de deteccdo e
aplicacdo em matrizes de interesse bioldgico, visando contribuir para analises

destas substancias no controle do doping.

1.3. Técnicas eletroquimicas

A eletroanalitica € a area da quimica analitica que aplica as técnicas
eletroquimicas para a determinacdo de compostos organicos, inorganicos e
organometalicos nas mais variadas matrizes, solventes aquosos e ndo aquosos
usando principalmente o monitoramento de reacfes de transferéncia de carga
[27,28].
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Desde a sua descoberta em 1920 pelo cientista tcheco Jaroslav
Heyrovsky [29,30], as técnicas voltamétricas tiveram grandes avancos [31] ao
passar das décadas e hoje se tornaram uma ferramenta muito importante para
o estudo de rea¢cfes e mecanismos eletroquimicos [32,33], estudos de modelo
de catdlise enzimatica [29,34], estudos de radicais livres gerados
eletroquimicamente [29,35], em quimica de coordenacdo [29,36], nha
monitorizacdo ambiental [29,37], na conversdo da energia solar [29,38], no
controle de qualidade industrial [29], dentre outros.

Além das aplica¢cdes acima mencionadas, a voltametria vem ganhando
grande destaque no desenvolvimento de novos métodos analiticos por
apresentarem vantagens em relacdo as outras técnicas como simplicidade,
baixo custo, tempo de andlise relativamente curto e, em muitos casos, 0
preparo da amostra € dispensavel ou mais simples quando comparado a outros
métodos [29,39,40].

Aliado aos beneficios intrinsecos das técnicas voltamétricas, € possivel
ainda obter melhorias em relacdo a sensibilidade, seletividade e relagéo linear
através da modificacdo da superficie dos eletrodos por grupos como nanotubos
de carbono [41], grafeno [42], grafite [43], particulas magnéticas [44], polimeros
molecularmente impressos [45], particulas metalicas [46], 6xido de titanio [47],
guitosana [48], dentre outros.

Na literatura, os sensores eletroquimicos baseados na utilizacdo de
métodos voltamétricos sdo utilizados para a determinacdo e/ou quantificacédo
de inOmeras espécies, as quais podemos incluir corantes [41,42], ions
metalicos [49], diuréticos [16,32,50], antibidticos [29,51], antieméticos [29,52],
pesticidas [53], hipolipemiante [29,54], antipsicotico [29,55], cardiovascular
[29,56], hipoglicémico [29,57], analgésicos [29,58], anabolizantes [59],
coagulantes [29,60], antiagregantes plaquetarios [29,61], anti-helminticos
[29,62], sedativos [29,63], gastrointestinais [29,64], antidepressivos [29,65],
antiarritmicos [29,66], analgésicos opioides [29,67], vitaminas [29,68],
anticolinesterasicos [29,69], antiadrenérgico [29,70], antiparkinsoniano [29,71],
antialérgicos [29,72], antigeno [48] dentre outros.

Como exemplo da aplicabilidade, podemos citar o trabalho de Karikalan
et al. [73] que desenvolveram um sensor eletroquimico baseado em eletrodo de

carbono vitreo modificado com carbono dopado com nitrogénio para a
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determinacdo de acido cafeico em amostra de vinho tinto. A partir de medidas
por voltametria de pulso diferencial em meio de solucdo tampéao fosfato 0,05
mol L™ (pH 7,0), uma curva analitica linear foi encontrada na faixa de
concentracdo de 0,01 a 350umol L™ além de limites de deteccdo e
quantificacéo de 2,4 e 4,0 nmol L™, respectivamente.

No trabalho de Silva et al. [74], um sensor eletroquimico foi desenvolvido
baseado em eletrodo de pasta de grafite modificado com ftalocianina de
cobalto (Il) para a determinagéo dos &cidos citrico, latico, malico e tartarico em
amostras de sucos de fruta. ApOs otimizagcdo por meio da utilizacdo da
resolucdo de curva multivariada com minimos quadrados alternados e
registrado os sinais por voltametria de onda quadrada, uma regido linear foi
encontrada no intervalo entre 10—100 ymol L™ para todos os analitos.

Kowalcze e Jakubowska [75] utilizaram um eletrodo de diamante dopado
com boro para a determinacdo de carvacrol em amostra comercial de 6leo
essencial de orégano. A partir do tratamento catodico do eletrodo e utilizando a
técnica de voltametria de pulso diferencial, foi encontrada uma regido linear no
intervalo de concentracdo de 0,29 a 15,03 mg L™ com limite de deteccdo de
0,02mg L™

Assim, diante da grande versatilidade dos métodos voltamétricos e os
baixos valores de limite de deteccao reportado nos trabalhos, seria de grande
interesse o estudo de novos sensores eletroquimicos baseados na modificacdo
da superficie de eletrodos compoésito e de carbono vitreo com particulas
magnéticas, grafeno e nanotubos de carbono para a determinacdo de
diuréticos em amostras de biologicas, como urina, visando o controle no

monitoramento de doping.

1.3.1. Eletrodos modificados com nanotubos de carbono

Desde a sua descoberta em 1991 pelo pesquisador lijima [76], 0s
nanotubos de carbono (CNT) tem chamado atencdo pelas caracteristicas
intrinsecas do material tais como excelentes propriedades eletronicas, térmica,
mecanica e efeito catalitico [77], com ampla aplicabilidade como modelo em
nanociéncia e nanotecnologia. Este material pode ser apresentado em duas

formas: na forma de camada simples ("single-wall carbon nanotubes - SWNTSs")
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ou na forma de nanotubos multicamadas ("multi-wall carbon nanotubes -
MWCNTs") (Figura 1) [78].

SWCNT

Figura 1 — Representagdo dos nanotubos de carbono na forma de camada
simples (SWCNT) e na forma de multicamadas (MWCNT).

Devido a sua grande habilidade para promover reacbes de
transferéncias eletrbnicas, grande intervalo de potencial e aumento da area
ativa do eletrodo, os CNT sé&o boas alternativas para o desenvolvimento de
sensores eletroquimicos baseados na mudanca da superficie dos eletrodos
pelo seu recobrimento com CNT [79].

Os eletrodos modificados com CNT podem ser confeccionados de
diversas maneiras incluindo dispersdo em solvente (“Casting”), pasta,
compésitos, dentre outros. No trabalho de Shahrokhian e Hafezi-Kahnamouei
[80], a determinacdo de isoxsuprina em amostras clinicas e farmacéuticas foi
proposta por meio da utilizagdo de eletrodo de carbono vitreo modificado com
MWCNTs decorados com nanoparticulas de prata. Utilizando a técnica de
voltametria de varredura linear e medidas em solugédo tampao B-R (pH 7,0),
foram encontradas duas regides lineares nos intervalos de 0,04-5,0 uymolL™ e
0,2-5,0 ymol L™ e limite de detecgdo de 12 nmol L™2.

No trabalho de Babaei e colaboradores [81], um método baseado em
eletrodo de carbono vitreo modificado com compédsito de MWCNT e quitosana
foi desenvolvido para determinacdo simultdnea de paracetamol e &cido Urico.

Para isso, utilizou-se a técnica de voltametria de pulso diferencial em meio de
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0,1 mol L™ de solugéo tampéo fosfato (pH 7,0). Com isso, foi possivel obter
limites de deteccdo de 0,40 e 0,22 pumol L™ para acido Urico e paracetamol,
respectivamente, além de resultados satisfatorios na aplicacdo em amostras de
soro e urina humana.

Em outro trabalho, Guo et al. [82] propuseram um eletrodo de carbono
vitreo modificado com MWCNT/Nafion para a determinacdo de 8-
hidroxiquinolina em cosméticos. A determinagéo foi realizada em 0,2 mol L™ de
tampdo acetado (pH 3,6) utilizando a técnica de voltametria de pulso
diferencial. Nestas condi¢cGes, encontrou-se faixa linear no intervalo de 2x1078
a 1,0x107° mol L™t com limite de deteccdo de 9 nmol L™. No trabalho de Duarte
et al. [83], os pesquisadores confeccionaram um eletrodo de pasta de nanotubo
de carbono utilizando 6leo mineral (Nujol) como aglutinante, na proporcéo
22:78%, respectivamente, para determinagao simultanea de acetaminofenol e
acido ascorbico. Medidas em 0,1 mol L™ de tampdo fosfato (pH 7,0) + 0,3
mmol L™ do surfactante catibnico brometo de cetilpiridinio permitiram a
determinacao por voltametria de pulso diferencial e limites de deteccéo de 2,1 e
7,1 umol L™, respectivamente.

Yari e Shams [84] propuseram a determinacdo de Sulfametoxazol em
amostras farmacéuticas e de urina utilizando eletrodo de carbono vitreo
modificado com MWCNT decorados com prata. A partir de medidas em solucao
tampéo fosfato (pH 6,0) e varreduras por voltametria de pulso diferencial, uma
faixa linear foi encontrada entre 0,05-70 ymol L™ com limite de deteccdo de
0,01 ymol L™ apds 2 min de tempo de actmulo.

Deste modo, considerando a alta versatilidade dos materiais baseados
em MWCNT para modificacéo de eletrodos, sua aplicacéo seria relevante para
o desenvolvimento de sensores para quantificacdo de diuréticos controlados
pela WADA.

1.3.2 Eletrodos modificados com Grafeno
O uso de eletrodos modificados com Oxido de grafeno tem merecido

atencdo devido as suas extraordinarias propriedades estruturais, elétricas,

guimicas, mecanicas e elevada area superficial [85—88]. O grafeno € uma folha
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plana de atomos de carbono com ligacdes sp?, densamente compactada e com
espessura extremamente fina, reunidas em uma estrutura cristalina hexagonal.

Como exemplo da aplicagcdo de grafeno no desenvolvimento de
sensores eletroquimicos destacamos o trabalho de He et al. [89], em que os
autores propuseram um sensor baseado em eletrodo de carbono vitreo
modificado com composito de oOxido de grafeno/poli(glicina) para a
determinacao de simultanea de dopamina (DA), acido urico (AU), guanina (GU)
e adenina (AD) em amostra de urina. Por meio de medidas em meio de solucéo
0,10 mol L™ de tampéo acetato (pH 3,7) e utilizando a técnica de voltametria
de pulso diferencial, foram encontradas faixas lineares no intervalo de 0,20-
62, 0,10-105, 0,15-48 e 0,090-103 ymol L™* com limites de detecg¢éo de 0,011,
0,061, 0,026 e 0,030 umol L™ para DA, AU, GU e AD, respectivamente.

Sunder et al. [90] desenvolveram um método voltamétrico para a
determinacdo de L-DOPA em amostra de urina utilizando um eletrodo de
carbono vitreo modificado com nanocompadsito 0xido de grafeno/oxido de itrio.
Mediantes andlises em solugdo tampdo de citrato de fosfato 0,1 mol L™ (pH
3,5) e medidas por voltametria de onda quadrada, foi encontrada uma faixa
linear entre 0,5 a 350 umol L™ com limites de deteccdo e quantificacdo de
0,05e 0,17 ymol L™, respectivamente.

No trabalho de Eissa e co-autores [91], um eletrodo de carbono
iImpresso modificado com grafeno foi proposto para a determinagédo de [-
lactoglobulina. Através da técnica de voltametria de pulso diferencial em 10
mmol L™ de solugdo salina de tampéao fosfato (pH 7,40), o limite de detecgéo
encontrado foi de 0,85 pg mL™.

Embora a utilizagdo de Oxido de grafeno tenha mostrado excelentes
resultados para a modificacdo da superficie dos eletrodos, melhores condicfes
podem ser adquiridas por meio da reducéo do 6xido de grafeno. Tais melhorias
sdo constatadas, pois, ligagbes sp? sdo restauradas, aumentando a
condutividade do material. Dentre os procedimentos para a reducdo do Oxido
de grafeno podemos citar os baseados em tratamentos quimicos [92,93],
térmicos [93,94], eletroquimicos [50,93] e por exposicao a luz [93,95]. Dentre
estes, a estratégia via reducao eletroquimica vem ganhando destaque, uma
vez que pode ser adquirida diretamente in situ por eletrodeposicao [96]
simplificando o processo de construgdo do sensor eletroanalitico.

40



Diante das melhorias adquiridas do material por meio de sua reducéo,
esta forma do oxido de grafeno vem sendo muito utilizada para a confeccao de
sensores eletroquimicos. Como exemplo disso, Wiench et al. [97]
desenvolveram um sensor baseado na modificacdo da superficie de um
eletrodo de carbono vitreo com éxido de grafeno reduzido para a determinacéo
de 4-nitrofenol em amostra de agua de rio. Utilizando a técnica de voltametria
de pulso diferencial e medidas em solucédo tampéo acetato 0,1 mol L™ (pH 4,2),
uma curva analitica foi construida no intervalo de concentracdo de 50 a 800
umol L™ e limite de detecgéo de 42 ymol L™,

Wang e colaboradores [98] utilizaram um eletrodo de carbono impresso
modificado com  compoésito de  liquido  idnico/grafeno  reduzido
eletroquimicamente recoberto por filme de bismuto para a determinacao de
tracos de chumbo e cadmio. Utilizando voltametria de redissolu¢do anddica por
onda quadrada os autores alcancaram limite de detecc¢do de 0,08 e 0,10 pug L™
para cadmio e chumbo, respectivamente.

Ozcan et al. [99] propuseram um eletrodo de carbono vitreo modificado
com nanocompoésito de oxido de grafeno reduzido/silica para a determinacéo
de fenitrotion em amostras de agua do rio, urina, uva passa, tomate e laranja.
Utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial e medidas em meio de
solucdo tampédo fosfato 0,1 mol L™, foi encontrada uma regido linear no
intervalo de concentragdo de 0,005 a 1,0umol L™ e limite de detecgdo de
0,19 nmol L.

No trabalho de Piovesan et al. [100], a determinacdo de metilparabeno
em amostra de produtos de higiene pessoal foi proposta utilizando eletrodo de
carbono vitreo modificado com suspensdo de Oxido de grafeno
reduzido/nanoparticulas de ouro/quitosana. Sob condicbes otimizadas da
técnica de voltametria de onda quadrada como rampa de potencial (3,0 mV),
amplitude (40,0 mV) e frequéncia (50,0 Hz) e medidas em solugdo tampéo
fosfato (pH 8,0), uma curva analitica foi construida no intervalo de 0,03 a 1,30
umol L™, encontrando valores de limites de deteccéo e quantificacdo de 13,77
e 41,73 nmol L™, respectivamente.

Deste modo, considerando a alta versatilidade dos materiais baseados

em Oxido de grafeno reduzido para modificacdo de eletrodos, sua aplicacéo
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seria relevante para o desenvolvimento de sensores para quantificacdo de

diuréticos controlados pela WADA.

1.3.3. Eletrodos modificados por particulas magnéticas

As particulas magnéticas (PM) sdo caracterizadas por serem elementos
do tipo paramagnéticos que, quando submetidos a um campo magnéticos
externo, seus elétrons desemparelhados se alinham, fazendo surgir um ima.
Entretanto, quando removido o campo magnético externo, a magnetizacéo é
perdida, pois a soma de todos os momentos de dipolo desordenados é igual a
zero [101].

Devido a esta propriedade magnética, as PM tém apresentado grande
aplicacdo como materiais de liberacdo controlada de drogas [102], terapia de
cancer e outras terapias biologicas [103,104][105], hipertermia [106], separacéo
magnética [106], ressonancia magnética [106], sensores [107], e catalises
[108,109]. Dentre os diversos tipos de particulas magnéticas, umas das mais
promissoras sao as particulas de éxido de ferro, podendo ser encontradas em
varios tipos como: magnetita (FesO4), maghemita (y-Fe203) e hematita (a-
Fe203) [110,111]. Dentre estas, a magnetita € a mais estudada devido ao seu
comportamento superparamagnético em temperatura ambiente. Além desta
caracteristica, FesO4 € adequada para incorporacdo em areas biologicas, pois
nao possuiu toxicidade e apresenta elevada biocompatibilidade [112].

