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RESUMO

A nimesulida (NMS) é um anti-inflamatorio ndo esteroide da classe das
sulfonanilidas, com propriedades analgésicas e antipiréticas, amplamente utilizada no
tratamento de dores agudas e doencas inflamatorias, como artrite reumatoide e
osteoartrite. A determinagdo da NMS é fundamental para o controle de qualidade em
farmacos e interesse clinico. Desta forma, o uso de meétodos eletroquimicos para a
quantificacdo da NMS apresenta vantagens, como menor tempo de analise, custo
relativamente baixo e possibilidade de obter baixos limites de deteccdo e alta
sensibilidade, especialmente com o emprego das técnicas de pulso. Neste trabalho foi
desenvolvido um método eletroanalitico simples, rapido, preciso, sensivel e de baixo
custo para determinacdo de NMS, utilizando eletrodos de grafeno induzidos por laser
(L1Ge) e a voltametria de onda quadrada (VOQ). As condig¢des analiticas como o pH do
eletrolito e parametros da técnica VOQ foram otimizadas. Apds a otimizacdo obteve-se
uma faixa linear de trabalho de 11 a 131 pmol L (R = 0,999), limite de deteccdo de 1,29
umol L e limite de quantificacdo de 4,29 umol L. A repetibilidade do método foi
avaliada, resultando em DPR de 1,90 % (n = 15). O método foi aplicado na determinacéo
de NMS em amostra farmacéutica e em urina sintética. Para a primeira, foi obtido um
valor de 101 mg/comprimido de NMS. Para a amostra de urina sintética trés niveis de
concentracdo foram fortificados para avaliar a exatiddo do método, obtendo valores de
recuperacdo de 97 a 111 %. Além disso, 0 método foi seletivo, com variacdo inferior a
3% quando avaliado a presenca de espécies interferentes presentes nas amostras.
Portanto, o sensor eletroquimico baseado em LIGe apresentou desempenho

eletroanalitico satisfatorio e promissor para a quantificacdo de NMS.

Palavras-chave: Anti-inflamatorio ndo esterdide, Nimesulida, L1Ge, Sensor.



ABSTRACT

Nimesulide (NMS) is a non-steroidal anti-inflammatory drug of the sulfonanilide
class, with analgesic and antipyretic properties, widely used in the treatment of acute pain
and inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis and osteoarthritis. The
determination of NMS is essential for quality control in pharmaceuticals and clinical
interest. Thus, the use of electrochemical methods for the quantification of NMS has
advantages, such as shorter analysis time, relatively low cost and the possibility of
obtaining low detection limits and high sensitivity, especially with the use of pulse
techniques. In this work, a simple, fast, accurate, sensitive and low-cost electroanalytical
method for the determination of NMS was developed, using laser-induced graphene
electrodes (L1Ge) and square-wave voltammetry (SWV). The analytical conditions such
as the pH of the electrolyte and parameters of the SWV technique were optimized. After
optimization, a linear working range of 11 to 131 umol L (R = 0.999), detection limit of
1.29 pmol L* and quantification limit of 4.29 umol L were obtained. The repeatability
of the method was evaluated, resulting in a RSD of 1.90% (n = 15). The method was
applied to the determination of NMS in pharmaceutical samples and in synthetic urine.
For the first, a value of 101 mg/tablet of NMS was obtained. For the synthetic urine
sample, three concentration levels were fortified to evaluate the accuracy of the method,
obtaining recovery values of 97 to 111%. In addition, the method was selective, with a
variation of less than 3% when evaluating the presence of interfering species present in
the samples. Therefore, the electrochemical sensor based on LIGe presented satisfactory
and promising electroanalytical performance for the quantification of NMS.

Keywords: Non-steroidal anti-inflammatory drug, Nimesulide, LI1Ge, Sensor.
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1. INTRODUCAO

A nimesulida (NMS) é um anti-inflamatorio ndo esteroide (AINE) da classe das
sulfonamidas, com propriedades analgésicas e antipiréticas (DE OLIVEIRA et al., 2023;
LIMA et al., 2013), amplamente prescrita no Brasil devido a sua melhor eficicia em
comparagdo com outros medicamentos similares, como diclofenaco, ibuprofeno e
piroxicam (SHETTI et al., 2019a). Apesar de ser um medicamento vantajoso devido seu
custo baixo e tempo de acdo rapido no organismo, quando administrado de forma
indiscriminada, com altas doses e em conjunto com outros farmacos, pode apresentar
efeitos colaterais graves, incluindo lesdes gastricas, hepaticas e renais, aléem de
insuficiéncia renal e hepatoxidade (BUKKITGAR et al., 2016; SHETTI et al., 2019a).

Os AINEs constituem uma das classes de farmacos mais difundidas em todo
mundo, utilizados no tratamento da dor aguda e cronica decorrente do processo
inflamatorio; possuem propriedades anti-inflamatorias, analgésica e antipirética e sua
acdo decorre da inibicdo da sintese de prostaglandinas (PG), mediante inibicdo das
enzimas ciclooxigenase 1 (COX-1) e ciclooxigenase 2 (COX-2), criando subgrupos de
anti-inflamatorios seletivos e ndo- seletivos para COX-2 (SHETTI et al., 2019a). Os
AINEs séo usados principalmente no alivio da osteoartrite, artrite reumatoide, sintomas
de febre e dor (YUE et al., 2022).

Diversas técnicas analiticas, como as espectrofotométricas e cromatograficas, sao
aplicadas para a determinacdo da NMS, no entanto, muitas delas envolvem alto custo,
etapas complexas de pré-tratamento de amostras e geracdo de residuos tdxicos
(BUKKITGAR et al., 2016). Nesse sentido, os métodos eletroanaliticos podem apresentar
algumas vantagens em compara¢do aos métodos convencionais, Como menor consumo
de reagente, menor tempo de analise, menor custo de instrumentacao e uso de reagentes
menos toxicos (DEROCO; ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018).