A magnetita pode ser obtida por diversas maneiras tais como sol-gel, co-
precipitacdo, hidrélises e decomposicdo térmica [113-116]. Através dos
diferentes tipos de sinteses, pode-se adquirir tamanhos e formas diferentes
para as PM. Um exemplo disso é a sintese por co-precipitacdo quimica [114],
onde as particulas de magnetita sdo adquiridas em formato esférico com
tamanhos menores que 25 nm. Entretanto, quando utilizado o método de
hidrolise, as particulas sdo obtidas com morfologias cubo octaédricas com
tamanhos superiores a 50 nm [117].

O interesse nas particulas de magnetita na area de eletroanalitica
consiste na ampla facilidade de uso quando utilizada na modificacdo de

eletrodos. Elas podem propiciar aumento da area superficial, aumento da pré-
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concentracdo do analito por adsorcdo ou separacdo magnética atingindo
baixos niveis de deteccao [44,118].

Bagheri et al. [119] reportaram a utilizagdo de eletrodos de pasta de
MWCNT decorados com nanoparticulas de FesOs para determinacdo
voltamétrica de haloperidol. Por meio de medidas em 0,1 mol L™ de tampéo B-
R (pH 7,5) utilizando a técnica de pulso diferencial e onda quadrada,
encontrou-se relacdes lineares nos intervalos de 1,2x107% a 0,52 umol L™ e
6,5x10™* a 0,52 pmol L™, respectivamente. Os limites de deteccdo para a
haloperidol foram 7,02x1071° e 1,33x107%° mol L™ para a técnica de pulso
diferencial e para técnica de onda quadrada, respectivamente.

Yin e co-autores [120] confeccionaram um eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanoparticulas de Fes3Os-Quitosana-Grafeno  para
determinacdo de guanosina em amostras de urina. Por meio da técnica de
pulso diferencial e medidas em 0,1 mol L' de tampéo fosfato (pH 7,0), a
relacdo linear e o limite de detecgdo foram 2,0x107® a 3,5x10* mol L? e
7,5x107" mol L™, respectivamente.

Para a determinagédo de bisfenol A em leite, Yin e colaboradores [121]
propuseram um método eletroanalitico baseado em eletrodo de carbono vitreo
modificado com nanoparticulas magnéticas de Fes3Oas/poli(amidoamina). Por
meio de andlises em meio de tampdao fosfato 0,1 mol L™ (pH 7,0) e pela técnica
de amperometria, a faixa linear e o limite de deteccdo foram 1,00x1078 a
3,07x107® mol L™* e 5x107° mol L™, respectivamente.

A funcionalizacdo das nanoparticulas de magnetita tem sido investigada
mais recentemente como plataformas promissoras para construcdo de
sensores capazes de determinar analitos de forma seletiva em baixa
concentracdo [122-124]. Deste modo, estes eletrodos, assim modificados,
poderiam ser uma alternativa promissora para determinacdo de agentes

anabolizantes e diuréticos em amostras de urina e sangue humano.

1.3.4 Eletrodos de nanotubos de TiO, auto-dopados

Nanomateriais altamente ordenados como nanotubos de TiO2z (TiO2NT)
podem ser facilmente preparados por anodizagdo eletroquimica e podem ser
utilizados para diversas aplicacdes na area de fotoeletroquimica [125,126],
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células solares sensibilizadas por corantes [127], dentre outras [128], pois
apresentam beneficios como elevada area superficial e excelentes vias de
percolacdo de elétrons para transferéncia de carga vetorial entre interfaces
[125,129].

No entanto, por se tratar de um semicondutor do tipo-n, eletrodos
baseados em TiO2NT n&o sdo frequentemente utilizados como sensores
anddicos no desenvolvimento de métodos eletroanaliticos em decorréncia de
suas propriedades condutoras inadequadas. Isto ocorre, pois em materiais
semicondutores a banda de valéncia (banda de maior energia ocupada por
elétrons) e a banda de conducéo (banda vazia de menor energia) se encontram
separadas por uma regido de energia proibida, conhecida como energia de
band gap (Eng). Assim, para que 0sS semicondutores possam apresentar
condutividade, tem-se a necessidade da aplicagcdo de uma energia externa
(como por exemplo radiacdo UV), sendo esta igual ou superior a Eng, para que
os elétrons sejam transferidos da banda de valéncia (BV) para a banda de
conducédo (BC), criando assim portadores de cargas, representados pelo par
elétron/buraco. Entretanto, nem todos os elétrons presentes na BV podem ser
transferidos para a BC, podendo apenas serem promovidos os elétrons
presentes acima da Energia de Fermi (EF), sendo esta a energia do estado
preenchido mais alto a 0 K.

Além disso, outro comportamento importante deve ser levado em
consideracdo quando o TiO2NT é utilizado como plataforma eletrédica. Quando
colocado em solucéo, a Er do semicondutor geralmente sera diferente (maior)
do que o potencial eletroquimico do eletrdlito de suporte [128,130]. Assim, para
promover o equilibrio do sistema, havera um fluxo de carga do TiO2NT,
fazendo com que a Er do semicondutor diminua até atingir o equilibrio. Como
consequéncia desse fluxo de elétrons, ocorrera um entortamento de bandas da
regido denominada camada de carga espacial [128,130]. O grau de
entortamento das bandas pode ser controlado por meio da aplicagdo de um
potencial no sistema. Entretanto, para cada tipo de semicondutor existe um
potencial onde ndo havera a regido de carga espacial, ou seja, ndo ocorrera o
entortamento das bandas, sendo este conhecido como potencial de banda
plana (Esp)[128,130]. Esta situacéo corresponde ao potencial de carga zero do
material eletrédico [131]. Assim, quando o potencial externo aplicado € superior
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ao Ers, haverd o entortamento de bandas, fazendo com que elétrons sejam
conduzidos para o contra-eletrodo [128,131,130].

Diante do explanado, a utilizacdo de eletrodos semicondutores, como
por exemplo os baseados em TiO2NT, como sensores eletroanaliticos sem
fotoativacao por irradiacdo UV tem sido pouco explorada até hoje, devido em
grande parte as suas propriedades semicondutoras [132]. Assim, como
tentativa para a utilizacdo de eletrodos baseados em TiO2NT no
desenvolvimentos de métodos eletroanaliticos, alguns autores propuseram a
modificagdo de sua superficie, como € o caso do trabalho de Mahshid e co-
autores [133], onde um sensor baseado na eletrodeposicdo de nanoparticulas
de Pd, Pt e Au em eletrodos de nanotubos de TiO:z foi proposto para a
determinacdo de dopamina. Utilizando voltametria de pulso diferencial, a faixa
linear e o limite de deteccédo foram de 5,0x1078 a 3,0x107° mol L™ e 3x1078 mol
L1, respectivamente.

No trabalho de Wang e colaboradores [134], um sensor amperomeétrico
ndo enzimatico baseado em eletrodo de nanotubos de TiO2 decorados com
nanoparticulas de Pt foi proposto para a determinacdo de glicose. A partir de
medidas por cronoamperometria em solucdo de NaOH 0,1 mol L™, foi
encontrada resposta linear no intervalo de 1 a 15 mmol L™ e limite de deteccéo
de 0,2 mmol L™.

Outra forma de melhorar consideravelmente a condutividade dos
materiais semicondutores, é por meio de sua dopagem. Neste processo Sao
utilizados como impurezas determinados elementos que apresentam valéncia
diferente do material semicondutor. Assim, quando um semicondutor, como por
exemplo TiO2NT, é dopado com espécies doadoras de elétrons, um novo nivel
energético surgird em direcdo a BC, permitindo ao material semicondutor um
carater melhorado em sua conducdo elétrica sem a necessidade de sua
ativacao por fonte de energia externa (como por exemplo, por luz UV).

Recentemente, alguns trabalhos tem demonstrado que quando eletrodos
de TiO2NT sdo submetidos a tratamentos catddicos, um processo de auto-
dopagem do material € promovido, permitindo a criacdo de estados Ti%*, o que
confere ao material um comportamento quase metalico [135,136] devido a
criagdo de niveis energéticos mais proximos da BC. Assim, diante das

melhorias adquiridas, os eletrodos de TiO2NT auto-dopados tem sido utilizados
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como supercapacitores [129,135,137-139], anodos para baterias de ions litio
[140], anodos para a geracdo de oxidantes [137,139,141,142] e para a
degradacgao de contaminantes [143,144].

Deste modo, pretende-se investigar a utilizacdo de eletrodos de
nanotubos de TiO2 auto-dopados como possiveis sensores eletroquimicos para
a determinacéo de analitos, como por exemplo diuréticos, a fim de propor uma

nova plataforma sensorial para o desevolvimento de métodos eletroanaliticos.
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2. OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo investigar novos métodos eletroanaliticos
para a determinacdo dos diuréticos bumetanida, hidroclorotiazida e triantereno
(Figura 2), substancias proibidas pela Agéncia Mundial Antidopagem em
concentracbes compativeis com os limites impostos mundialmente. Para isto
pretende-se desenvolver sensores eletroquimicos para estes compostos
utilizando:

— Eletrodo compdsito modificado com particulas magnéticas funcionalizadas
com grupo tosila;

— Eletrodos de carbono vitreo modicados com 6xido de grafeno reduzido;

— Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono;

— Eletrodo de nanotubos de TiO2 auto-dopados eletroquimicamente.

NCH,CH,CH,CH3
NH,
< ; NS
/ ‘ N
/S O \\

NH2

(@) (b) (c)

O

Figura 2 — Estrutura da Bumetanida (a), Hidroclorotiazida (b) e Triantereno (c).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e equipamentos

Todos os reagentes utilizados no trabalho foram de grau analitico e as
solucbes foram preparadas com agua ultrapura (Milli-Q® system, Millipore).
Bumetanida (pureza =298,0 %), triantereno (grau de pureza = 99%),
hidroclorotiazida, dimetilsulféxido, 6xido de grafeno, acido urico, glicose, ureia e
creatinina foram obtidos da Sigma-Aldrich. Particulas magnéticas
funcionalizadas com grupo tosila foram obtidas da Life Technologies®.
Hexacianoferrato (Ill) de potassio e hexacianoferrato (lI) de potassio tri-
hidratado foram adquiridos da Neon. Acido bérico, acido fosforico, acido acético
e cloreto de potassio foram adquiridos da Merck. Hidroxido de sdodio, glicerol,
fluoreto de amoénio e sulfeto de sédio foram obtidos da Synth. Furosemida foi
obtida da Purifarma. Folhas de Titanio foram adquiridas da empresa Realum,
Brasil. MWCNT foi obtido da DROPSENS. Solucdes padrdes de 0,01 mol L™
de bumetanida, furosemida, triantereno e hidroclorotiazida foram preparadas
em meio de etanol, etanol, dimetilsulféxido e acetonitrila, respectivamente, e
diluida posteriormente em 0,10 mol L™ de solucdo tamp&do Britton—Robinson
(B-R) utilizado como eletrélito suporte. O tampdo B-R 0,10 mol L™ foi
preparado pela mistura dos acidos fosférico, acético e bérico (0,10 mol L™* de
cada) com adicdes de volumes adequados de solucdo de hidroxido de sodio 3
mol L™ para atingir o pH requerido. Medidas de pH foram feitas em um
pHmetro TECNOPON mPA 210 pH-meter. Medidas de microscopia eletronica
de varredura foram feitas em um FEG-NEV; modelo JEOL 7500F. Os
experimentos eletroquimicos (técnicas voltamétricas e espectroscopia de
impedéancia eletroquimica) foram registrados em um potenciostato Autolab
PGSTAT302N equipado com um modulo de FRA32 AC controlado pelo
software NOVA. Andlises por LC-MS/MS foram conduzidas em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia da 1200 Agilent Technologies acoplado
a um espectréometro de massas 3200 QTRAP (Linear lon Trap Quadrupole LC—
ESI-MS/MS).
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3.2. Preparo dos eletrodos

3.2.1. Eletrodo compdsito modificado com particulas magnéticas

Para a confeccdo do eletrodo compdsito (com area geométrica de 0,60
cm?), inicialmente, foram misturados p6 de grafite e resina epdxi na proporcgédo
de 1:4 (p/p). Em seguida, uma camada da pasta gerada foi inserida no interior
de uma cavidade de um eletrodo de PVC. Na sequéncia, um pequeno ima
cilindrico (3 mm de diametro) foi inserido na cavidade do eletrodo e, na
sequéncia, a mesma foi preenchida com a pasta anteriormente citada. Em
seguida, o eletrodo foi colocado no interior de uma estufa em temperatura de
40 °C por uma semana para obtencdo do compdésito rigido [145,146]. Uma
aliquota de uma solugcdo contendo 30 mg mL™! de particulas magnéticas
funcionalizadas com grupo tosila (PM/TS) foi diluida em meio aquoso para
gerar uma solucdo de 1 mg mL™t. Em seguida, 30 yL da solucdo de PM/TS
previamente preparada foram adicionadas na superficie do eletrodo compasito.
ApOGs este procedimento, o eletrodo compdésito foi deixado em repouso para
evaporacdo do solvente e formacdo do filme de PM/TS na superficie do

eletrodo.

3.2.2. Eletrodo de carbono vitreo modificado com o6xido de grafeno

reduzido

Um eletrodo de carbono vitreo (ECV) com area geométrica de 0,14 cm?
foi polido manualmente com uma lixa 4.000 e lavado com &gua destilada.
Solucgéo padrédo de 4 mg mL™ de 6xido de grafeno (OG) foi diluida 2 vezes com
agua ultrapura e colocada em banho ultrassom por 4 horas. Em seguida, a
solucdo de OG foi diluida 1 vez com 0,20 mol L™ de solugédo de sulfato de
sédio. A modificacdo do ECV, previamente limpo, foi feita por meio da
eletrodeposicdo da solucdo de OG (1 mg mL™ em sulfato de sédio 0,10 mol
L™1) aplicando um potencial de —1,4 V por 500 s [147]. Em seguida, o eletrodo
de carbono vitreo modificado com Oxido de grafeno reduzido (ECV/OGR) foi
lavado com agua destilada e mantido em temperatura ambiente por 15 min

para secagem do filme.
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3.2.3. Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono

Primeiramente, 10 mg de MWCNT foi macerado em uma placa de petri
e, ha sequéncia, 1 mg do material foi inserido no interior de um béquer
contendo 1 mL de N,N-dimetilformamida. Posteriormente, a mistura foi mantida
por 30 min em banho ultrassom para dispersdao dos MWCNT. Em seguida, uma
aliquota de 2,5 pL da suspensao de MWCNT-DMF foi adicionada na superficie
de um eletrodo de carbono vitreo previamente limpo, com area geométrica de
0,14 cm?. Por fim, o eletrodo foi mantido em uma estuda a 60°C por 20 min

para secagem e formacao do filme.

3.2.4. Eletrodo de nanotubos de TiO2 polarizado

Os eletrodos de nanotubos de TiOz (TiO2NT) foram preparados por
anodizacdo eletroquimica em eletrélito organico composto por 0,25% de
fluoreto de amdnio em glicerol contendo 10% de 4gua. Uma folha de Ti de 2x1
cm previamente preparada foi submetida a 30 V por 50 h. Ent&o, o eletrodo de
TiO2NT foi lavado e aquecido em 450 °C por 60 min [148]. O eletrodo de
TiO2NT “auto-dopado” (P-TiO2NT) foi preparado por uma polarizagdo catodica
em solugdo de KH2PO4 0,1 mol L™t. O efeito da polarizacédo foi avaliada em
diferentes pH (3, 7 e 10), potencial aplicado (-1,5 V, -2,0 V e -2,5 V vs
Ag|AgCl 3 mol L™) e tempo de polarizacéo (5, 10 e 20 min).

3.3. Preparo das amostras e analises

3.3.1. Preparo da amostra para as analises do Triantereno

O método foi aplicado para analises do diurético Triantereno (TRT) em
amostra de urina humana utilizando o seguinte procedimento: 10 mL de uma
amostra de urina, coletada de uma pessoa saudavel que se voluntariou, foram
fortificadas com 4,93 pmol L™ de TRT. 2 mL desta amostra foram adicionados
em 8 mL de solugdo tampao B-R 0,1 mol L™ (pH 6,0) na célula eletroquimica e

analisada sem nenhum prévio tratamento da amostra.
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A mesma amostra foi submetida a analise por LC-MS/MS, ap0s prévia
diluicdo de 5 vezes e limpeza da amostra. Para o pré-tratamento, 2 mL da urina
fortificada passou por um processo de extragcdo em um cartucho contendo
polimero poliestireno-divinilbenzeno (Phenomenex Strata-X 33u; 200 mg, 3
mL), previamente condicionado com metanol (3 mL) e agua Milli-Q (3 mL).
Apés o carregamento da amostra, o sorvente foi lavado com 2 mL de agua
Milli-Q. Apos secagem sob fluxo de gés nitrogénio por 1 min, o analito foi eluido
com 2 mL de metanol e, entdo, uma aliquota (150 yL de amostra + 150 uL de
agua Milli-Q) foi inserida em frascos para analise no LC-MS/MS.

A fonte de ion foi operada em modo positivo do eletrospray em 600 °C
nas seguintes condicdes de ionizacdo: voltagem do ion spray de 5.500 V,
pressao da cortina de gas de 20 psi, presséo do gas do nebulizadorl de 50 psi,
pressdo do gas do nebulizador2 de 50 psi, potencial de declustering de 31 V e
potencial de entrada de 10 V [32].

Para a analise por cromatografia liquida (LC) utilizou-se uma fase movel
constituida por uma mistura de agua ultrapura contendo 0,10% de &cido
formico (A) e metanol (B) com eluicdo em diferentes gradientes: 0-2 min 30%
B, 2-4 min 100% B, 4-5 min 100% B, 5-6 min 100-70% B, 6-10 min 70% B

[149]. A vazdo utilizada foi de 1 mL min~ com injecéo de 20 pL da amostra.

3.3.2. Preparo da amostra para as analises da Bumetanida

A amostra de urina sintética foi preparada pela mistura dos seguintes
reagentes: 0,73 g de NaCl, 0,40 g de KCI, 0,28 g de CaCl2.2H20, 0,56 g de
Na2S0s4, 0,35 g de KH2PO4, 0,25 g de NH4Cl e 6,25 g de ureia, que foram
adicionados em 250 mL de agua [150,151]. Em seguida, a urina sintética foi
fortificada com 6,86x10™7 mol L™* de Bumetanida (BMT) (equivalente a 250 ng
mL™Y). Entdo, 4 mL da amostra de urina sintética foi inserida em uma célula
eletroquimica contendo 6 mL de solucdo tampéo B-R 0,1 mol L™ (pH 4,0).

A amostra de urina humana foi coletada de uma pessoa voluntaria e
saudavel. 10 mL da amostra foram fortificadas com 6,86x107" mol L™ de BMT
(equivalente a 250 ng mL™). Em seguida, 4 mL da amostra foram inseridas
sem nenhum prévio tratamento em uma célula eletroguimica contendo 6 mL de

solugéo tampao B-R 0,1 mol L™ (pH 4,0).
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Para as analises da amostra de urina humana por LC-MS/MS, foi
empregado 0 mesmo processo de extracdo da secao 3.3.1., porém, neste
caso, foram utilizados 4 mL da amostra.

As ionizagbes em condicbes de modo positivo foram as mesmas
descritas no item 3.3.1. Para a analise por LC utilizou-se a mesma fase movel
descrita na secéo 3.3.1., contudo, com uma eluicdo com diferentes gradientes:
0-2 min 5% B, 2—12 min 5-100% B, 12—-13 min 100% B, 13-14 min 100-5% B,
e 14-20 min 5 % B [149]. A vazdo utilizada foi de 1 mL min~* com injecéo de 20

uL da amostra.

3.3.3. Preparo da amostra para as analises da Hidroclorotiazida e

Triantereno

A amostra de urina sintética para a determinacdo de Hidroclorotiazida
(HCT) e Triantereno (TRT) foi preparada da mesma maneira como descrito na
secéo 3.3.2. Em seguida, uma aliquota de 10 mL foi fortificada com 8,40x107" e
9,87x1077 mol L™t de HCT e TRT, respectivamente (equivalente a 250 ng
mL™Y). Para as andlises eletroquimicas, 4 mL da amostra de urina, sem
nenhum prévio tratamento, foi inserida em uma célula eletroquimica contendo 6
mL de solugcdo tampdo B-R 0,1 mol L™ (pH 4,0), resultando em uma
concentracdo de 3,36x1077 e 3,95x107 mol L de HCT e TRT,

respectivamente.

3.4. Andlises eletroquimicas

Todas as medidas voltamétricas foram registradas em uma célula
eletroquimica de 10,0 mL em um sistema convencional de trés eletrodos sendo
os eletrodos de trabalho, auxiliar (fio de platina) e referéncia (Ag|AgCl; KCI, 3
mol L1).

As eletrdlises dos diuréticos foram efetuadas utilizando um sistema
convencional semelhante as andlises voltamétricas, entretanto, com as
seguintes diferencas: volume da célula de 75 mL e eletrodo auxiliar constituido

de uma placa de Ti/Ru de 25 cm?. Para a eletrdlise do TRT utilizou-se um
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eletrodo de rede de platina e para a eletrélise da BMT foi utilizada uma placa
de carbono vitreo.

Medidas de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica foram
registradas em solucdo 5 mmol L™ de Fe(CN)s*>7#~ em meio de solucédo 0,1 mol
L™ de KCI, no intervalo de 10 kHz — 0.03 Hz, em OCP (0,220 V vs Ag|AgCl,
KCI, 3 mol L™).

3.5. Andlises dos produtos da eletrélise por LC-MS/MS

Os procedimentos mencionados a seguir foram os mesmos para as
medidas do TRT e da BMT. Os produtos das eletrélises foram identificados por
LC-MS/MS equipado com uma coluna com fase estacionaria pentafluorofenil
(Phenomenex Kinetex PFP; 150x4.6 mm; 5 um). A fase modvel utilizada para a
eluicdo das amostras foi a mesma utilizada na se¢édo 3.3.1., entretanto, com a
seguinte programacao gradiente: 0—2 min 5 % B, 2-12 min 5-100 % B, 12-13
min 100 % B, 13—-14 min 100-5 % B e 14-20 min 5 % B, usando vazé&o de 1
mL min~! e injecédo de 20 pL da amostra[149].

As ionizacbes em condicbes de modo positivo foram as mesmas
descritas no item 3.3.1. Os experimentos para investigacdo dos produtos de
oxidacao foram feitos pelo software LightSight® (SCIEX), onde uma série de
reacdes pré-programadas foram investigadas com base no espectro de ions de
fragmento do padrédo TRT e BMT. Todos os experimentos foram testados por
varredura de massa avancada e foram realizados Monitoramento de Reacéo
Selecionado com a aquisicdo simultdnea de experimentos com ions de

fragmentos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sensor voltamétrico baseado em eletrodo composito modificado com
particulas magnéticas para determinacdo de Triantereno em amostra

biolégica

4.1.1. Comportamento eletroquimico do TRT

Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo contendo 100 pumol
L™t de TRT em solucdo tampédo B-R 0,1 mol L™ (pH 4,0) utilizando o eletrodo
composito de grafite + resina epOxi + imd antes e apds a modificagdo com
particulas magnéticas funcionalizadas com grupo tosil s&o mostrados na Figura
3.l. Quando utilizado eletrodo compoésito sem modificacdo (EC) (Fig. 3.l.a),
apenas um pico de oxidacdo é observado no potencial de 1,30 V com uma
intensidade de pico anddica (ipa) de 13,9 A, indicando que o TRT apresenta
um comportamento com caracteristicas de processo irreversivel [152]. Para o
eletrodo compdésito modificado com particulas magnéticas funcionalizadas com
grupo tosil (EC-PM/TS), a oxidacao do analito é verificada no potencial de 1,24
V com ipa de 17,4 pA (Fig. 3.1.b), indicando um aumento de aproximadamente
25% na ipa quando comparado ao EC.

O efeito de ciclos sucessivos no comportamento voltamétrico do TRT
utilizando o EC-PM/TS foi investigado e mostrado na Figura 3.1l. Observa-se
gue em varreduras sucessivas, a ipa do analito diminui drasticamente, indicando
gue o produto de oxidacdo do TRT adsorve na superficie do eletrodo. A
adsorcao espontdnea é muito rapida, uma vez que ndo houve aumento de
corrente variando o tempo de acumulo no intervalo de 0 a 5 min. No entanto,
para minimizar problemas e renovar a superficie, antes de cada analise, a

solucéo foi agitada por 20 segundos para remover as espécies oxidadas.
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Figura 3 — Voltamogramas ciclicos para 100 umol L™ de TRT em solugéo
tampdo 0,1 mol L™ B-R (pH 4,0) utilizando eletrodo compoésito sem (a) e com
(b) a modificagdo com particulas magnéticas funcionalizadas com grupo tosila
(1); Voltamogramas ciclicos sucessivos para 100 pumol L™ de TRT em solucédo
tampédo 0,1 mol L? B-R (pH 6,0) utilizando EC-PM/TS (Il). Velocidade de

varredura: 75 mV s,
4.1.2. Efeito da velocidade de varredura na oxidacdo do TRT

O efeito da velocidade de varredura (v) sobre a intensidade da corrente
de pico anddico foi investigado para 100 umol L™ do TRT em solucdo tampéao
B-R 0,1 mol L™* (pH 6,0). Na Figura 4., sdo mostrados 0s respectivos
voltamogramas variando-se a v no intervalo entre 5 a 200 mV s™. A corrente
andédica aumenta segundo uma relacéo linear com equacgéo de ipa= 5,54x107°0
+ 9,98x1077 (R?= 0,990), como mostrado na Figura 4.1l. Este comportamento é
indicativo de que a transferéncia de massa € controlada por processo de
adsorcao do analito [152].

A é&rea eletroquimicamente ativa do eletrodo modificado foi calculada
utilizando sistema de solucéo de hexacianoferrato (Ill) de potassio 1 mmol L™
(molécula sonda) em KCI 0,10 mol L™, com coeficiente difusional de oxidacdo
tabelado em 7,60x10% cm? s™* e aplicando a equacdo de Randles-Sevcik
(equagéo 1) [152],

ipa = 2,69 X 105n3/2AD}/*Cou'/2  (Equagdo 1),
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onde ipa € a intensidade de corrente anddica (MA), n € o numero de elétron, A é
a area ativa do eletrodo (cm?), Do é o coeficiente de difusdo (cm? s™1), v¥? é a
raiz quadrada da velocidade de varredura (V s™) e Co é a concentracdo do
analito (mol cm™3). Através do estudo de velocidade de varredura pela técnica
de voltametria ciclica, foi possivel encontrar a relagdo entre ipa vs 02, tendo
como equacao ipa= 6,19x10™%0%? + 6,85x107° (R?= 0,988). Com isso, a area

eletrogquimicamente ativa do eletrodo modificado foi de 0,167 cm?.

(1

(1)

0,8 1.0 1,2

E (V) vs Ag|AgClI v (Vsh

Figura 4 — Voltamogramas ciclicos para 100 uymol L™ do TRT em solugéo
tampédo B-R 0,1 mol L™ (pH 6,0) para velocidades de varredura no intervalo de
5a 200 mV s (1) e relagdo linear entre ipa Vs 0 (Il). Voltamogramas registrados

sem agitagao.

Considerando a adsorcdo do analito, avaliou-se a concentracdo do
diurético TRT na superficie do eletrodo modificado usando voltamogramas
registrados no intervalo de v de 20 a 75 mV s na concentragdo de 100 pumol

L™! do diurético. Substituindo os valores na seguinte equacgéo [152]:

P = an?F2Auvr
Pa ™ 5 718RT

(Equacéo 2),

onde ipa € a corrente de pico, a é o coeficiente de transferéncia eletronica, n é a
guantidade de elétrons, F a constante de Faraday (96.485 s A mol™), v a
velocidade de varredura, A a area ativa do eletrodo, I" é a concentracéo

superficial das espécies eletroativas, R € a constante dos gases ideais (8,314 J
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mol™ K1) e T a temperatura, a concentracdo superficial do TRT presente na
superficie do EC-NPM/TS é de 1,05x107'° mol cm?. O valor de a pode ser

47,7 mV
(Epa_El/Z)

1,68. Sabendo que n é 2 (secdo 4.1.3 e 4.1.4), o valor de a é 0,84.

calculado a partir da equacéo na = [153], que indica um valor de na=

4.1.3. Estudo do pH

O efeito do pH na oxidagdo de 100 umol L™ do TRT foi estudado
utilizando a voltametria de varredura linear em meio de solucédo tampéao B-R 0,1
mol L™ variando-se o valor de pH no intervalo de 4,0 a 9,0, onde os perfis
voltameétricos sdo mostrados na Figura 5.1.

Como pode ser observado na Figura 5.1l.a, maiores valores de ipa foram
encontrados pH 6, com ipa de 20,3 pA, além da melhor resolugéo de pico.
Desta forma, as medidas posteriores foram realizadas em solu¢do tampao B-R
0,1 mol L™* com pH = 6,0. Além disso, observa-se que, com o aumento do pH,
o potencial de pico anddico (Epa) é deslocado para potenciais mais negativos
(Figura 5.11.b), indicando que proton(s) participa(m) da reacédo de oxidacdo. Tal
deslocamento apresenta um valor de coeficiente angular de -59,0 mV/an,

sugerindo que a relacdo de e /H* para a oxidacdo do TRT é 1 [152].

1807 (] -
10| 0 200w (Dl1,25
140 18 1,20
120- .
© 1,15
100- @ ~16] _
< 80 5 g 1,102
— 60+ b) 314' 1,05
o K 12 1,00
28_ n 0,95
] , — o900
06 08 !
'E (V) VS AgiLAgCI 4 5 6 pH7 8 9

Figura 5 — Voltamogramas de varredura linear para 100 pymol L™ do TRT em
solucdo tampéo B-R 0,1 mol L™ em pH 4,0 (a), 5,0 (b), 6,0 (c), 7,0 (d), 8,0 (e) e
9,0 (f). v=75 mV s™ (I); Relagao entre ipa Vs pH (Il.2) € Epa vs pH (I1.b).
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De acordo com o predito para processos irreversiveis com adsorcado do
analito, a seguinte equacao de Laviron [86] pode ser utilizada para calcular o

numero de elétrons,

Epa = E° — (aR—:T) In (%) + (%) Inu  (Equacéo 3),
onde a é o coeficiente de transferéncia eletrénica, k; a constante da taxa de
transferéncia de elétrons heterogénea, n 0 nimero de elétrons transferidos, v a
velocidade de varredura e E° o potencial formal redox. Assim, a relacdo an
pode ser obtida pelo coeficiente angular da relagdo entre E,, vs Inv.
Substituindo os valores de Ep, vs Inv (0,0157), R (8,314 J mol™ K™), T (298 K)
e F (96.485 s A mol™), an é igual a 1,63. Assim, sabendo que o valor de a é
0,84, o numero de elétrons que participam do processo de oxidacdo do TRT é
1,95 (n=2), confirmando o valor encontrado na secéo 4.1.4. Como a proporcao

de e”/H* é a mesma, a quantidade de prétons envolvidos na reacéo €é igual a 2.
4.1.4. Medidas de eletrolise parao TRT

Para mais informacdes sobre o processo de oxidacdo do TRT,
eletrolises a potencial controlado foram realizadas durante 3h de oxidac¢des de
100 pmol L™ de TRT em solucdo tampédo B-R 0,1 mol L™ (pH 6,0) utilizando
eletrodo de Pt como eletrodo de trabalho. As eletrélises foram registradas em
um potencial mais positivo do que o pico de oxidacdo observado neste eletrodo
(+1,26 V vs Ag|AgCl; 3 mol L™). A corrente foi registrada em funcéo do tempo e
0 numero de elétrons consumidos foi determinado. A corrente decai

exponencialmente com o tempo e o valor de n, encontrado a partir da equacéo

n= %, em que Q é a quantidade de carga (18,4 A s, encontrado a partir da

integracdo do grafico i vs t da eletrdlise), C a concentracédo e F a constante de
Faraday, foi igual a 2.