Para o desenvolvimento de métodos eletroanalitico a escolha do eletrodo de
trabalho é fundamental (DEROCO; ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018).
Nanomateriais de carbono, como o grafeno, tem atraido grande interesse para uso em
diferentes campos de pesquisa devido a sua estrutura Unica de monocamada plana de
atomos de carbono organizados em células hexagonais (VIEIRA SEGUNDO; VILAR,
2016) (WONG; SANTOS; FATIBELLO-FILHO, 2017). Suas propriedades incluem alta
condutividade elétrica e térmica, resisténcia mecanica, flexibilidade inerente e ampla area

superficial, o que favorece sua aplicacdo em diversas areas (SUN; WU; SHI, 2011).
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Nos Ultimos anos, varias técnicas para obtencao do grafeno foram desenvolvidas,
métodos fisicos, tal como esfoliacdo mecanica (MATIAS; DE FARIA,; et al., 2022), e
métodos quimicos, como a reducdo quimica do 6xido de grafite (LIN et al., 2014) e a
deposicdo quimica em fase vapor (VIEIRA SEGUNDO; VILAR, 2016), por exemplo.
Contudo, um procedimento inovador para fabricar folhas de grafeno em uma Unica etapa
por meio da conversdo foto térmica de atomos de carbono sp® em carbono sp? por
irradiacéo a laser pulsada IR ou UV-visiveis utilizando como substrato a poliimida. Este
novo material, conhecido como grafeno induzido por laser (LIG) encontraram inimeras
aplicacdes na eletroquimica, incluindo a producdo de suspercapacitores e sensores
(MATIAS; DE FARIA; et al., 2022; MATIAS; ROCHA,; et al., 2022).

O LIGe tem se mostrado promissor na deteccdo de farmacos. Estudos recentes
demonstraram a eficacia do LIG como uma plataforma portatil para deteccdo
eletroquimica de tirosina (MATIAS; ROCHA,; et al., 2022) e ivermectina (FERREIRA
et al., 2024), utilizando técnicas voltamétricas que mostraram ampla faixa linear, baixos
limites de deteccéo e boa seletividade em relacdo a interferentes.

Nesse contexto, um sensor eletroquimico utilizando LIGe produzido a partir da
qgueima de poliimida comercial (Kapton) com laser de CO; foi aplicado para determinacgéo
eletroquimica da NMS em amostra de formulacdo farmacéutica e urina sintética por meio

de técnicas voltamétricas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Nimesulida

A NMS, de acordo com a classificacdo da IUPAC, é designada quimicamente
como N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanossulfonamida, pertencente ao grupo sulfonanilida,
é composta por um anel benzénico, um grupo nitro fenila, e &omos de oxigénio entre eles
formando um angulo de 74,69° na estrutura cristalina (PHARMACOPOEIA, 2010). Este
medicamento possui formula quimica C13H12N2OsS e massa molar de 308,31 g mol?,
apresenta-se na forma de um p6 amarelo-palido, cristalino polimorfo, levemente untuoso
ao tato e ndo higroscdpico; considerado um acido fraco (SHETTI et al., 2019a), possui

pKa em torno de 6,5, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 1.

o, O
\%
S\

HsC”™ “NH

NO,
Figura 1. Estrutura quimica da NMS. Fonte: Autor, 2024.

A NMS foi primeiramente autorizada e vendida na Italia em 1985, depois se
tornou um dos AINE’s mais prescrito e usado mundialmente (MOSCOSO; ALVAREZ-
LUEJE; SQUELLA, 2020). A NMS possui um modo de acdo especifico, pois € um
inibidor seletivo da enzima da sintese de prostaglandina, a ciclo-oxigenase, a qual
preferencialmente inibe a enzima COX-2, que é liberada durante a inflamagdo (COSTA
etal., 2022). E utilizada no tratamento da dor aguda e de doengas como artrite reumatoide,
osteoartrites e possui acdo analgésica e antipirética (WONG; SANTOS; FATIBELLO-
FILHO, 2017). Além disso, a NMS também exerce outras a¢fes que incluem a inibicdo
de radicais livres de oxigénio, diminuigdo da producdo de citocinas e enzimas degradantes
e ativacao de receptores de glucacorticéide (DAVIS; BROGDEN, 1994).

Conforme o sistema de classificacdo biofarmacéutica, os medicamentos podem
ser divididos em quatro classes, dependendo de sua solubilidade e permeabilidade. Logo,

drogas pertencentes a classe I, como NMS, sdo caracterizados por baixa solubilidade e
18



alta permeabilidade (DEVARUSHI et al., 2019), praticamente insolivel em &gua
(aproximadamente 10 pg mL ") (RUELA; ARAUJO; PEREIRA, 2009) e solugdes 4cidas,
é solivel em acetonitrila e em solucbes de hidroxidos alcalinos (PHARMACOPOEIA,
2010). O farmaco é comercializado atualmente em formas farmacéuticas orais, como
comprimidos, gotas, granulados e suspensdes, pois estas reduzem a incidéncia de efeitos
indesejaveis associados a inibicdo da COX-1 fisiologica, como as irritacGes
gastrointestinais (RUELA; ARAUJO; PEREIRA, 2009). Apos a administracdo oral de
NMS 100 mg em comprimido, granulos ou suspensao, 0 medicamento é bem absorvido
com concentragdes plasmaticas maximas médias de 2,86 a 4,58 mg L~ alcangadas dentro
de 1,22 a 3,83 horas ap6s a administracdo (GARCIA RAFAEL; DE TARSO
FERNANDES RAMOS REGO, 2024). A NMS é rapidamente distribuida,
principalmente em todo o compartimento de fluido extracelular; os valores de volume de
distribuicdo variam de 0,19 a 0,39 L kg~'. A meia-vida terminal estimada para a NMS
varia de 1,96 a 4,73 horas (BERNAREGGI, 1993). Este medicamento é metabolizado
pelo figado e o principal metabdlito é o derivado 4'-hidroxi (SANTOS DA SILVA et al.,
2013).

Entre seus efeitos adversos, esta o fato de sua inadequada e prolongada utilizacéo
ocasionar casos graves de lesdo no figado, o que fez com que alguns paises
reexaminassem o perfil de seguranca de sua utilizagdo (DE OLIVEIRA et al., 2023). A
pesquisa continua e o desenvolvimento de novas formulacdes e técnicas de administracao
sdo essenciais para maximizar o potencial terapéutico da NMS, considerando-se que a
compreensdo detalhada dos fatores que influenciam a solubilidade, estabilidade e
biodisponibilidade do farmaco permite o desenvolvimento de medicamentos mais
eficazes e seguros para os pacientes. Dentre os métodos disponiveis na literatura para
determinacdo da NMS destaca-se as técnicas cromatograficas e espectrométricas
(PHARMACOPOEIA, 2010).