Apés término das eletrélises, os produtos foram analisados por
LC-MS/MS de acordo com o procedimento descrito na segéo experimental 3.5.

O cromatograma de ion total (TIC) da amostra controle (solugdo de TRT antes
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da eletrdlise), apresenta um pico em 7,9 min (Fig. 6.a) com m/z 254
correspondente ao TRT (MW. 253 Da, [M+H™), Fig. 6.b.

A mesma analise foi feita apds a eletrélise da solugdo de TRT e, como
mostrada na Figura 6.d., o TRT ainda estava presente (m/z 254 e tempo de
retencdo de 8,0 min), além de outro pico detectado em 8,9 min com m/z 252
(IM+H"*]), Fig. 6.e. Espectros de MS? foram feitos para ambos 0s compostos
(TRT e seu produto). O espectro de fragmento de ion para o TRT (Fig. 6.c)
mostra uma relacdo m/z 237 correspondente a perda de 17 Da (-NHs), m/z 212
(perda de 42 Da, -NCNH2), m/z 195 (perda de 59 Da, -NH3z e -~NCNH2). As
mesmas perdas foram observadas para o produto de oxidacdo a medida que
os fragmentos obtidos apresentaram relacdo de m/z de 235, 210 e 193 (Fig.
6.f). A alta similaridade entre ambos 0s espectros levou a proposta da estrutura
encontrada na Fig. 6.d.

A partir dos dados apresentados, uma possivel proposta para o

mecanismo de oxidacdo do TRT é apresentada no esquema 1.
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Figura 6 — a) TIC da amostra controle; b) espectro de massas do pico
detectado em 7,9 min em a); c) espectro de ion fragmento de m/z 254; d) TIC
da eletrolise da amostra; e) espectro de massas do pico detectado em 8,9 min

em d) e f) espectro de ion fragmento de m/z 252.
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Esquema 1 — Mecanismo de oxidagéo para o TRT.

4.1.5. Otimizacdo Analitica

A fim de obter baixos niveis de deteccdo do TRT em meio aquoso,
diferentes modos de varredura foram testados com o intuito de melhorar a
sensibilidade do método. A Figura 7 compara 0s voltamogramas registrados
por varredura linear (1), pulso diferencial (II) e onda quadrada (ll1) utilizando 100
umol L™ de TRT em solugdo tampédo B-R 0,1 mol L™ (pH 6,0). Observa-se um
aumento de pico de aproximadamente 44 e 85% para a voltametria de onda
guadrada quando comparada as voltametrias de varredura linear e de pulso
diferencial, respectivamente. Sendo assim, a técnica de onda quadrada foi

escolhida para a quantificagdo do diurético.
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60
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Figura 7 — Voltamogramas de varredura linear (I, v= 75 mV s™), pulso
diferencial (I, Esw=5 mV, AE= 50 mV) e onda quadrada (lll, Esw= 2 mV, AE= 50
mV, f= 30 Hz) para 100 umo L™ de TRT em solu¢éo 0,1 mol L™ de tampé&o B-R

(pH 6).
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Os parametros da técnica de voltametria de onda quadrada foram
otimizados visando a determinacéo TRT, por meio do planejamento fatorial 22,
matriz de Doehlert e metodologia multi-respostas [154—-157]. Na Tabela 1 estado

reunidos os parametros estudados, bem como seus respectivos niveis.

Tabela 1 — Parametros e niveis estudados no planejamento fatorial 23.

Parametro Minimo (-) Ponto Central (0) Méaximo (+)
f (Hz) 30 55 80

Esw (MV) 2 6 10

AE (mV) 10 55 100

f: frequéncia, Esw: incremento de potencial, AE: amplitude de pulso.

Os sinais analiticos (ipa € Linha de base) provenientes do planejamento
fatorial 23, designados como desejabilidade global, sdo apresentados na
Tabela 2. Além dos experimentos provenientes do planejamento fatorial 23, foi
incluido no planejamento o ponto central com o objetivo de averiguar o
comportamento entre os pontos de minimo (-) e maximo (+). Para o calculo da
desejabilidade global de cada experimento, foram determinadas as
desejabilidades individuais (di). A desejabilidade individual € expressa em um
valor adimensional variando de O (resposta indesejada) a 1 (resposta
desejada). Como o objetivo deste trabalho é maximizar a ipa, a desejabilidade

individual para cada experimento pode ser calculada através da equacao 4:

dii _w-1  (Equacéo 4),

Pa™(H-L)

onde y é o valor adquirido experimentalmente, L o menor valor obtido entre
todos os experimentos feitos e H o maior valor obtido entre todos os
experimentos analisados.

Porém, para a Linha de base (L.B.), o menor valor € a melhor resposta,
assim, o calculo da desejabilidade individual para esta resposta pode ser feita

através da equacao 5:

_ (H-y)

=D (Equacéo 5).

dip g,
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Desta forma, de posse das desejabilidades individuais, determinou-se a
desejabilidade global (D.G.), por meio da média geométrica das

desejabilidades individuais, como demonstrado na equagéo 6:

D.G.= \/ (diipa) (diLg) (Equacéo 6).

Os resultados da otimizacgéo, expressos em termos de ipa, L.B., die D.G.,

sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados do planejamento fatorial 23 expressos em termos ipa,
L.B., di e DG.

Exp. Esw AE  f ia (WA)  L.B. (MA)  diipa di L.B. D.G.
1+ + T 116 280 1,00 0,00 0,00

2 - + + 39,5 162 0,278 0,435 0,348
3 o+ ; + 31,6 44,0 0,204 0,869 0,421
4 - ; + 20,1 19,8 0,097 0,958 0,305
5 o+ + ; 49,5 110 0,372 0,626 0,483
6 - + - 14,6 49,0 0,046 0,851 0,197
7+ - - 28,0 19,5 0,171 0,959 0,405
8 - - - 9,74 8,50 0,00 1,00 0,00

9 0 0 0 50,5 98,0 0,382 0,670 0,506
9t 0 0 0 54,2 101 0,416 0,659 0,524
9t 0 0 0 52,5 99,0 0,400 0,667 0,517
9 0 0 0 51,9 100 0,395 0,663 0,512
9 0 0 0 50,9 99,0 0,386 0,667 0,507

f. frequéncia; Esw: rampa de potencial; AE: amplitude de pulso.*replicas do

ponto central.

As respostas em D.G. foram utilizadas para tratamento estatistico. Como
mostrado na Figura 8, todos os parametros e interacfes apresentaram efeito
negativo, exceto o parametro Esw. ISso indica que as melhores respostas séo
obtidas quando os parametros AE e f estdo em seus menores niveis enquanto

gque, para o parametro Esw, as melhores respostas sédo verificadas em seu
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maior nivel. Ao nivel de significancia de 95%, o efeito de todas as interacdes e
parametros foram significativas, exceto para o parametro f que ndo se mostrou

significativo para o método.

Eow 0,115

p=.05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 8 — Diagrama de Pareto das respostas obtidas no planejamento.

Dentre todos os resultados mostrados no Diagrama de Pareto, a
curvatura (Curv.) foi o estudo mais significativo para o trabalho. A Curv. é dada

pela seguinte equacao [158]:
Curv.= Rep — Ry (Equagao 7),

onde Rep € a média das respostas obtidas a partir dos experimentos do
planejamento fatorial e Rpc € a média das respostas obtidas para o ponto
central. Assim, valor positivo indica que as melhores respostas sdo adquiridas
para 0s pontos pertencentes ao planejamento fatorial enquanto que um valor
negativo para a Curv., indica que os melhores resultados sdo encontrados para
0S pontos proximos ao ponto central. Assim, como mostrado na Fig. 8, o efeito
para a Curv. apresentou um resultado negativo, indicando que as melhores
respostas sdo obtidas para os valores do ponto central. Visto que o0s
parametros Esw € AE se mostraram significativos para o método, um estudo

mais detalhado foi realizado por meio da matriz de Doehlert. Como a f ndo
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apresentou significancia para o método ao nivel de 95%, a frequéncia foi fixada
em seu menor nivel, ou seja, 30 Hz, pois, neste nivel foram encontradas as
melhores respostas.

Para a matriz de Doehlert, as mesmas respostas analiticas foram
utilizadas, ou seja, ipa € L.B. Assim, as respostas foram convertidas em termos
de desejabilidades individuais, conforme as equacfes 4 e 5 e, em seguida, em
desejabilidade global (Equacédo 6). Os resultados da matriz de Doehlert sdo

expressos na Tabela 3.

Tabela 3 — Matriz de Doehlert utilizada para otimizacdo do Esw e AE.

Exp. Esw(mV) AE (mV) ipa (MA)  L.B. (MA) diipa di L.B. D.G.

1 12 (0) 35 (0) 53,5 52,5 0,593 0,487 0,537
1 12 (0) 35 (0) 50,6 53,0 0,549 0,479 0,513
1 12 (0) 35 (0) 48,5 52,6 0,517 0,485 0,501
1 12 (0) 35 (0) 47,5 52,6 0,502 0,483 0,492
1 12 (0) 35 (0) 46,0 52,7 0,480 0,484 0,482
2 20 (1) 35 (0) 44,4 74.8 0,455 0,181 0,287
3 16 (0,5) 60 (0,866) 80,6 88,1 1,00 0,00 0,00

4 4 (-1) 35(0) 21,1 29,7 0,106 0,799 0,291
5 8 (-0,5) 10 (-0,866) 14,1 15,0 0,00 1,00 0,00

6 16 (0,5) 10(-0,866) 19,6 24,4 0,083 0,871 0,268
7 8 (-0,5) 60 (0,866) 35,0 64,0 0,314 0,329 0,322

Por meio da Andlise de Variancia (ANOVA), verificou-se que os valores
de Fcarculado (Fcarc.) foram inferiores ao valor de Fravelado (Ftab.) para os parametros
Esw € AE, ambos lineares, isto indica que 0s niveis para estes parametros
foram estudados em um intervalo satisfatorios (Tabela 4). Além disso, o valor
de Fcac. (QMratta de ajuste/QMerro puro) foi de 0,903, sendo menor que o valor de
Fuab.,, que € de 7,71, indicando que os resultados se adequaram ao modelo
linear quadratico, apresentando um valor de R? de 0,994 e R? ajustado de
0,988.
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Tabela 4 — ANOVA para os resultados adquiridos da Matriz de Doehlert.

Fator Soma de Quadrados Graus de Liberdade Quadrados Médios Fcarc.
(SQ) (GL) (QM)

Esw 0,000314 1 0,000314 0,692

Esw? 0,0667 1 0,0667 147

AE 0,000716 1 0,000716 1,58

AE? 0,234 1 0,234 516

EswxAE 0,0870 1 0,0870 192

Falta de ajuste  0,000410 1 0,000410 0,904

Erro puro 0,00181 4 0,000454

Total 0,380 10

Assim, o modelo estatistico obtido a partir da matriz de Doehlert é dado

pela seguinte equacéao:

D.G.= 0,505 - 0,0100xEsw - 0,216XESW2 + 0,0130xAE - 0,303XAE2 -
0,295xEswxAE (Equacéo 8).

Com isso, o modelo estatistico acima foi derivado e, assim, obteve-se os

valores de méaximo de Esw (11,5 mV) e AE (36,2 mV). Na Figura 9 € mostrada a

superficie de resposta proveniente da equacéo 8.

Figura 9 — Superficie de resposta relacionando Esw, AE e D.G.
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4.1.6. Curva analitica

Voltamogramas de onda quadrada para o diurético TRT em solucéo
tampdo B-R 0,1 mol L™ (pH 6,0) sob as condigcbes otimizadas foram
registrados e as curvas sao mostradas na Figura 10.1. Excelente relacéo linear
foi encontrada no intervalo de 0,500 a 99,8 umol L™ (Figura 10.),
apresentando a seguinte equacgdo linear: ipa= 1,18%x[TRT] + 7,30x1078 (R?=
0,998). Os limites de deteccéo (L.D.) e quantificacdo (L.Q.) foram calculados
com base nas seguintes equagodes: L.D.= 3std/m e L.Q.= 10std/m, onde std é o
desvio padréao de 10 voltamogramas de onda quadrada apenas com o eletrolito
suporte (medindo a corrente no potencial onde ocorre a oxidacado do analito),
ou seja, o branco (solucdo tampédo B-R 0,1 mol L™ pH 6,0) e m o coeficiente
angular da curva. Assim, os valores para L.D. e L.Q. foram 1,47 e 4,91x107
mol L™, respectivamente.

A repetibilidade do método foi testada atravées de 10 analises
consecutivas para solugcdes de TRT nas concentracdes de 1,50 e 80,0x10°°
mol L™, em que o desvio padréo relativo foi de 4,10 e 3,24%, respectivamente,
indicando que o eletrodo proposto ndo € passivado entre medidas, uma vez

gue a solucéo é agitada entre as analises.
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Figura 10 — Voltamogramas de onda quadrada em meio de solucdo tampao B-
R 0,1 mol L™ (pH 6,0) (a) nas concentra¢des de TRT de 0,500 (b), 1,00(c), 2,02
(d), 7,56 (e), 17,6 (f), 32,7 (g), 52,7 (h), 72,6 (i) e @ 99,8 ymol L™ (j) (I) e
Relagao entre ipa vs [TRT] (Il). f= 30 Hz, AE= 36,2 mV, Esw= 11,5 mV.
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4.1.7. Estudo de interferentes

Investigou-se a seguir a possibilidade da influéncia de possiveis
compostos interferentes como acido urico (AU), ureia (UR), acido ascérbico
(AA), glicose (GL) e creatinina (CR) na ipa € resolucdo de pico do analito de
interesse.

Sob condi¢cbes otimizadas, voltamogramas de onda quadrada foram
registrados para uma solucédo contendo 30 pumol L™ de TRT e os possiveis
interferentes em diferentes concentracdes no intervalo de 1,00 a 300 umol L™.
Como mostrado na Figura 11, a porcentagem entre a ipa do TRT na presenca
de interferente (iinter) SoObre a ipa do TRT (itrT) para as substancias AU (m), UR
(A), GL (e¢) e AA (m) ficaram no intervalo de 101-104%, 95,0-104%,
95,0-104% e 95,0-99,0%, respectivamente, indicando que estas substancias
ndo apresentaram interferéncia na resolucdo de pico e na ipa do TRT no
intervalo de concentracdo estudado. No entanto, para a CR (e), nenhuma
interferéncia foi observada no intervalo de concentracao entre 1,00 a 120 pmol
L%, onde a porcentagem entre iinter/iTrT ficou entre 96,0-106%. Ja para 300
umol L™ de CR, a relacdo entre iinter/itrT foi de 110%, indicando que em altas
concentracdes, a CR pode ser um possivel interferente na determinacdo de
TRT.

(I inter./iTRT) (%)

90|

0 50 100 150 200 250 300

[Interferente] (umol L™
Figura 11 — Efeito na ipa para uma concentracdo de 30 umol L™ de TRT na
presenca de algumas substancias que podem estar presentes na urina em
solugcéo tampéo B-R 0,10 mol L™ (pH 6.0). CR (e), AU (m), UR (A), GL (e) €
AA (m).
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4.1.8. Aplicacdo do método proposto para analise de TRT em amostras de

agua e urina

O sensor proposto foi aplicado em amostras de agua de torneira para
avaliar a recuperacdo do método. Para isso, amostras de agua de torneira
foram contaminadas propositalmente até gerar uma concentracao de 15,0 umol
L' de TRT. A recuperacdo foi testada por meio do método de adicdo de
padrdo, onde os valores adicionados e recuperados sdo mostrados na Tabela
5.

Tabela 5 — Recuperacdes de TRT em amostras de agua de torneira utilizando
o eletrodo de EC-PM/TS.

Amostra Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Adicionado (umol L™) 15,0 15,0 15,0
Encontrado (umol L™) 15,5+0,84 14,8+0,96 15,2+0,83
Recuperado (%) 103 99,7 101

teal. 0,93 0,34 0,45

ttab.= 4,30; n= 3.

Como podem ser observadas, para todas as amostras, as recuperacgoes
ficaram entre 99,7 a 103%. O valor de t calculado (tcac.) foi menor do que o
valor de t tabelado (twab.), indicando que ndo existe diferenga significativa no
nivel de confianca de 95% entre a concentracdo fortificada e a recuperada.
Além disso, as recuperacfes de TRT na agua de torneira ndo excederam 3%
de erro, indicando boa aplicabilidade do método.

Posteriormente, a aplicabilidade do EC-PM/TS foi testada para a
determinacdo de TRT em amostra de urina humana. Conforme descrito na
parte experimental (se¢do 3.3.1.), uma aliquota de urina fortificada com 4,93
umol L™t de TRT foi adicionada na célula eletroquimica sem nenhum prévio
tratamento da amostra.

Os respectivos voltamogramas sdo mostrados na Fig. 12.1 antes ("a"
para o eletrélito de suporte e "b" para a amostra de urina humana contaminada)
e apos (c até h) sucessivas adi¢des de solucdo padrdo de TRT. Uma excelente

relacdo linear foi obtida, encontrando um valor de 0,995 + 0,030. Entretanto,
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como a amostra foi diluida 5 vezes, o valor real na amostra é de 4,97 + 0,150

pumol L™ (Fig. 12.11) na amostra.

1)

(h)

©

Lo e&Avs Afaga 1 TR emol LY
Figura 12 — Voltamogramas de onda quadrada registrado em solugao tampao
B-R 0,10 mol L™* (pH 6,0) para eletrélito suporte (a), adicdo de 2 mL de
amostra (b) e sucessivas adicdo de padrdo de TRT nas concentracdes de
0,489 (c), 0,976 (d), 1,22 (e), 1,46 (f), 1,82 (g) e 2,31 pmol L™ (h) utilizando o
EC-PM/TS (I). Relacéo linear entre ipa vs [TRT] (Il). f: 30,0 Hz, AE: 36,2 mV,
Esw: 11,5 mV.

O método foi comparado com a técnica de LC-MS/MS onde a amostra
de urina foi previamente tratada como descrito na secdo 3.3.1. O pico
cromatografico utilizado para a quantificacado foi observado no ty. de 3,39 min
corresponde a transicdo mais intensa monitorada. Utilizando o método de
adicao de padrdo, a concentracdo de TRT encontrada na amostra pela técnica
LC-MS/MS foi de 5,20+0,180 pmol L.

Calculando o teste t students (teste t pareado), foi encontrado um valor
de 3,83, onde o valor calculado é menor que o valor de terit. (4,30) [159]. Assim,
os resultados de TRT encontrados na amostra de urina humana pelo método
proposto ndo mostraram diferenca significativa no nivel de 95% de confianca

em relacdo a técnica de LC—MS/MS.
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4.1.9. Conclusdes parciais

O sensor proposto, baseado em um eletrodo compdsito grafite-epoxi
modificado por particulas magnéticas funcionalizadas com grupo tosil (EC-
PM/TS), mostrou-se eficaz para determinacdo do diurético Triantereno em
amostra de urina humana. Apoés otimizacdo multivariada dos parametros
intrinsecos da voltametria de onda quadrada, construiu-se uma curva analitica
em ampla faixa linear e baixo limite de deteccdo além de excelente
repetibilidade para diferentes concentragbes. O EC-PM/TS foi aplicado com
sucesso em amostras de urina humana, onde ndo houve diferenca significativa

guando comparado a técnica de LC-MS/MS.
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4.2. Sensor eletroquimico baseado em eletrodo de carbono vitreo
modificado com 6xido de grafeno reduzido (ECV/OGR) para a

determinagcdo de bumetanida em amostra de urina

4.2.1. Caracterizacado da superficie do ECV/OGR

A Figura 13 (Imagens | e Il) mostra a morfologia da superficie dos
eletrodos de carbono vitreo modificada por 6xido de grafeno (OG) e 6xido de
grafeno reduzido (OGR), respectivamente. O ECV modificado com OG (Fig.
13.1) apresenta uma forma irregular com aspectos de blocos volumosos
interligados e enrolados devido ao grande namero de grupos oxigenados na
superficie do OG [160,161]. ApOs a reducao eletroquimica do OG (Fig. 13.11), é
verificada uma superficie com grande rugosidade, observando o

emparelhamento de véarias camadas de folhas de grafeno [162].

1pm IQ-UNESP 2/24/2016 . 1lpm ‘IQ—UN!:SP 2/24/2016
X 25,000 2.00kV SEI SEM WD 6.9mm 10:57:08 X 25,000 2.00KV SEI SEM WD 6.7mm 10:35:42

Figura 13 — Imagens de microscopia eletrbnica de varredura para ECV/OG (I)
e ECV/OGR () com magnificacéo de 25.000 vezes.

A Figura 14.1 compara a cinética de transferéncia de carga para o ECV
(a), ECVIOG (b) e ECG/OGR (c) por medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE). A resisténcia de transferéncia de carga (Rt) foi obtida por
meio do semicirculo do gréafico de Nyquist utilizando uma solucdo sonda de 5
mmol L™ de Fe(CN)&>7#~ em 0,10 mol L™ de KCI. O valor da R para o ECV foi
equivalente a 265 Q, enquanto que, para o ECV/OG, o valor foi de 2,96 kQ. O
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alto valor da Rt para o eletrodo modificado com OG pode ser explicado pela
grande quantidade de grupos contendo oxigénio (-COOH e —OH) na superficie
do eletrodo, que reduz a condutividade do material devido a diminuicdo das
ligacGes sp? entre carbonos e o consequente aumento das ligacdes sp3
[160,163]. Em contrapartida, o baixo valor da Ri= 62,6 Q foi encontrado para o
ECG/OGR, sugerindo que, apés uma prévia aplicacdo de potencial catédico, as
ligagbes 1 entre carbonos sdo reconstituidas e, consequentemente, a
condutividade do material aumenta [164].

Na Figura 14.1l sdo mostrados o0s voltamogramas ciclicos para a
solucdo sonda de 5 mmol L™* de Fe(CN)s>74~ em 0,10 mol L™ de KCI utilizando
o0 ECV (a), ECV/OG (b) e ECV/OGR (c). Todos os voltamogramas exibiram um
comportamento reversivel para a solugcdo sonda, porém, com grande diferenca
na ipa. A menor corrente anddica foi verificada para o ECV/OG, a qual é
explicada pela menor condutividade e também pela repulsdo eletrostatica
resultante das cargas negativas presentes no OG (grupos -—-COO~
desprotonados) e o complexo Fe(CN)e*#~ [165]. J& a maior ipa foi encontrada
para o ECV/OGR, indicando que o 6xido de grafeno reduzido aumenta a taxa
de transferéncia eletrénica devido as suas propriedades fisico-quimicas Unicas
como a alta condutividade e elevada area superficial [166]. Tais dados

corroboram com os resultados apresentados na Figura 14.1.
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Figura 14 — Gréficos de Nyquist () e voltamogramas ciclicos (ll) utilizando
solugédo de 5 mmol L™ de Fe(CN)e*7~ em 0,10 mol L™ de KCI para ECV (a),
ECV/IOG (b) e ECV/IOGR (c). EIS: Frequéncia entre 10 kHz - 0,03 Hz,
amplitude de 5 mV (rms) em potencial de circuito aberto (OCP). VC: v= 75 mV

s,
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4.2.2. Comportamento eletroquimico da Bumetanida

O comportamento eletroquimico de 100 umol L™ de BMT foi estudado
por voltametria ciclica em solugédo tamp&o B-R 0,1 mol L™ (pH 7,0) sobre as
superficies do ECV (a), ECV/IOG (b) e ECV/IOGR (c). Como pode ser
observado na Figura 15.a, a BMT apresenta apenas um pico de oxidacao no
ECV no Epa de 0,75 V com ipa de 1,89 PA, caracterizando um processo
irreversivel [152].

No entanto, a oxidacao eletroquimica da BMT sobre ECV/OG (Fig. 15.b)
nao apresenta nenhum pico voltamétrico. Isto confirma o discutido na secao
4.2.1., indicando que a menor condutividade do filme de OG ocorre devido a
presenca de grupos oxigenados. No entanto, o comportamento eletroquimico
para a BMT na superficie do ECV/OGR ¢é similar a oxidagdo no ECV, porém,
com um aumento na ipa de aproximadamente 13 vezes com relagdo ao eletrodo
sem modificacdo (Fig. 15.c.). Este ganho de corrente pode ser explicado pelo
aumento na condutividade do sensor devido a reducdo eletroquimica do
material, resultando em uma diminuicdo da Ri e, também, pelo aumento da

area superficial do ECV/OGR (como mostrado a seguir nesta se¢ao).

0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85
E (V) vs Ag|AgCI

Figura 15 — Voltamogramas ciclicos para 100 umol L™t de BMT em solugéo
tampéo B-R 0,1 mol L™ (pH 7,0) utilizando ECV (a), ECV/OG (b) e ECV/OGR
(). v=100 mV s™2.

73



O efeito da velocidade de varredura (v) na oxidacdo de 100 pmol L™ de
BMT em solucdo tampédo B—R 0,1 mol L™ (pH 7,0) foi investigado no intervalo
de 2 a 100 mV s (Figura 16.l). Uma relagdo linear foi encontrada (Figura
16.11), seguindo a equacéo: ipa= 3,96x107%v + 1,30x10°® (R?= 0,998), indicando

gue a transferéncia de massa é controlada pelo processo de adsorcéo [152].
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Figura 16 — Voltamogramas ciclicos para 100 pumol Lt de BMT em solucéo
tampdo B-R 0,1 mol L™ (pH 7,0) utilizando ECV/OGR nas v de 2 (a), 5 (b), 7
(c),20 (d), 30 (e), 40 (f), 50 (g), 75 (h) e 100 mV s (i) (1). Relacéo linear entre

Ipa VS 0 (I1).

De acordo com Laviron, o numero de elétron(s) envolvido(s) no processo
de oxidacdo pode(m) ser calculado(s) por meio da equacgao 3. O valor de an
calculado pelo coeficiente angular da relagdo entre Epa vs In v (Figura 17),
segue a equagdo E,, =0,0247Inv+ 0,799 (R? = 0,994). Substituindo os
valores de R (8,314 J mol™t k™), T (298 K) e F (96.485 s A mol™), o valor de an
€ 1,04. Considerando a= 0,5 [31], o valor de n= 2,10, ou seja, 0 humero de

elétrons que participam do processo de oxidacdo da BMT séo 2.
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Figura 17 — Relacao linear entre Epa vs In 0.

A é&rea eletroativa do eletrodo modificado foi calculada por medidas de
voltametria ciclica [152] para uma solucdo sonda de 1 mmol L™ de
hexacianoferrato (lll) de potassio em 0,1 mol L™ KCI (coeficiente de difuséo=
7,60x107% cm? s™1). Utilizando a Equacédo 1, a area eletroativa do ECV/OGR foi
de 0,233 cm?, que representa um aumento de aproximadamente 4 vezes
comparada a area eletroativa do ECV (0, 0554 cm?).

O excesso superficial (') foi calculado para 100 umol L™ de BMT em
solucdo tampdo B-R 0,1 mol L™t (pH 7,0) para o ECV e ECV/OGR. Esta
grandeza interfacial foi calculada a partir da equacdo 2, em que o valor do I
para o ECV e ECV/OGR foram 1,84x107° e 6,15x107°® mol cm™@,
respectivamente. Estes valores sao esperados, pois corroboram com o
aumento da area superficial do ECV/OGR comparado ao eletrodo sem

modificacao.

4.2.3. Mecanismo de oxidacgédo eletroquimica da BMT

A fim de propor um mecanismo de oxidacdo eletroquimica para a
Bumetanida, eletrdlises a potencial controlado foram realizadas para 100 pmol
L de BMT em solucdo tampdo B-R 0,1 mol L™* (pH 4,0) sob potencial de
+0,96 V por 3 h utilizando uma placa de carbono vitreo (com area geométrica

de 1,56 cm?) sem e com a modificacdo com 6xido de grafeno reduzido.

75



Apds o termino das eletrolises em ambos os eletrodos, ECV e
ECV/OGR, os produtos foram analisados por LC-MS/MS como descrito na
secao 3.5.

A Figura 18.1 exibe o cromatograma de ions totais (TIC) para solugéo
contendo BMT antes da eletrélise (solucdo controle). Nesta observa-se um pico
caracteristico no tempo de retencdo (tr) de 9,3 min com m/z 365,
correspondente ao diurético (MW. 364 Da, [M+H]*) (Fig. 18.11).

Apés a eletrolise da BMT no ECV, além do pico do diurético no mesmo
tr. € relacdo m/z, dois produtos de oxidagao foram detectados por LC-MS/MS.
O produto com maior intensidade de sinal foi observado no tr. de 10,4 min com
m/z 363 ([M+H]*) (Fig. 18.111) (P1). O espectro de fragmento de ions (Fig. 18.1V)
mostrou m/z 346 (perda de 17 Da, —-NHs), m/z 304 (perda de 42 Da,
—CH2CHCH3s) e m/z 238 (perda de 108 Da, —-SO2 e —CO2). O segundo produto,
e menor intensidade de sinal, foi encontrado no tr. de 8,5 min com m/z 381
([M+H]") (Fig. 18.V) (P2). O espectro de ions (Fig. 18. VI) mostrou m/z 363
(perda de 18 Da, —H20), m/z 282 (perda de 81 Da, -NHz e -S0O32), m/z 254
(perda de 28 Da, —-CH2CHz2), m/z 198 (perda de 56 Da, 2x-CH2CH2). No
entanto, quando a BMT é eletrolisada utilizando ECV/OGR, além de seu pico
em 9,3 min com m/z 365, apenas o produto com m/z 381 em 8,5 min foi
detectado (P2). O espectro de fragmento de ions € semelhante ao mostrado na
Figura 18. VI.

De acordo com os produtos gerados e os resultados eletroquimicos foi
possivel propor um mecanismo de oxidacdo eletroquimica para a BMT em
meio aquoso conforme mostrado no esquema 2. A amina secundaria na
estrutura da BMT, em meio aquoso, é oxidada apo6s a transferéncia de le™ e
2H*, gerando o produto P1. Em seguida, ocorre a oxidacdo envolvendo le™ e
1H* com a adicdo de um grupo hidroxila leva a geracdo de P2 no ECV.
Entretanto, o processo de oxidacdo eletroquimica da BMT utilizando o
ECV/OGR leva apenas a formacéo do produto P2. Isto pode ser um indicativo
gue o processo de oxidacdo é muito acelerado quando feito utilizando o
eletrodo modificado e, assim, P1 é imediatamente oxidado para P2, detectado

agui apenas como produto final de oxidacgéao.
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Figura 18 — (I) TIC da amostra controle. (Il) Espectro de massas para 0 pico no

tt. de 9,3 min detectado em (I). (Ill) Cromatograma para o produto no ty. de 10,4

min com m/z 363. (IV) Espectro de massas do produto detectado em (lll). (V)

Cromatograma para o produto no tr. de 8,5 min com m/z de 381. (VI) Espectro

de massas do produto detectado em (V).