Dessa forma, torna-se fundamental o desenvolvimento de métodos analiticos
rapidos, simples e de baixo custo que possam ser utilizados no controle de qualidade deste
farmaco (DEROCO; ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018; NIKOLAYCHUK,
2023; SHETTI et al., 2019a; WONG; SANTOS; FATIBELLO-FILHO, 2017).
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2.1.1. Determinacéo de Nimesulida

Para a determinacédo de farmacos no processo de controle de qualidade, diferentes
métodos analiticos sdo reportados na literatura. Essas andlises sdo realizadas
normalmente por técnicas instrumentais como, espectrofotometria, cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia em camada delgada (CCD) (COELHO;
GIAROLA,; PEREIRA, 2018).

A Farmacopeia Brasileira recomenda o doseamento da NMS por dois métodos:
espectrofotometria de absorcdo no UV-Vis e CLAE (LIMA et al., 2013). Geralmente, 0s
métodos cromatograficos, juntamente com a leitura espectrométrica, sdo 0s principais
métodos para a deteccdo de NMS devido ao seu alto nivel de seletividade e sensibilidade;
porém, esses métodos sao trabalhosos, caros e requerem tempos de ensaio longo e etapas
de pré-concentracdo (GOVINDASAMY et al., 2017).

Dois métodos espectrofotométricos de ultravioleta simples e preciso (UV) foram
relatados com uma faixa de deteccdo para a estimativa de NMS na forma pura e na forma
de dosagem sélida usando 50 % v/v e 100 % v/v acetonitrila como sistema de solvente.
Neste estudo, verificou-se que a linearidade paraa NMS em ambos os métodos foi de 10
a 50 pg mL™!, com A maximo de 300 nm. Os limites de deteccéo (LD) foram de 0,46 pg
mL ' e 1,04 ug mL™!, respectivamente, para acetonitrila 50% e 100% v/v (CHANDRAN
etal., 2000). Apesar da espectrofotometria UV-Vis ser uma técnica amplamente utilizada
para determinacdo da NMS devido a simplicidade e rapidez (NIKOLAYCHUK, 2023;
PINO et al., 2019), sua seletividade pode ser comprometida pela presenca substancias
interferentes, exigindo etapas de purificacdo preliminares (ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

Por outro lado, a CLAE é considerada um método padrdo ouro para a
determinagdo de NMS devido & sua alta sensibilidade e seletividade (RUELA; ARAUJO;
PEREIRA, 2009). A otimizacdo das condi¢Bes cromatograficas, como a escolha da fase
movel e a configuracdo da coluna, é crucial para garantir uma anéalise precisa e
reprodutivel. Este método permite a separacdo eficaz da NMS de outras substancias
presentes na amostra, rapida deteccio e quantificagdo (RUELA; ARAUJO; PEREIRA,
2009). A CLAE é amplamente aplicada na analise de formulagdes farmacéuticas,
amostras biologicas (como sangue e urina) e estudos de degradacdo e estabilidade
(GRAZIELI; DA SILVA; COLLINS, 2011).

Um meétodo rapido para quantificagdo de NMS em humor aquoso de coelhos foi
desenvolvido utilizando CLAE com coluna de fase reversa C (18) (Ultracarb ODS) e
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deteccdo UV a 300 nm. A fase mdvel consistiu em 60% de acetonitrila e 40% de a4gua
contendo 1% de trietilamina ajustado para pH = 3,2 com &cido ortofosférico. O tempo de
retencdo foi de 4,5 min. Um pre-tratamento com acetonitrila foi usado para desproteinizar
amostras de humor aquoso. O limite de quantificaco foi de 50 ng mL ™%, com recuperag&o
superior a 90%. A relacéo entre as areas dos picos e a concentracéo foi linear entre 0,05
e 2,5 ug mL™t, com valores de R? acima de 0,99 (MALTESE; MAUGERI; BUCOLO,
2004).

Um método cromatografico em camada delgada simples, rapido, reprodutivel e
estdvel para a andlise de NMS tanto do farmaco a granel quanto de formulacdes
farmacéuticas € relatado. A fase movel foi composta por ciclohexano-etiletato (60:40,
v/Vv), e a andlise densitométrica foi realizada a 295 nm. A curva de calibracdo em metanol
foi linear entre 100 e 900 ng, com limites de deteccédo e quantificacdo de 60 e 100 ng,
respectivamente. A recuperagdo da NMS foi de 99,5% (PATRAVALE; D’SOUZA;
NARKAR, 2001).

Entretanto, como mencionado, essas técnicas apresentam algumas desvantagens,
como custo elevado, longo tempo de anélise, alto consumo de reagentes e a necessidade
de preparo da amostra, quando comparadas com as técnicas eletroquimicas que séo
técnicas sensiveis, rapidas e de custo baixo, podendo entdo, ser uma alternativa viavel
para aplicacdo no controle de qualidade de medicamentos (COELHO; GIAROLA,;
PEREIRA, 2018). Na literatura, exemplos de determinacdo de NMS usando métodos
eletroquimicos sdo reportados, que determinam as formulacdes farmacéuticas, assim
como, é possivel encontrar relatos da determinacdo em outras matrizes, sendo algumas
de interesse clinico, como amostras de urina real (SHETTI et al., 2020b) e sintética
(SANTOS, ANDERSON M. et al., 2022).

Os estudos de Deroco e colaboradores (2018), utilizando um ECV modificado com
Carbon Black (CB) modificado com dihexadecilfosfato (DHP) para analise de urina e dgua
por voltametria de onda quadrada (VOQ) atingiu LD de 1,6x102 pumol L™ (DEROCO;
ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018). Enquanto, Moscoso e colaboradores
(2020), utilizaram ECV modificado com MWCNT para anélise de NMS em formulacdes
farmacéuticas por voltametria de varredura linear (VVL) atingindo limite de deteccéo
(LD) de 1,6x10° pmol Lt (MOSCOSO; ALVAREZ-LUEJE; SQUELLA, 2020).

Shetti e colaboradores (2019) utilizaram de eletrodo de pasta de carbono

modificado com nanosilica (NS/CPE) em tampdo fosfato pH 5,0 como eletrélito de
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suporte por meio da VPD para analise de formulacdes farmacéuticas e urina humana
apresentando  limite de deteccdo 1,44 nmol LT (SHETTI et al.,, 2019a) . Lima e
colaboradores (2013), utilizando um eletrodo de Diamante Dopado com Boro (DDB)
associado a amperometria (AMP) em sistema de analise por injecdo em fluxo (FIA — do
inglés “flow injection analysis™), atingiram um LD de 8,1x1072 umol L™ para formulacdes
farmacéuticas (LIMA et al., 2013).

Bukkitgar e colaboradores (2016) utilizaram a VPD para investigar o
comportamento eletroquimico da NMS através de um eletrodo de carbono vitreo
modificado por nanoparticulas de 6xido de titanio (TiO2) que apresentou um limite de
detecdo de 3,37 nmol L™ e um limite de quantificacdo de 11,2 nmol L (BUKKITGAR
et al., 2016). Os dados citados se encontram dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Sensores e métodos relatados na literatura para analise eletroquimica de NMS.

Meio
Eletrodo de , . Amostras
Autor Trabalho  TeeMica eletrolitico
(DEROCO; ROCHA-FILHO; CB-DHP/GC VOO PB 0,2 mol L* Urina, gua de
FATIBELLO-FILHO, 2018) pH 7,0 torneira e de lago
(MOSCOSO; ALVAREZ- BR 0,1 mol L* Farmaco
LUEJE; SQUELLA, 2020) ECVIMWENT VWL pH 7,0
PB 0.2 mol L Farmaco, urina
(SHETTI et al., 2019a) NS/CPE VPD pH 5.0 humana

Farmaco, urina

(BUKKITGAR et al., 2016) TiO./GCE VPD pH 2,0
humana

As técnicas voltamétricas apresentam vantagens que superam as técnicas
tradicionais de analise em termos de sensibilidade, simplicidade, rapidez e custo
(VALENGA et al., 2020). Nessas técnicas, o eletrodo de trabalho é o local onde ocorre a
reacdo redox do analito; assim, deve apresentar algumas caracteristicas, como ampla faixa
de potencial, condutividade elétrica adequada, reprodutibilidade da superficie e baixo
custo. Portanto a escolha do material do eletrodo é de suma importancia, pois este
desempenha um papel crucial na fabricacdo de sensores de alta aplicabilidade (DEROCO;
ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018). A incorporacdo de nanomateriais em
sensores eletroquimicos, como nanotubos de carbono, grafeno e nanoparticulas metalicas
aumentam a area superficial ativa dos eletrodos, melhorando a transferéncia de elétrons e
a sensibilidade da detecgéo (PORTO; PEREIRA, 2022).
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A determinacdo de NMS tem aplicac¢Ges cruciais em varias areas. Na industria
farmacéutica, métodos analiticos precisos sdo essenciais para garantir a qualidade e
eficacia das formulacfes (SHETTI; MALODE; et al., 2020). Estudos de estabilidade e
degradacdo sdo conduzidos para entender a durabilidade do farmaco sob diferentes
condicdes de armazenamento e uso (MIRANDA et al., 2023). Em diagndsticos médicos,
a quantificacdo de NMS em amostras bioldgicas, como sangue e urina (BUKKITGAR et
al., 2016), é importante para monitorar a farmacocinética do farmaco, ajustar dosagens
terapéuticas e investigar possiveis efeitos adversos. Desta forma, com o continuo
desenvolvimento de novos materiais e tecnologias, espera-se que 0s métodos de
determinacdo de NMS continuem a evoluir, proporcionando maior sensibilidade,
seletividade e precisdo em diversas aplicacoes.

2.2. Técnicas Eletroanaliticas

A Eletroanalitica, também conhecida como Eletroanélise, esta na interface entre
ciéncia analitica e eletroquimica. Trata-se do desenvolvimento, caracterizacao,
entendimento e aplicacdo de métodos de andlise quimica empregando fendmenos
eletroquimicos (ZANONI et al., 2017). As técnicas eletroquimicas sdo técnicas analiticas
poderosas e versateis que oferecem alta sensibilidade, exatiddo e precisao, bem como uma
ampla faixa dinamica linear, com custo de instrumentacdo relativamente baixo
(LOWINSOHN; BERTOTTI, 1318)(FILHO; et al., 2022).

A voltametria é uma técnica eletroanalitica que se baseia nos fenémenos que
ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solucéo
adjacente a essa superficie. Essa técnica é classificada como dinamica, pois a cela
eletroquimica é operada na presenca de corrente elétrica (i > 0) que, por sua vez, é medida
em funcdo da aplicacdo controlada de um potencial. Assim, nessa técnica, as informagdes
sobre o analito sdo obtidas por meio da medicdo da magnitude da corrente elétrica que
surge entre os eletrodos de trabalho e auxiliar ao se aplicar uma diferenca de potencial
entre os eletrodos de trabalho e de referéncia (ELGRISHI et al., 2018; PACHECO et al.,
2013).

Diante disso, as técnicas eletroanaliticas apresentam-se como uma Otima
alternativa para compostos farmacéuticos pois além de serem simples, de baixo custo e

portateis, apresentam elevada sensibilidade e baixos limites de deteccdo (LD) e
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quantificacdo (LQ), além de permitirem a realizagdo de analises em amostras em diversas
matrizes sem que haja a necessidade de pré- tratamento (VELOSO et al., 2022).
Os métodos voltamétricos comumente usados sdo varreduras lineares, ciclicas, de

pulso diferencial e de onda quadrada.

2.2.1. Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) trata-se de uma técnica eletroquimica amplamente
utilizada, destacando-se como uma ferramenta essencial para a obtengéo de informagoes
qualitativas sobre reacfes eletroquimicas, sendo muitas vezes o primeiro experimento
realizado na investigacdo de compostos, materiais bioldgicos e superficies de eletrodos
(OZKAN; USLU; ABOUL-ENEIN, 2003).