BMT P1

NHCH,CH,CH,CHs N=CHCH,CH,CH,

0 0
HO -e HO -e

O:S\:O o:s\:o
NH, NH,

Esquema 2 — Mecanismo de oxidag&o para a BMT.

4.2.4. Otimizagcdo do método

o]

HO

P2

OH
N—CH,CH,CH,CH;

Com o intuito de encontrar baixos niveis para a deteccdo da BMT

utiizando o sensor baseado em ECG/OGR, alguns parametros foram

otimizados como o pH, técnica voltamétrica (voltametrias de varredura linear,

pulso diferencial e onda quadrada) e o tempo de acamulo.
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A Figura 19 ilustra o efeito do pH no intervalo de 4,0 a 10 no Epa (@) € na
ipa (b) para 100 umol L™t de BMT em solucdo tampdo B—R 0,1 mol L™ por

voltametria de varredura linear.

0,90 60
0,85/ 50
0,80 40

= <

20,751 302

w =
0,70/ 20
0,65/ 10

Figura 19 — Relag&o de Epa vs pH () € ipa Vs pH (b) para a oxidacdo da BMT.

O Epa da BMT desloca-se para potenciais mais negativos com o
aumento do pH (Fig. 19.a), indicando que prétons sdo envolvidos no processo
de oxidacdo da BMT [167]. A relacdo entre Epa Vs pH apresenta uma
linearidade que segue a seguinte equacdo: Epa = -0,0347xpH + 1,00 (R?=
0,993). A maior ipa foi observada em pH 4,0, enquanto que, com 0 aumento no
valor de pH, a ipa sofre um decaimento (Fig. 19.b). Esses resultados podem ser
explicados pela interacdo 1-Cation entre o anel aromatico do grafeno e o
atomo de nitrogénio da molécula de BMT (ArN*H2R), pois, em pH 4,0, a
molécula de BMT estara protonada (pka 3-5) [168]. Mesmo apoés a reducao do
oxido de grafeno, nem todos os grupos oxigenados sao removidos [147,169].
Assim, os grupos —COOH, que ainda estdo presentes na estrutura do oxido de
grafeno reduzido, beneficiam a interacdo com a BMT, pois, em pH 4,0, esses
grupos estardo desprotonados (—COQ"), atraindo, por atracédo eletrostatica, a
regido positiva da molécula de BMT. Com o aumento do pH de 5,0 a 10, a
molécula de BMT estara desprotonada, com isso, haverd uma repulséo entre a
BMT com os grupos —COO~ e, também, pela densidade 11 dos anéis do
grafeno. Dessa forma, o pH 4,0 foi escolhido para os experimentos futuros.

O nivel de deteccdo do sensor foi comparado entre as técnicas de

voltametria de varredura linear (a), voltametria de pulso diferencial (b) e
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voltametria de onda quadrada (c). Os voltamogramas registrados para 50 pmol
Lt de BMT em solucédo tampdo B—R 0,1 mol L™ (pH 4,0) sdo mostrados na
Figura 20. A maior ipa foi Observada para a voltametria de varredura linear e,

assim, esta técnica foi escolhida para a quantificacdo do diurético.

30+ @

10+

0- A_""d‘lik&\
0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00
E (V) vs Ag|AgCI

Figura 20 — Comparacao entre as técnicas de voltametria de varredura linear
(a, v="75 mV s™), voltametria de pulso diferencial (b, Esw=5 mV, AE= 25 mV) e
voltametria de onda quadrada (c, Esw= 4 mV, AE= 25 mV, f= 20 Hz) para a
oxidacéo de 50 umol L™t de BMT em solugédo tampéo B—R 0,1 mol L™ (pH 4,0).

Considerando que o processo de transferéncia de massa da BMT é
controlado por adsorc¢édo, o efeito da pré-concentracdo de 20 pmol L™ de BMT
foi investigado para diferentes tempos de acumulo (5—-40 s), como mostrado na
Figura 21. A ipa Sofre um aumento com o aumento do tempo de acumulo,
indicando que a BMT pré-concentra na superficie do eletrodo modificado. O
aumento de sinal é observado até 25 s de acumulacao, ocorrendo um plateau
para tempos superiores. Assim, o tempo de acumulo da solucéo foi mantido por

25 s para 0s préoximos experimentos.
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Figura 21 — Influéncia do tempo de acimulo entre 0 — 40 s para 20 pumol L™ de
BMT em solucédo tampédo B-R 0,1 mol L™ (pH 4,0) por andlises de voltametria

de varredura linear.

4.2.5. Eficiéncia analitica

O desempenho analitico do método foi testado utilizando-se as
condicdes otimizadas de pH (4,0) , velocidade de varredura (100 mV s™) e
tempo de acumulo (25 s) entre medidas utilizando a técnica de voltametria de
varredura linear, como mostrado na Figura 22.. Uma curva analitica foi
construida entre 0,255 a 50,0 umol L™ de BMT, obtendo uma relacdo que
segue a seguinte equagao ipa= 1,68[BMT] + 5,39x1077 (R?= 0,999) (Fig. 22.1l).
Os L.D e L.Q. foram calculados utilizando as seguintes equag¢des: L.D.= 3std/m
e L.Q.= 10std/m, onde std é o desvio padrdo de 10 voltamogramas de onda
guadrada apenas com o eletrdlito suporte (medindo a corrente no potencial
onde ocorre a oxidacdo do analito) e m o coeficiente angular da curva. Assim,
os valores de L.D. e L.Q. foram 0,075 e 0,25x107® mol L™, respectivamente. A
relacdo linear encontrada € maior e o L.D. e o L.Q. sdo menores que 0S
estudos na literatura [170].

A repetibilidade intra-dia foi verificada por 10 analises consecutivas para
solucdes contendo BMT nas concentracdes de 0,50 e 15,0 pumol L™, onde o
desvio padrao relativo (DPR) foram de 3,40 e 2,70%, respectivamente. A
repetibilidade entre 5 modificagOes foi analisada para as concentracdes de 0,50
e 15,0 pymol L' de BMT, sendo o valor encontrado para o DPR entre as 5

modificacbes ficaram no intervalo de 0,80 a 4,0% e 0,30 a 1,8%,
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respectivamente. Estes dados indicam que o0 sensor proposto ndo €
envenenado em analises consecutivas, uma vez a solucéo é agitada entre as
medicdes. Além disso, o sensor € robusto, uma vez que apresentou baixos
valores para DPR para os estudos de repetibilidade intra-dia e entre os

eletrodos modificados.
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0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 1,00 10 20 30 , 40
E (V) vs Ag|AgClI [BMT] (umol L)
Figura 22 — Voltamogramas de varredura linear em solugcédo tampao B-R 0,1
mol L™t (pH 4,0) (a) variando a concentracdo de BMT em 0,255 (b), 0,509 (c),
1,01 (d), 1,52 (e), 3,02 (f), 5,09 (g), 10,2 (h), 15,2 (i), 20,2 (j) e 50,0 pmol L™ (k)

(). Relac&o entre ipa Vs concentracao de BMT (lI).
4.2.6. Estudo de interferentes

A ipa € a resolucdo do Epa da BMT foram analisadas na presenca de
possiveis compostos interferentes como acido Urico (AU), creatinina (CR),
glicose (GL), ureia (UR) e furosemida (FUR). Sob as condi¢cbes otimizadas,
voltamogramas de varredura linear foram registrados para uma solucéo
contendo 15 ymol L™ de BMT e os possiveis interferentes em diferentes
concentragdes no intervalo de 1,50 a 150 ymol L. Para todos os compostos
testados, em todas as concentragcbes, exceto FUR, ndo foram observados
sinais proximos ao da BMT, a qual permaneceu com pico voltamétrico definido
e com boa resolucdo. Como pode ser observada na Figura 23.1, a porcentagem
entre a ipa do BMT na presenca de interferentes (iinter.) SObre a ipa da BMT (ismt)
para AU (m), CR (o), GL (A) e UR (e) ficaram no intervalo de 98,8-104, 95,6—
102, 96,5-99,5 e 97,5-103%, respectivamente, indicando que estas
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substancias, além de ndo apresentarem sobreposicdo de pico, ndo mostraram
interferéncia na ipa da BMT no intervalo de concentragéo estudado. No caso da
FUR (m), um pico anddico foi observado no potencial de +0,994 V, como
mostrado na Figura 23.1l. Para uma concentracdo de FUR até 4 vezes maior
(neste caso 60 pmol L™) que a concentracdo de BMT, nenhuma interferéncia é
observada na ipa da BMT, pois a oxidagéo da furosemida ocorre 80 mV apos a
da BMT, permitindo a determinacdo de ambos, BMT e FUR, sem interferéncia
nas concentracoes estudadas. A relacéo de porcentagem entre a ipa da BMT na
presenca de FUR (iiner) SObre a ipa da BMT (ismt) para a concentracdo no
intervalo de 1,5 a 60 umol L™ ficou entre 96,2—-100% (Fig. 23.Im).

0

(I

25 50 75 100.125 150 0,8 0,9 1,0 1.1

[interferente] (mol L™) E (V) vs Ag|AgCl

Figura 23 — Efeito na ipa para a concentracdo de 15 umol L™ de BMT na
presenca das substancias AU (m), CR (o), GL (A), UR (e¢) e FUR (m) em
solucdo tampdo B—-R 0,1 mol L™ (pH 4,0) (I). Voltamogramas de varredura
linear para 15 pmol L™* de BMT na presenca de 30 (a) e 60 umol L™ (b) de
FUR (II).

4.2.7. Aplicacdo do método proposto

A eficiéncia do sensor ECV/OGR foi primeiramente verificada em
andlises de amostras de agua de torneira contaminada com 15,0 umol L™ de
BMT. Como mostrada na Tabela 6, as recuperacdes do diurético ficaram no
intervalo de 99,3 a 101%, indicando que o erro ndo € maior do que 1%. Além
disso, o valor calculado de t (tcac.) foi menor do que o valor de t tabelado (tab.),

indicando que néo existe diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca
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entre as concentracdes fortificada e recuperada. Esses dados mostram a boa

aplicabilidade do método proposto.

Tabela 6 — Recuperacfes em amostras de agua de torneira fortificadas com
15,00 pmol L™t de BMT. n= 3.

Amostra Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Adicionado (umol L) 15,0 15,0 15,0
Encontrado (umol L1) 15,1+0,306 15,140,133 14,9+0.304
Recuperado (%) 101 101 99,3

tcal. 0,905 0,352 0,759

A aplicabilidade do ECV/OGR também foi avaliada em amostra de urina
sintética. 4 mL da amostra de urina previamente preparada (secédo 3.3.2.), foi
diretamente transferida em uma célula eletroquimica e os voltamogramas
foram registrados nas condi¢cfes otimizadas (Fig. 24.1). A concentracdo de BMT
na amostra foi encontrada pelo método de adicdo de padrdo, onde a curva foi
construida no intervalo de 0,1 a 0,5 pmol L™ (R?= 0,998), como mostrada na
Figura 24.1l. Por meio da extrapolacdo da curva de adicdo de padrdo, a
concentragdo encontrada foi de 2,68x10~7 mol L. Visto que a amostra foi
diluida 2,5 vezes (adicdo de 4 mL da amostra na célula eletroquimica com
volume total de 10 mL), a concentracdo de BMT na amostra foi de 6,72 (+
0,166)x1077 mol L.

A aplicabilidade do ECV/OGR também foi avaliada em amostras de urina
humana, onde 4 mL da amostra foram previamente fortificadas com 6,86x107’
mol L™ (secdo 3.3.2.) e transferida diretamente para a célula eletroquimica
(Figura 25.1). A concentracdo de BMT na amostra foi calcula por meio do
método de adicdo de padrdo (Figura 25.11). Baseado nisso, o valor médio da
concentracdo encontrada foi de 6,97 (+0,0488)x10~" mol L™ (levando em

consideracgao a diluicao de 2,5 vezes).
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Figura 24 — Voltamogramas de varredura linear para ECV/OGR em solucéo
tampdo B-R 0,1 mol L™ (pH 4,0) (a), adicdo de 4 mL da amostra urina sintética
(b) e sucessivas adicdes de solucdo padrdo de BMT nas concentracbes de
1,00 (c), 2,00 (d), 3,00 (e), 4,00 (f) e 5,00x10~7 mol L™ (i) (I). Relagéo linear
entre ipa vs [BMT] (Il). v de 100 mV s™.
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Figura 25 — Voltamogramas de varredura linear para ECV/OGR em solucao
tampdo B-R 0,1 mol L™ (pH 4,0) (a), adicdo de 4 mL da amostra de urina
humana (b) e sucessivas adicdbes de solucdo padrdo de BMT nas
concentragées de 1,00 (c), 2,00 (d), 3,00 (e), 4,00 (f) e 5,00x10~7 mol L™t (i) (I).
Relacgéo linear entre ipa vs [BMT] (I1). v de 100 mV s,

O método foi comparado pela técnica de LC-MS/MS, onde a amostra de
urina foi tratada previamente como descrita na secdao 3.3.2. O pico
cromatografico usado para a quantificacdo da BMT foi observado no tr. de 9,1
min. Por meio do método de adicdo de padrdo, a concentragdo de BMT

84



encontrada foi de 6,73 (+0,113)x10"7 mol L™. Calculando o teste t students
(teste t pareado), o valor encontrado foi de 0,511, que € menor do que o valor
de t tabelado (4,30) [159]. Assim, o resultado n&o apresentou diferenca
significativa ao nivel de 95% de confian¢a entre os dois métodos.

Os resultados mostram que o método proposto pode ser aplicado em
amostra de atletas para controle de BMT em urina, pois 0 método apresenta
limites de deteccdo e quantificacdo de 27,3 e 91,1 ng mL™, respectivamente,
que sdo inferiores ao requerido pela WADA (250 ng mL™) [11,171], além de
ndo apresentar diferenca significativa com o método de referéncia quando

aplicado em amostra de urina.