A principal vantagem da VC reside na sua capacidade de fornecer dados
importantes sobre os potenciais redox dos sistemas estudados, sendo este um parametro
crucial, uma vez que define o ponto em que a transferéncia de elétrons ocorre com igual
probabilidade para a oxidacdo e a reducdo (ELGRISHI et al., 2018). Determinar este
potencial € fundamental para a compreensdo da natureza eletroquimica de um composto
ou material. Por meio da VVC, torna-se possivel obter curvas voltamétricas que refletem a
resposta corrente-potencial do sistema, permitindo a identificacdo precisa desses
potenciais redox (PACHECO et al., 2013).

Outro aspecto importante da VC é a sua aplicacdo na avaliacdo da cinética de
transferéncia de elétrons, que é um fator determinante na eficiéncia e na velocidade de
reacOes eletroquimicas. A analise das curvas voltamétricas permite a determinacdo de
parametros cinéticos, como o coeficiente de transferéncia de elétrons e as constantes de
velocidade heterogénea. Esses parametros sdo obtidos a partir da forma e posi¢cdo das
ondas de oxidacdo e reducdo nas curvas voltamétricas, permitindo uma compreensdo
profunda das dindmicas de transferéncia eletr6nica em sistemas eletroquimicos
(ELGRISHI et al., 2018).

A metodologia de VC envolve a aplicacdo de um potencial varidvel ao longo do
tempo a um eletrodo de trabalho imerso em uma solugéo contendo o analito de interesse,
pois o potencial é varrido linearmente com o tempo em uma dire¢do (Eo —Ei) e, em
seguida, revertido, formando um ciclo, onde durante este processo a corrente resultante é
medida como fungdo do potencial aplicado (FILHO; et al., 2022), como mostrado na

Figura 2A. Segundo as convengdes da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
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(IUPAC) quando o valor de potencial se desloca no sentido dos potenciais mais positivos,
obtém-se o ramo anddico da curva, devido a processos de oxidagdo, quando se desloca
no sentido dos potenciais mais negativos (ou menos positivos) obtém-se o ramo catédico,
associado a processos de reducdo. A resposta corrente-potencial obtida € chamada de
voltamograma ciclico (Figura 2B). A analise desse voltamograma fornece informacdes

detalhadas sobre 0s processos eletroquimicos que ocorrem no sistema.
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Figura 2. (A) Variacdo do potencial no tempo durante a voltametria ciclica. (B)
Voltamograma obtido pela relacdo entre corrente e potencial. Adaptado de (FILHO; et
al., 2022).

Para uma analise detalhada dos dados obtidos por VC, faz-se comum a utilizacéo
de modelos mateméticos e simulagdes computacionais, esses modelos ajudam a
interpretar os voltamogramas, permitindo a extracdo de parametros quantitativos sobre 0s
processos investigados. A combinacdo de experimentacao e modelagem proporciona uma
visdo abrangente das reacBGes eletroquimicas, permitindo uma compreensdo mais
profunda dos fendmenos subjacentes (COELHO; GIAROLA; PEREIRA, 2018).

A VC ¢é amplamente aplicada em diversas areas da ciéncia e tecnologia, onde na
quimica analitica, é utilizada para a detec¢cdo e quantificacdo de espécies eletroativas
(FILHO,; et al., 2022), j& na quimica de materiais, auxilia na sintese e caracterizacdo de
novos materiais com propriedades eletroquimicas desejaveis (PORTO; PEREIRA, 2022).
Na bioeletroquimica, permite o estudo de processos redox em sistemas biolégicos e a
interacdo de biomoléculas com superficies de eletrodos (WANG, HSIANG WEI et al.,
2021).

Dessa forma, a VC é uma técnica poderosa e versatil que desempenha um papel
crucial na investigacdo de reacdes eletroquimicas, pois sua capacidade de determinar
potenciais redox formais, detectar reacGes quimicas acopladas e avaliar a cinética de
transferéncia de elétrons faz dela uma ferramenta indispensavel em estudos

eletroquimicos. A aplicacdo da VC em diferentes areas de pesquisa continua a expandir
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nosso conhecimento sobre processos eletroquimicos e a contribuir para o avanco da
ciéncia e da tecnologia (GRAZIELI; DA SILVA; COLLINS, 2011).

2.2.2. Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada (VOQ) é uma técnica eletroanalitica que vem
ganhando destaque desde sua introducdo na década de 1950. E considerada uma das
técnicas de pulso mais rapidas e sensiveis disponiveis, com limites de deteccdo que
podem ser comparados aos obtidos por métodos cromatograficos e espectroscopicos. Esta
técnica tem se tornado uma ferramenta essencial em diversas areas de pesquisa cientifica
e aplicacOes industriais devido a sua capacidade de proporcionar analises precisas e
detalhadas de espécies eletroativas (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

A VOQ ¢é uma técnica eletroanalitica que envolve a aplicagdo de uma sequéncia
de pulsos de potencial sobrepostos a uma varredura de potencial linear. Esses pulsos tém
uma forma quadrada, alternando entre dois niveis de potencial com uma frequéncia
definida. A corrente ¢ medida no final de cada meio ciclo, resultando em um
voltamograma de onda quadrada que destaca os processos redox do analito (PACHECO
et al., 2013) conforme Figura 3. A natureza diferencial da medicdo de corrente — onde a
diferenca entre a corrente no final do pulso positivo e negativo é registrada — ajuda a
minimizar os efeitos da corrente capacitiva e do ruido de fundo, melhorando
significativamente a razdo sinal/ruido (FILHO; et al., 2022).

A VOQ ¢é particularmente valorizada por sua sensibilidade e rapidez; a primeira
caracteristica advém de sua eficaz deteccdo com baixas concentragdes de analitos, devido
a sua capacidade de minimizar o ruido de fundo e melhorar a razdo sinal/ruido. Esta alta
sensibilidade é alcancada porque a corrente faradaica, associada ao processo redox do
analito, é destacada em relagdo a corrente capacitiva, que é inerente a dupla camada
elétrica do eletrodo. Enquanto, a segunda refere-se a velocidade de aquisi¢do dos dados,
pois frequéncias de 1 a 100 ciclos de onda quadrada por segundo permitem o uso de

velocidades de varredura de potenciais extremamente rapidas (PACHECO et al., 2013).
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Figura 3. Representacdo esquematica da voltametria de onda quadrada. Adaptado de
(PACHECO et al., 2013).

A anélise dos dados obtidos por VOQ envolve a interpretacdo dos voltamogramas,
onde picos de corrente indicam eventos redox, a posi¢do dos picos no eixo de potencial
fornece informacGes sobre os potenciais redox formais das espécies analisadas, a altura
dos picos esté relacionada a concentracdo do analito, a forma e a largura dos picos podem
fornecer insights sobre a cinética do processo redox e a natureza das interagdes quimicas
envolvidas (DE SOUZA et al., 2004).

Modelos matematicos e simulacdes computacionais sdo frequentemente
empregados para interpretar os voltamogramas de VOQ, permitindo uma analise
quantitativa mais precisa. Pardmetros como coeficientes de difusdo, constantes de
velocidade de transferéncia de elétrons e coeficientes de transferéncia de carga podem ser
extraidos dos dados experimentais, proporcionando uma compreensdo detalhada dos
mecanismos eletroquimicos subjacentes (OZKAN; USLU; ABOUL-ENEIN, 2003).

A aplicacdo da VOQ em estudos de sensores eletroquimicos é notavel. Sensores
utilizando esta técnica eletroanalitica tém sido desenvolvidos para a deteccdo de uma
variedade de analitos: compostos farmacéuticos, organicos e inorganicos (RIBEIRO et
al., 2014). A alta sensibilidade e especificidade da técnica permitem o desenvolvimento
de dispositivos de deteccdo altamente seletivos e de baixo custo, com potencial para
aplicacbes em diagnosticos médicos e monitoramento ambiental (DE SOUZA et al.,
2007).

Adicionalmente, a intensa utilizacdo das técnicas voltamétricas na analise de
compostos com aplicacdes farmacologicas e de moléculas de interesse bioldgico esta

intimamente relacionada com o desenvolvimento de métodos mais sensiveis, que
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possibilitam a determinacdo em nivel de ultra tracos, principalmente em fluidos
bioldgicos, no controle de qualidade em produtos farmacéuticos (DE SOUZA et al.,
2004).

2.3.  Grafeno Induzido por Laser (LIG)

O grafeno, uma estrutura bidimensional composta por atomos de carbono
organizados em uma rede hexagonal, € um dos materiais mais promissores na ciéncia e
tecnologia devido as suas propriedades fisicas e quimicas excepcionais (SUN; WU; SHI,
2011; VIEIRA SEGUNDO; VILAR, 2016). Entre essas propriedades pode-se destacar a
alta condutividade elétrica e térmica, resisténcia mecanica, e grande area superficial, o
que torna o grafeno um material ideal para aplicacbes em eletrbnica, sensores,
armazenamento de energia e muito mais (URADE; LAHIRI; SURESH, 2023).

Um dos desenvolvimentos mais inovadores na utilizacdo do grafeno é a criacdo
de eletrodos de grafeno induzidos por laser (LIG, do inglés Laser-Induced Graphene)
(COSTA et al., 2022).

Os LIGe representam um avango significativo na fabricacdo de dispositivos
baseados em grafeno. Este método utiliza um laser de alta intensidade para transformar
diretamente materiais ricos em carbono, como poliamida, em grafeno (LIN et al., 2014).
Durante o processo, a energia do laser provoca a descarbonizagao e rearranjo dos atomos
de carbono, formando uma estrutura de grafeno poroso diretamente na superficie do
substrato. A partir da utilizacdo de técnicas de escrita direta a laser, € possivel criar
padrdes de grafeno com alta resolucédo e em diversas formas adaptando-se a diferentes
aplicacdes (LIN et al., 2014). Além disso, o processo pode ser realizado a temperatura
ambiente e pressdo atmosférica (MATIAS; ROCHA; et al.,, 2022), o que reduz
significativamente os custos e complexidade em comparagdo com outros métodos de
producdo de grafeno. Este método é vantajoso porque é rapido, escalavel e ndo requer
etapas complexas de transferéncia de grafeno, como ocorre em métodos tradicionais de
sintese (ZHANG et al., 2017). O LIGe resultante, exibe uma alta area de superficie,
aproximadamente (340 m? g™!), alta porosidade, alta estabilidade térmica (> 900 °C) e
excelente condutividade (5 — 70 uS cm™') (ABDUL-AZIZ et al., 2020; ALHAJJI;
ZHANG; ALSHAREEF, 2021).

Os sensores de LIGe permitem obter vantagens, como por exemplo, sensibilidade,

simplicidade e flexibilidade no processo de fabricagéo, baixo custo, liberdade de design,
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robustez, reprodutibilidade, facilidade de operacdo, portabilidade e ndo requer um
tratamento quimico ou eletroquimico para seu uso em eletroanalises. Sua estrutura e
composicao favorece diversas aplica¢Ges incluindo dispositivos de armazenamento de
energia, sensores e biossensores eletroquimicos (ALHAJJI; ZHANG; ALSHAREEF,
2021; CHENG et al., 2021; WANG, FANGCHENG et al., 2018; YE; JAMES; TOUR,
2019).

A espectroscopia de Raman, uma técnica versatil para caracterizacdo de materiais
baseados em grafeno, evidenciou as bandas caracteristicas do grafeno na morfologia do
LIG. Por exemplo, a banda D localizada em 1350 cm™! esta associada a0 modo de de
formagao ou desordem nas ligagBes de hibridizacdo sp?, enquanto a banda G, atribuida a
vibragdes de carbono no plano sp? aparece em 1590 cm™! e o sinal a 2700 cm™! refere-se
a banda 2D, originada de fonons de segunda ordem de zona limite (LIN et al., 2014;
MATIAS; DE FARIA; et al., 2022). Essas bandas confirmam a formacdo de um material
semelhante ao grafeno de alta qualidade.

Em imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) do LIGe,
observou-se uma superficie com uma configuracdo bem regular, rugosa, sugerindo uma
alta porosidade obtida pela converséo fototérmica de poliimida em grafeno (COSTA et
al., 2022)(MATIAS; ROCHA,; et al., 2022). O aparecimento de poros é resultante da
liberacdo de gases por causa de alta temperatura de irradiacdo localizada, isto d& origem
a sitios eletroativos altamente acessiveis e melhoria da resposta eletroquimica. As
elevadas temperaturas localizadas quebram o C=0, C-O e ligagdes N=C em poliimida;
ha liberacdo de gases e 0s compostos aromaticos restantes sao rearranjados para formar
estruturas de grafeno (CHENG et al., 2021; LIN et al., 2014).