4.2.8. Conclusdes parciais

A modificacdo do eletrodo com o6xido de grafeno reduzido (OGR)
diminuiu a resisténcia de transferéncia de carga e aumentou drasticamente a
intensidade de pico da BMT em comparacdo ao ECV. O sensor foi empregado
com sucesso em amostra de urina levando em consideragdo a concentracéo
permitida da BMT pela WADA. A comparacéo foi realizada pelo método LC-
MS/MS, onde nao foi encontrada diferenca significativa entre os dois meétodos,
indicando que o sensor ECV/OGR pode ser aplicado com sucesso em
amostras de urina. Além disso, o fato deste sensor apresentar menor limite de
deteccao e maior relacéo linear em comparacao com outros trabalhos relatados
na literatura para a determinacdo do diurético BMT, torna-se uma alternativa

adequada quando se trata de tais analises.
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4.3. Determinacdo simultanea de Hidroclorotiazida e Triantereno por
voltametria de redissolucédo anddica utilizando eletrodo de carbono vitreo

modificado com nanotubo de carbono multiparedes

4.3.1. Caracterizacéao eletroquimica do eletrodo modificado com MWCNT

A Figura 26 apresenta as medidas de espectroscopia de impedancia
eletroquimica registradas para o eletrodo antes () e apos (llI) a modificagdo em
solucdo de 5 mmol L™ Fe(CN)e> /4 em 0,1 mol L™ KCI. A resisténcia de
transferéncia de carga (Rc) do ECV sem modificacdo foi de 288 Q . Apos a
modificagdo do eletrodo com MWCNT, a Rct diminuiu para 36,2 Q, que pode
ser explicado pela excelente condutividade intrinseca do MWCNT. Os gréficos
de Nyquist para os eletrodos foram ajustados utilizando o circuito de Randles

(Figura 26 inserida).
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Figura 26 — Gréaficos de Nyquist utilizando solucdo de 5,0x107 mol L™ de
Fe(CN)s*’* em 1,0 mol L™ de KCI para ECV (I) e ECV/MWCNT (Il).
Condig¢des: 10 kHz — 0,03 Hz; 5 mV rms modulacao sinusoidal no OCP.
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4.3.2. Comportamento eletroquimico da HCT e TRT utilizando o ECV e o
ECV/IMWCNT

A oxidacdo eletroquimica de 100 ymol L™ de HCT e TRT sobre o ECV
em tampdo B—R 0,10 mol L™ (pH 4,0) é mostrada na Fig. 27. Para o eletrodo
de carbono vitreo, a HCT (Fig. 27.1.a) apresentou um pico anodico (Epa) em
1,06 V, correspondendo a oxidacdo do grupo —NH- [24]. J& na varredura
reversa, nenhum pico de reducdo foi observado, sendo um indicativo de
comportamento irreversivel [152]. Quando analisada a oxidacdo da HCT sobre
0 eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono
multiparedes (ECV/MWCNT) (Fig. 27.1.b), foi observado um deslocamento no
Epa para 1,01 V e também, um aumento de aproximadamente 6 vezes na
intensidade do pico anddico. Ja para o diurético TRT, utilizando o ECV (Fig.
27.11.a) resultou em um unico pico de oxidacdo em 1,21 V, devido a oxidacao
do grupo R—NH:2 [32], enquanto que para a varredura catodica nenhum pico foi
observado, indicando que o comportamento eletroquimico do TRT apresenta
caracteristicas irreversiveis [152]. Para o ECV/IMWCNT (Fig. 27.11b), 0o Epa do
grupo R—NHz do TRT é observado em 1,17 V (pico i) com um aumento de
aproximadamente 10 vezes na ipa, cOmparado ao eletrodo sem modificagéo.
Além disso, ha mesma varredura anddica, foi observado outro pico no potencial
de 1,25 V (pico ii) sendo provavelmente devido a subsequente oxidacdo do
grupo amina [172]. Tal resposta eletroanalitica ndo foi encontrada na varredura
utilizando o ECV.

Para a deteccdo simultanea dos dois analitos sobre o ECV (Fig. 27.11l.a),
0s picos de oxidacdo para HCT e TRT foram observados, porém, com
sobreposicdo de ambos os picos, tornando dificultosa a quantificacdo dos
analitos de maneira simultanea. No entanto, o uso do ECV/MWCNT (Fig.
27.111.b) resultou na separagédo dos picos de HCT e TRT, com AE= 160 mV,

permitindo a determinacéo simultanea dos diuréticos.
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Figura 27 — Voltamogramas ciclicos para 100 pmol L™ de HCT (I), TRT (ll), e
HCT + TRT (Ill) utilizando ECV (a) e ECV/MWCNT (b) em solucdo tampéo B-R
0,20 mol L™ (pH 4,0). v =75 mV s™.

88



A fim de identificar o tipo de transporte de carga no sistema, foram
registrados voltamogramas ciclicos no intervalo de 2 a 100 mV s™ para a
oxidagdo de 100 pmol L™ HCT e TRT em solugdo tampdo B-R 0,10 mol L™
(pH 4,0). Como mostrado na Fig. 28, para HCT (I) e TRT (ll), com o aumento
da velocidade de varredura (v), foram observados pequenos deslocamentos
dos potenciais de pico anodico (Epa) dos analitos em direcdo a regides mais
positivas, 0 que é um indicativo de um tipico comportamento de processo
irreversivel, o que corrobora com os resultados anteriormente mencionados.

As relacdes lineares podem ser descritas pelas seguintes equagoes: ipa /
MA=2,41x10% 0 /V s + 1,03x107°® (R2 = 0,996) € ipa / HJA =1,34x10% 0 /V st
+ 9,76x1077 (R? = 0,990) para HCT (Fig. 28.1 inserida) e TRT (Fig. 28.lI
inserida), respectivamente. A partir disso, pode-se concluir que a transferéncia
de carga para ambos os analitos é controlada pelo processo de adsorgéo [152].
Uma vez que os analitos podem ser monitorados em todas as velocidades de
varredura analisadas, escolheu-se a velocidade de 100 mV s™ para as demais

analises por apresentar melhor relacdo sinal/distor¢cdo dos picos.
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Figura 28 — Voltamogramas ciclicos para 100 pmol L't de HCT (I) e TRT (ll) em
solugdo tampéo B-R 0,1 mol L™ (pH 4,0) utilizando ECV/MWCNT nas v de 2 a

100 mV s. Figuras inseriras: Relacdes lineares entre ipa Vs 0.
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4.3.3. Otimizacdo do método

A fim de detectar simultaneamente a HCT e TRT em baixos niveis de
concentracdo, foram feitos estudos dos parametros como pH, potencial de
acumulo e tempo de acumulo para avaliar seus efeitos no sinal analitico dos
diuréticos. Primeiramente, os comportamentos dos analitos foram avaliados em
solugéo tampdo B—R 0,10 mol L™ no intervalo de pH entre 3 a 10. Para ambos
os diuréticos, os maiores valores da ipa foram encontrados em pH 3 e 4. Com o
aumento no valor de pH, foram observados decréscimos na intensidade de
sinal, tendo seu pior resultado em pH 10 (Fig. 29.m). No intervalo de pH
estudado, a melhor separacdo entre os picos e deteccdo dos analitos foi
observada em pH 4,0, o qual foi escolhido para o uso nas analises
subsequentes. A medida que o valor de pH diminui, 0 Epa desloca para valores
mais positivos, tanto para a HCT como para o TRT (Fig. 29.e), admitindo as
seguintes relacdes lineares: Epa / V= -70,4x1073 pH + 1,30 (R? = 0,995) para a
HCT e Epa/ V = -51,0x1073 pH + 1,37 (R? = 0,994) para o TRT. Os resultados
indicam a mesma relacdo de e”/H* para o processo de oxidag&o dos diuréticos
[24,32].

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
pH

Figura 29 — Influéncia do pH na ipa da HCT (m) e TRT (e) por meio de medidas

utilizando voltametria de varredura linear.

Visto que ambos os diuréticos apresentam transferéncia de carga
controlada pelo processo de adsorcdo, estudos de pré-concentragdo foram
realizados utilizando 50 ymol L™ da HCT (m) e TRT (e). O efeito do potencial de
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acumulo (Eac) sobre o valor da ipa foi primeiramente avaliado na faixa de
potencial entre 0,80 a —-0,40 V, ap0s agitacdo por 15 s, como mostrado na Fig.
30.1. Para ambos os analitos, o maior valor de ipa foi observado em Eac de 0,80
V, que foi, portanto, selecionado para as analises subsequentes.

O efeito do tempo de acumulo (tac) no valor da ipa foi estudado na faixa
de 15 a 70 s, utilizando 50 ymol ' da HCT (m) e TRT (e) (Fig. 30.1). Para
ambos 0s compostos, a ipa aumentou a medida que o tac foi aumentado de 15
para 40 s. Em tac mais longos, um platd foi observado. Portanto, antes de cada
medida, a solucdo foi submetida a uma pré-concentracdo durante 40 s em Eac
de 0,80 V.

Eac (V) tac (S)

Figura 30 — Variagéo do Eac (I) e do tac (Il) na ipa da HCT (m) e do TRT (e) por

analises utilizando voltametria de varredura linear.

4.3.4. Desempenho analitico

Sob condicdes otimizadas de pH (4,0), Eac (0,80 V) e tac (40 s),
voltamogramas de varredura linear de redissolugédo adsortiva (LSAdSV) foram
registrados para HCT e TRT em solugdo tampdo B—R 0,10 mol L™ (pH 4,0),
como mostrado na Fig. 31.l. Para ambos, HCT e TRT, duas regides lineares
foram encontradas no intervalo de concentragdo de 1,0x1077 a 2,0x107° mol L™
(Fig. 31.11). A primeira regido linear foi encontrada no intervalo entre 1,0x107" a
5,0x107® mol L™, descrito pelas equacgdes: ipa / HA = 0,565[HCT] / umol L™
2,06x1078 (R? = 0,996) € ipa / WA = 0,895[TRT] / pmol L™ + 2,95x1077 (R? =

0,997). A segunda relacdo linear foi observada entre 5,0x107® e 2,0x10™° mol

+
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L™, descrita pelas seguintes equacdes lineares: ipa / HA = 0,412[HCT] / pmol
L™t + 6,62x1077 (R? = 0,997) € ipa / WA = 0,416[TRT] / umol L™ + 2,38x107° (R?
= 0,999). Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados
usando as expressdes LD= 3std/m e LQ= 10std/m, onde std é o desvio padréo
de 10 LSAdSVs obtidos apenas para o eletrélito de suporte (solucdo tampéo
B-R 0,10 mol L™ pH 4,0) e m é o coeficiente angular das equag¢des da primeira
regido linear da curva de calibracdo. Sendo assim, os valores de LD foram
2,8x1078 e 2,9x10® mol L™ e os valores correspondentes ao LQ foram
9,5x1078 e 9,6x1078 mol L™* para HCT e TRT, respectivamente.
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Figura 31 — LSAdSV (I) em solucéo tampéo B-R (pH 4,0) 0,1 mol L™ utilizando
ECV/MWCNT variando a concentracdo de HCT e TRT em 0,1 (b), 0,2 (c), 0,5
(d), 1,0 (e) 5,0 (f), 10 (g) e 20 umol L™ (h); relagGes lineares entre ipa vs [HCT]
(1) e ipa vs [TRT] (Il1). v=100 mV s7%; Eac= 0,80 V; tac= 40 s.
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A repetibilidade do método foi avaliada por meio de 10 andlises nas
concentragdes de 0,500 e 15,0 umol L™ de HCT e TRT. Os desvios padrdes
relativos obtidos foram de 4,25% (HCT) e 5,02% (TRT) para 0,500 umol L™ e
5,98% (HCT) e 3,92% (TRT) para 15,0 pumol L™, indicando que o eletrodo
proposto nao foi passivado durante andlises consecutivas, uma vez que a

solucéo foi agitada entre as medicoes.

4.3.5. Estudo de interferentes

A fim de avaliar possiveis interferéncias na ipa dos analitos, foram
avaliados os efeitos de substancias que poderiam agir como possiveis
interferentes tais como glicose (GLI), ureia (UR), furosemida (FUR), &cido
ascorbico (AA), acido urico (AU), creatinina (CR) e bumetanida (BMT), variando
a concentracdo dos possiveis interferentes de 0,1 a 10 vezes a concentracao
de HCT e TRT (neste caso entre 0,3 a 30 ymol L™).

A Tabela 7 mostra o intervalo de concentracdo estudada para cada
possivel interferente e os efeitos percentuais na ipa de HCT e TRT. Na faixa de
potencial estudada, ndo foram observados efeitos significativos na ipa dos
analitos quando analisados juntamente com GLI, UR, AA, AU e CR, em
nenhuma das concentragdes testadas, indicando que essas substancias nao
interferiram nas respostas dos analitos. No entanto, para FUR e BMT, picos de
oxidacdo foram encontrados na janela de potencial analisada, sendo nos
potenciais de 0,965 e 1,13 V para a FUR e nos potenciais de 0,876 e 0,948 V
para a BMT. No caso da FUR, para as concentra¢cdes entre 0,30 a 6,0 pmol
L™, ndo houve alteragGes significativas nos valores da ipa para HCT e TRT.
Entretanto, para concentracbes mais elevadas, o pico de oxidacdo da FUR
passou a interferir significativamente na resposta dos analitos. Ja para a BMT,
nenhuma interferéncia significativa no valor da ipa do HCT foi observada,
mesmo com a existéncia de um pico de oxidag&o no intervalo empregado. No
entanto, a BMT apresentou interferéncia na resposta do TRT quando o
interferente se encontrava presente em uma concentragao 5 vezes maior que a
concentracdo do TRT (neste caso quando a concentracdo da BMT excedia 15

pmol L1).
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Tabela 7 — Resultados de ensaios de interferéncia empregando glicose, uréia,

furosemida, acido ascorbico, acido Urico, creatinina e bumetanida.

Interferente Analito Concentragéo % sinal
(umol L)
HCT 0,30-30 92,1-109
GLI
TRT 0,30-30 90,8-99,1
HCT 0,30-30 98,8-108
UR
TRT 0,30-30 90,4-102
HCT 0,30-6,0 91,6-106
FUR
TRT 0,30-6,0 90,4-106
HCT 0,30-30 92,4-109
AA
TRT 0,30-30 96,4-109
HCT 0,30-30 90,7-103
AU
TRT 0,30-30 93,9-109
HCT 0,30-30 90,5-100
CR
TRT 0,30-30 90,7-111
HCT 0,30-30 94,2-108
BMT
TRT 0,30-15 92,8-111

4.3.6. Aplicagdo do sensor ECV/IMWCNT

A aplicabilidade do ECV/MWCNT foi avaliada em amostra de urina
sintética. 4 mL da amostra de urina previamente preparada (secédo 3.3.3.), foi
diretamente transferida em uma célula eletroquimica e os voltamogramas
foram registrados nas condi¢des otimizadas (Fig. 32.1). A concentracao de HCT
e TRT na amostra foi encontrada pelo método de adicdo de padréo, onde a

curva foi construida no intervalo de 0,2 a 0,6 pmol L™ (R?= 0,998), como
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mostrada na Figura 32.l1l. Por meio da extrapolacdo da curva de adicdo de
padrédo, as concentracdes encontradas foram de 3,13x107" e 7,84x107" mol L™
para HCT e TRT, respectivamente. Visto que a amostra foi diluida 2,5 vezes
(adicdo de 4 mL da amostra na célula eletroquimica com volume total de 10

mL), as concentracfes de HCT e TRT na amostra sdo mostradas na Tabela 8.

E (V) vs Ag/AgCI
Figura 32 — LSAdSV para ECV/MWCNT em solugdo tampédo B—R 0,1 mol L™
(pH 4,0) (a), para a amostra (b) e as adicbes de padrdes de 1 (c), 2 (d), 3(e), 4
(f) e 6 umol L™ (g) (1). Relacdes lineares entre ipa Vs Concentracéo (11).

A aplicacdo do teste t de Student [159] mostrou que n&o houve
diferencas significativas (com nivel de confianca de 95%) entre as
concentracbes fortificada e recuperada. Os resultados demonstraram a
satisfatoria aplicabilidade do método para a determinacéo simultdnea de HCT e
TRT.

Tabela 8 — Resultados da aplicacdo do sensor ECV/MWCNT em amostra de

urina sintética.