Além de suas propriedades intrinsecas, o LIGe pode ser funcionalizado para
melhorar ainda mais suas caracteristicas eletroquimicas e adequa-los a aplicacGes
especificas. A funcionalizacdo pode ser realizada pela introducdo de grupos quimicos
especificos na superficie do grafeno, ou pela deposicdo de nanoparticulas metalicas,
Oxidos ou outros materiais. Esta abordagem permite a customizacdo das propriedades
eletroquimicas dos LIGe’s, ampliando suas possibilidades de uso em diferentes contextos
(WANG, FANGCHENG et al., 2018; VIVALDI et al., 2021).

Os LIGe’s exibem excelentes propriedades eletroquimicas, tornando-os ideais
para aplicacfes em sensores e dispositivos de armazenamento de energia. A estrutura

porosa do LIGe proporciona uma grande area superficial ativa, o que é benéfico para a
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adsorcéo de moléculas e ions, melhorando a sensibilidade e capacidade de detec¢do em
sensores eletroquimicos (SANTOS, NUNO F. et al., 2021).

Dessa forma, pode-se inferir que os eletrodos de grafeno induzidos por laser
representam um avanco significativo na utilizacdo de grafeno para aplicacdes
eletroquimicas. A capacidade de funcionalizar e customizar os LIGe amplia ainda mais
seu potencial, possibilitando o desenvolvimento de solucgdes inovadoras para desafios
técnicos e cientificos. Com continuos avangos na tecnologia de laser e na compreensao
das propriedades do grafeno, espera-se que os LI1Ge desempenhem um papel cada vez

mais importante no futuro da ciéncia e tecnologia eletroquimica.
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo geral

Aplicagdo de sensor eletroquimico utilizando eletrodo de grafeno induzido por
laser (L1Ge) para determinacdo da NMS.

3.2.  Objetivos especificos

» Investigar as propriedades eletroguimicas dos LIGe;

» Utilizar LIGe para determinar NMS.

» Otimizar parametros para deteccdo da NMS pela voltametria de onda quadrada
utilizando o LIGe;

» Aplicar o sensor eletroquimico em amostras de farmacos e bioldgicas para
determinacéo da NMS;

> Investigar a sensibilidade, seletividade e estabilidade do sensor eletroquimico.
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1.  Instrumentacéo

Para as medicBes eletroquimicas foi utilizado um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT-128N interligado com um computador e controlado pelo software
NOVA 2.2.1. Uma célula eletroquimica (10 mL) convencional de trés eletrodos foi
utilizada, incluindo um fio de platina como eletrodo auxiliar, em eletrodo Ag|AgCI|KCI
(3,0 mol L) como referéncia e LIGe como eletrodo de trabalho.

Para dissolucdo dos reagentes e amostras sélidas foi utilizado um agitador de tubos
tipo Vortex (Fisatom Equipamentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil) com velocidade fixa
de 2800 rpm e um banho ultrassénico USC 1400 (Unique, Séo Paulo, Brasil). As medidas
de pH foram realizadas utilizando-se um medidor de pH KASVI modelo K39-2014B,

Parana, Brasil.

4.2. Reagentes e Solucdes

Os reagentes utilizados nos experimentos sdo de grau analitico e foram usados
sem purificacdo prévia. As solugdes foram preparadas em temperatura ambiente,
utilizando &gua destilada e posteriormente deionizada (18,2 MQ cm) obtida pelo sistema
Mili-Q Direct 8 (Milipore). A solucdo estoque padrdo de NMS (Sigma Aldrich) de 5
mmol L' foi preparada em meio de hidroxido de sédio 0,10 mol L™!. Na deteccéo
eletroquimica, as solucdes padrdo de trabalho foram obtidas por diluicdo em meio dos
eletrolitos investigados (tampdo fosfato e tampdo BR).

Solucdes tampao Britton-Robinson (BR) foram preparadas utilizando-se volumes
adequados de solucdes de CH3COOH, K3PO4 e H3BO3 todos de concentragéo igual a 0,04
mol L™! e seguidas do ajuste do pH com solucdo de NaOH (3,0 mol L™!). Na Tabela 2

estdo descritos todos os reagentes utilizados durante os experimentos.
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Tabela 2. Lista de reagentes utilizados e suas respectivas procedéncias.

Reagente Férmula quimica  Procedéncia
Acido acético C2H40; Merk S. A.
Acido bérico H3BO;3 Isofar
Acido fosforico HsPO4 Isofar
Acido Oxalico C2H:0, Dinamica
Acido citrico CsHsOy Dindmica
Cloreto de potassio KCI Merk S. A
Ferricianeto de potassio CeNsFeKs Merk S. A
Ferrocianeto de potassio CeNsFeK4 Merk S. A
Fosfato dissadico Na;HPO, Isofar
Fosfato monopotassico KH2PO4 Isofar
Glicose CeH1206 Dinamica
Hidroxido de sédio NaOH Isofar
Nimesulida C13H12N20sS Sigma-Aldrich
Ureia CH4N20 Synth

4.3. Fabricacdo dos eletrodos

4.3.1. Eletrodos de referéncia

Para a confeccdo do eletrodo de referéncia de Ag|AgCI|KClsaturado, um fio de prata
foi polido com lixa d’agua de granulometria 1200, para remoc¢do de impureza, em
seguida, foi lavado com &gua deionizada. Para deposic¢do de AgClI na superficie do fio de
prata, aplicou-se um potencial de 1,8 V contra um eletrodo de platina em solu¢do de HCI
0,1mol L. Em seguida, o fio foi inserido dentro de uma pipeta de Pasteur contendo
solugéo de KCI saturada, tendo sua ponta selada com um material inerte (separador de

bateria) para o contato elétrico e a parte superior vedada com parafilme.