Amostra de urina sintética

Analito HCT TRT
Adicionado (x10~" mol L™) 8,40 9,87
Encontrado (x1077 mol L) 7,84+0,254 9,82+0,690

t cal. 3,78 0,124
tiab.= 4,30, N= 3.
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4.3.7. Conclus@es parciais

A modificacdo do eletrodo resultou em uma melhora na resisténcia de
transferéncia de carga e um aumento na intensidade do sinal dos analitos,
comparado ao eletrodo ndo modificado. O método permitiu a determinacéo
simultanea de HCT e TRT, ao contrario da maioria dos métodos
eletroanaliticos, onde apenas determinacdes individuais sdo possiveis. O
método apresentou ampla faixa linear, baixos limites de deteccdo e excelente
desempenho na determinacdo simultdnea de HCT e TRT. O método foi
aplicado eficazmente em amostra de urina sintética, ndo havendo diferenca

significativa entre a concentracao fortificada e a concentracdo encontrada.
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4.4. Eletrodo de nanotubos de TiO; auto-dopados com Ti*3

4.4.1. Caracterizacéo dos eletrodos de TiO2NT e P-TiO2NT

A Figura 33 mostra imagens de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) onde-se vé a formacdo dos nanotubos auto alinhados perpendiculares
ao substrato metalico apés o crescimento dos nanotubos por anodizacdo
eletroquimica sob potencial de 30 V por 50 h e calcinagéo a 450 °C por 60 min
(a). A Imagem 33.b mostra a superficie do eletrodo submetido previamente a
reducdo eletroquimica sob potencial de -2,5 V durante 5 min. Em ambos os
eletrodos, TiO2NT (a) e P-TiO2NT (b), observa-se que a morfologia superficial
nao foi alterada. Para ambos os eletrodos, antes e ap0s a polarizacao catédica,
os tubos apresentaram um didmetro médio de 80 nm, parede do tubo de 12 nm
e comprimento de 2,4 um.

Os difratogramas de Raios-X (Fig. 33.c) obtidos para TiO2NT e P-TiO2NT

nao apresentaram diferenca significativa para os eletrodos antes (i) e apés (ii) a

polarizagdo, em que 0s picos observados sao atribuidos a fase anatase apos
calcinacdo a 450 ° C [173].

C) 200
150+
>
E i |
7] WG | . VY F WOV TSR S
s 50
o} U

10 20 30 40 50
20/ deg

Figura 33— Imagens de MEV para os TiO2NT antes (a) e apos (b) a polarizacéo
catédica e difratogramas de Raios-X (c) das amostras de TiO2NT (i) e P-

TiO2NT (ii).
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A Figura 34 mostra sucessivos ciclos voltamétricos obtidos para o
eletrodo de TiO2NT em solugdo KH2PO4 0,1 mol L™. No primeiro ciclo (a),
nenhum pico anddico é observado na regido de potencial entre 0 a 3,0 V, 0 que
€ esperado por se tratar de um semicondutor do tipo n sem ativagdo por
irradiacdo de radiacdo UV [174]. Entretanto, quando a varredura de potencial
atinge valores mais negativos do que -1,0 V, ocorre a reducgédo parcial do Ti** a
Ti%*, acompanhada por intercalacéo de prétons (TiVO2 + e™ + H* 5 Ti'"(O)(OH))
e evolucédo de H2 [135]. A formacdo de altos niveis dos estados dopados Ti%*
(até aproximadamente 1% de Ti** pode ser reduzido a Ti**) [11], confere um
comportamento quase metalico ao material [135]. Deste modo, o voltamograma
apresentou uma corrente significativa entre 0,0 e 1,7 V (curva b),
correspondente a evolugdo de oxigénio. Isto evidencia a “ativagdo” do TiO2NT
para reacfes anddicas quando submetido a prévia polarizagdo catddica. Esse
comportamento é considerado irreversivel [17], uma vez que, mesmo apos a
oxidacdo de Ti** em Ti** a -1,3 V, o P-TiO2NT nédo é desativado e a

condutividade apresentada € relativamente maior em relagdo ao primeiro ciclo.

(b)

Evolugéo de O,

Ti* a Ti*"

E (V) vs Ag|AgCI
Figura 34 — Voltamogramas ciclicos em solucdo de KH2PO4 0,1 mol L™ para
TiO2NT. 1° ciclo (-) e 2° ciclo (-).

A Figura 35 mostra voltamogramas ciclicos para a oxidacdo de 5 mmol
L™ Fe(CN)s* em meio solucdo de KCI 0,1 mol L™ sobre eletrodo de TiO2NT
nas condi¢cdes otimizadas antes (a) e ap0s (b) a polarizacdo (secdo 4.4.2).
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Antes da polarizacdo (a), nenhum pico correspondente a oxidacdo do Fe?* é
observado entre 0,0 a 0,75 V, mostrando que o material apresenta
propriedades de um eletrodo semicondutor do tipo-n, e consequentemente,
durante a varredura catédica néo foi verificado o pico de reducéo do Fe®*.
Porém, apés o processo de polarizacdo catodica do TiO2NT (b),
observa-se no voltamograma a oxidacédo do [Fe(CN)s]*~ a [Fe(CN)e]*~ com um
pico bem definido em potencial de 0,46 V, e reducdo de [Fe(CN)e]*~ a
[Fe(CN)s]*~ na varredura reversa em 0,0 V. Estes resultados indicam que a pré-
reducdo do Ti*¥/Ti*® no semicondutor altera suas propriedades condutivas,
provavelmente devido a formacéo de estados intermediarios que modificam o
nivel de Fermi do semicondutor e permite a oxidacdo do analito na interface

guando os potenciais de reducédo do material séo relativamente nivelados [175].

150
100+

(b)

| (uA)
l

-0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50 0,75

E (V) vs Ag|AgClI
Figura 35 — Voltamogramas de voltametria ciclica para 5 mmol L™ [Fe(CN)g]*
em solucdo de KCI 0,1 mol L™ utilizando eletrodos de TiO2NT (a) e P-TiO2NT

(b).

Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) para os
eletrodos de TiO2NT e P-TiO2NT sdo comparadas na Figura 36.1. O eletrodo de
P-TiO2NT apresenta um semicirculo extremamente menor (curva b) em
comparacado com o eletrodo ndo dopado (curva a), o que implica em uma
diminuicdo na resisténcia de transferéncia eletronica quando realizado o
processo de polarizagdo do eletrodo. Esse comportamento foi relatado em
trabalhos anteriores que tratam de TiO2NTs auto-dopados [129,137,138,141]. A
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resisténcia de transferéncia de carga (Rt) foi calculada medindo o didametro do
semicirculo nos graficos de Nyquist. O valor para a Ric do eletrodo de P-TiO2NT
foi de 1058,3 Q. Ja para o TiO2NT, o valor de resisténcia esta na ordem de MQ,
0 que significa uma magnitude de 1.000 vezes maior (Figura 36.1 inserida).
Além disso, a capacitancia eletroquimica, que € obtida diretamente ao
tamanho do semicirculo no gréafico capacitivo de Nyquist (Figura 36.1I), foi de
1,9 + 0,1 mF cm™ para o eletrodo de TiO2NT (a) e grandemente aumentada
para 19,2 + 0,1 uF cm™ para o P-TiO2NT (b), corroborando com as melhorias

anteriormente mencionadas.

2,0 -
(I) /(a) 600 (a) %\0’02 (b) (”)
o = (
/ 6400 ,_é
i ~LBIE L e
/ IE 0,00
i oo 3] 000 0,02
O/ o/o——o\oo\ 200, J00 ~ €to 0 1,04 C' (mF cm.) .
é /O/ o\O é ° °
d 'O/O \oso z O 5 . ’
5’ (b) OUo1 |
o. a) .y
' ' - - 0,0-L'( , .
0 02 04 06 08 10 060 05 10 15 20
Z (k) C' (mF cm™)

Figura 36 — Gréficos de Nyquist para 5 mmol L™ da solugdo redox Fe(CN)e34-
utilizando TiO2NT (a) e P-TiO2NT (b) (I); Graficos capacitivos de Nyquist para
TiO2NT (a) e P-TiO2NT em 0,1 mol L™* de solucdo tampéo B-R pH 2,0 (Il).

O numero de portadores de carga, que sdo particulas que conduzem a
corrente elétrica em um material, estd associada ao carregamento da dupla
camada elétrica na interface filme/eletrolito, podendo assim ser estimado pelo
uso da equacdo de Mott-Schottky, a qual é representada pela seguinte

equacao [176]:

— 2 KT ~
Cs = (seoeND) (U —-Up, ——) (Equagdo 9),
onde Csc representa a capacitancia diferencial da camada de carga espacial, e

é a carga elétrica elementar (1,6x1071° C); €0 é a permissividade no vacuo
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(8,86x107*? F m™); € é a constante dielétrica (48 para anatase); U é o potencial
de polarizagéo aplicado; U € 0 potencial de banda plana; k é a constante de
Boltzmann; T é a temperatura e A é a area superficial. A area superficial foi
calculada assumindo uma estrutura nanotubular idealizada, como demonstrado
anteriormente [177]. Assim, Np pode ser calculado a partir do coeficiente
angular da relacéo entre C™2 vs U. O valor de Np para os eletrodos de TiO2NT e
P-TiO2NT foram 9,24x10'® e 6,28x10%! cm™3, respectivamente, mostrando que
o0 eletrodo polarizado tem uma densidade de portadores de carga muito maior e
melhoras nas propriedades de transferéncia de carga como resultado do

processo de auto-dopagem, o que esta de acordo com os dados do EIE.

4.4.2. Otimizacéo das condi¢cbes para polarizacéo catédica

A fim de encontrar as melhores condi¢cdes para a polarizacdo catddica,
os parametros como pH do eletrélito (3, 7 e 10), potencial aplicado (-1,5 V,
-2,0V e -2,5V vs Ag|AgCl 3 mol L™%) e tempo de polarizacéo (5, 10 e 20 min)
foram otimizados objetivando melhorar o sinal analitico. Os respectivos
voltamogramas sdo mostrados na Figura 37. As melhores condi¢cBes, levando
em consideracao a ipa, foram encontradas em pH 10, aplicando-se potencial de
polarizagdo de -2,5 V por 5 min. A reagao de intercalacdo € mais lenta em
eletrdlitos alcalinos, o que permite um controle mais preciso da sequéncia de
reacdo [135]. Em potenciais mais negativos, a expansao mais forte da malha
de TiO2 ocorre devido a intercalacédo de H* e a evolucdo de Hz, o que pode, por
sua vez, levar a uma maior extensédo da formagdo de vacancias de oxigénio
nos P-TiO2NTs. Desta forma, sob a polarizagdo catddica ocorre uma provavel
clivagem das ligacfes Ti-O para formar vacancias de oxigénio, ou até mesmo,
levar a destruicdo dos nanotubos [129]. Deste modo, 0s nossos resultados
mostram que € possivel obter uma resposta anddica inexplorada para os
eletrodos de TiO2NT sem a necessidade de modificacdes externas, tais como
recobrimento por polimeros, grafeno ou dopagem com ions metélicos
[132,178,134,179,133]. A aplicacdo de uma simples polarizacdo catodica se
mostrou suficiente para garantir a condutividade do eletrodo de TiO2NT e
resposta anodica e, assim, criar uma nova plataforma a ser utilizada como

sensor com grande potencialidade em eletroanalitica.
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Figura 37 — Voltamogramas ciclicos para solugcédo de [Fe(CN)s]*~ 5 mmol L™

em solucédo de KCI 0,1 mol L™, apés polarizacdo catédica em solucdo KH2PO4
0,1 mol L™ nas seguintes condicdes de polarizacdo: efeito do pH do eletrdlito,
aplicando -1,5 V por 5 min (l); efeito do potencial de polarizagao aplicado, em
pH 10 (otimizado) por 5 min (ll); efeito do tempo de polarizagcdo, em pH 10

(otimizado) aplicando potencial de —2,5 V (otimizado) (ll1).
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4.4.3. Aplicacéo do eletrodo P-TiO2NT para a determinagéo de TRT

Visto que o sensor apresentou resposta na regiao anddica, o P-TiO2NT
foi aplicado para a oxidacdo dos diuréticos furosemida (FUR), TRT e HCT.
Como mostrado na Figura 38.l, na regido estudada, o sensor apresentou
resposta apenas para a molécula de TRT (-). Nao se obteve resposta
voltamétrica para FUR (=) e HCT (=), embora ambos apresentem picos de
oxidacao em eletrodo de carbono vitreo (Fig. 38.11). Isto mostra que a oxidagao
do analito requer que os niveis de energia dos estados Ti®* dopantes do
material estejam alinhados com o estado HOMO (do inglés “highest occupied
molecular orbital”) da molécula do TRT. Isto mostra que o material eletrédico
poderia ser interessante para a determinacao de TRT frente a outros diuréticos,

conferindo, ao mesmo, maior seletividade.

731(D) (1
60+ 151
301 101
<
= F =
0_
-15- 0-

10 12 14 16 18 20 22 08 09 10 1.1 12 13 14
E (V) vs Ag|AgCI E (V) vs Ag|AgCI

Figura 38 — Voltamogramas ciclicos em 0,1 mol L™ de solucdo tampédo B-R
(pH 2,0) (=) para 100 pmol L™ de TRT (=), FUR (=) e HCT (=) utilizando P-
TiO2NT (I). Voltamogramas ciclicos em 0,1 mol L™* de solucdo tampéo B-R (pH
2,0) (=) para 200 umol L™ de TRT (=), FUR (=) e HCT (-) utilizando ECV (II).

Considerando que o sensor baseado em P-TiO2NT pode ser utilizado
para monitorar a oxidacao do diurético TRT, uma curva analitica foi construida
em solugdo tampéo B-R 0,1 mol L™ (pH 2,0), como mostrado na Figura 39.1.
Uma relacédo linear foi encontrada no intervalo de concentracdo entre 2 a 100
umol L™t (Figura 39.11), gerando a equagao ipa= 0,0895[TRT] + 1,19x107% (R?=
0,995), com L.D. e L.Q. de 5,40x107" e 1,80x107® mo L%, respectivamente.
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Figura 39 — Voltamogramas de varredura linear em solucdo tampao B-R 0,1
mol L™t (pH 2,0) (a) variando a concentracdo de TRT em 2,00 (b), 5,00 (c), 10,0
(d), 20,0 (e), 50,0 (f) e 100 mol L™ (g) (I). Relacéo entre ipa VS concentracdo de

TRT (I1).
4.4.4. Conclusdes parciais

A modificagdo eletroquimica do eletrodo de TiO2NT conferiu ao eletrodo
um carater quase metalico, permitindo sua aplicabilidade em regides anddicas
sem a necessidade de fotoativacdo. A partir desse processo, o eletrodo P-
TiO2NT apresentou melhorias em suas propriedades condutivas em
comparacao ao TiO2NT. Apds otimizacdo dos parametros utilizados para a
modificacdo eletroquimica do eletrodo, o P-TiO2NT foi aplicado para a oxidacéo
eletroquimica do diurético TRT, o que permitiu encontrar uma ampla faixa linear

e baixo valor para o L.D. Assim, a partir de um simples processo de reducédo
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eletroquimico, foi possivel a aplicabilidade de um semicondutor do tipo-n em
regibes anodicas sem a necessidade de fotoativagcdo ou qualquer outra

modificacdo quimica de sua superficie.
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5. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que 4 sensores eletroanaliticos foram
construidos usando diferentes modificadores ou materiais eletrédicos e
permitiram a determinacdo de diuréticos em niveis compativeis ao requerido
em medidas forenses.

Os sensores eletrodo compoésito modificado por particulas magnéticas
funcionalizadas, eletrodo de carbono vitreo modificado com 6éxido de grafeno
reduzido e eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono
se mostraram eficazes para a determinacdo de TRT, BMT e HCT e TRT
simultaneamente, respectivamente, em amostra de urina sem a necessidade
da etapa do preparo de amostra. Além disso, os niveis de deteccdo para todos
0s métodos utilizando os eletrodos modificados supracitados foram inferiores
ao requerido pela WADA.

Além destes sensores, uma nova plataforma eletrodica foi proposta, a
partir de um eletrodo de nanotubos de TiO2 modificado pela aplicacdo de um
potencial catddico por um tempo controlado. Este procedimento promove a
ativacdo deste material sem a necessidade de irradiacdo na regido UV como
requerido em medidas de TiO2. O eletrodo de P-TiO2NT foi aplicado para a
oxidacédo de FUR, HCT e TRT, mostrando-se seletivo apenas para o TRT. Uma
curva de calibracéo foi construida para o TRT, mostrando que o eletrodo P-

TiO2NT tem grande potencial para sensor eletroanalitico.
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