4.3.2. Eletrodos de LIG

Os LIGe foram confeccionados no Nucleo de Pesquisa em Eletroanalitica (NUPE)
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Uberlandia-MG e cedidos para
Laboratorio de Eletroguimica (LELQ) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).
O eletrodo de grafeno induzido por laser (LIGe), foi fabricado por uma impressora do
tipo WorkSpecial WS4040 cortado a laser; usando uma poténcia de 0,9 W, com uma
duragéo de pulso de 14 ps, utilizando uma velocidade de impressdo de 40 mm s™!. A
distancia entre o substrato e a a saida do laser foi de 10 mm, onde um conjunto com quatro

eletrodos foi fabricado em 280 s. Uma fita de cobre foi empregada para melhorar contatos
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elétricos e uma resina liquida isolante (esmalte de unha) foi usada para limitar a area de
trabalho (COSTA et al., 2022), conforme Figura 4.

Figura 4. Representacdo esquematica do processo de fabricacdo e preparacao do eletrodo.
(A) WorkSpecial WS4040 cortado a laser. (B) Preparagdo do eletrodo. Fonte: Autor,
2024.

4.4. Procedimentos analiticos

O LIGe foi caracterizado eletroquimicamente utilizando a sonda de Ks[Fe (CN)e]
/K4[Fe (CN)s] 10 mmol L™ em solugéo de KCI 0,1 mol L ~! por meio da VC na faixa de
potencial de — 0,3 a 0,7 V com velocidade de varredura de potencial igual a 50 mV s,
Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS do inglés: electrochemical
impedance spectroscopy) foram realizadas empregando a sonda redox de Ks[Fe (CN)s]
/Ks[Fe (CN)s] 10 mmol L' em solucdo de KCI 0,1 mol L. Para isso, o potencial
aplicado foi selecionado utilizando a VC a partir do potencial de meia-onda, E1 de
0,2435 V, na faixa de frequéncia de 100 kHz a 0,1 Hz, com amplitude de 10 mV.

No desenvolvimento dos procedimentos voltamétricos para a determinacdo dos
farmacos de NMS foram seguidas etapas semelhantes, como descritas a seguir:
Primeiramente, foi identificado o melhor eletrdlito suporte (composicdo e pH) para a
obtencdo do melhor sinal analitico para os farmacos estudados. Os parametros que
influenciam a VOQ, tais como frequéncia, amplitude e incremento, foram avaliados e
otimizados (15 Hz; 60 mV; 10 mV). As curvas analiticas foram construidas por meio da
adigéo sucessiva de diferentes volumes das solugdes estoque de NMS de forma a obter-
se diferentes concentra¢des do analito na célula eletroquimica. O limite de deteccéo (LD)
foi calculado como sendo trés vezes o desvio-padrdo do branco (n = 10), dividido pela
inclinacdo da curva analitica (sensibilidade analitica). A precisdo do procedimento

voltamétrico foi verificada a partir de estudos de repetibilidade intra-dia (n = 15).
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O procedimento voltamétrico desenvolvido foi empregado na analise de amostras

farmacéuticas comerciais e urina sintética.

4.5.  Obtencao e preparo de amostra de farmaco

Amostra farmacéutica contendo NMS foi adquirida em farmacia local. Cada
comprimido continha 100 mg de NMS. A solucdo da amostra foi preparada da seguinte
forma: dez comprimidos foram pesados em balanca analitica e, com o auxilio de
almofariz e pistilo, foram macerados. Em seguida, pesou-se a massa média de um unico
comprimido. Essa massa foi solubilizada em solugdo de NaOH (0,10 mol L?) e
transferida para um baldo volumétrico de 25 mL (PHARMACOPOEIA, 2010). Em
seguida foi aferido até o menisco com a mesma solucédo e levado a banho ultrassdnico
durante 20 minutos. Por fim, foram realizadas as diluigdes nas concentragdes desejadas
em eletrélito de suporte.

4.6. Preparacdo da amostra de urina sintética

Amostras de urina sintética foram preparadas adicionando 0,73 g de NaCl, 0,40 g
de KCl, 0,28 g de CaCl2.2H20, 0,56 g de Na2S04, 0,35 g de KH2PO4, 0,25 g de NH4Cl e
6,25 g de ureia em um baldo volumétrico de 250 mL e dissolvidos em agua (LAUBE;
MOHR; HESSE, 2001). Em seguida, foi preparada uma solugéo de concentracdo de NMS
e solubilizada em solucdo contendo 1 mL de urina sintética e 9 mL de tampéo fosfato
0,12 mol L (pH = 7,0).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudodo LIGe

A resposta eletroquimica do LIGe foi avaliada por meio da VC empregando uma
solugdo 10 mmol L' de Ks[Fe (CN)s] / Ka[Fe (CN)s] em 0,1 mol L' de KClI, a velocidade
de varredura de 50 mV s~!'. Como pode ser visto na Figura 5, observou-se um par redox
com picos bem definidos, caracteristicos da sonda eletroquimica utilizada e apresentou
um potencial de pico anddico (Eps) de 0,32 V, enquanto o potencial de pico catddico foi
de 0,13 V. A separagéo entre potenciais de pico (AEp) foi de aproximadamente 0,20 V
vs Ag|AgCI|IKCI (3,0 mol L™") e E1, para o [Fe(CN)s]** de 0,227 V, indicando assim

um comportamento reversivel.

2004 .. ﬂ
E—D,S

100

02 00 02 04 06 08
E/V vs Ag/AGCIIKCI (3 mol L)
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o
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02 00 02 04 06 08
E /V vs Ag/AgCI|KCI (3 mol L™)

Figura 5. VC do LIGe (o= 5mm) obtido na (==) auséncia e (==) presenca de 10 mmol L™!
de Ks[Fe (CN)s] / Ka[Fe (CN)s] em solugdo 0,1 mol L™! de KCI. Inserido: VC do LIGe
em solugdo 0,1 mol L™! de KCI. Condigdes experimentais: v =50 mV s '

Pela andlise da Figura 5, também foi possivel verificar a ocorréncia da
transferéncia eletrébnica no sistema, comparando a intensidade da corrente do pico
anodico e catédico que obteve uma razdo igual a 1, a qual representa uma taxa de
reversibilidade da reacdo eletroativa de 100 %. Desse modo, pode-se inferir que o LIGe
¢ um material que tem uma grande area superficial e poder de imobilizar espécies
eletroativas, sendo capaz de atuar como sensor eletroguimico.

Estes resultados confirmam o que estd reportado na literatura sobre o
comportamento eletroquimico do LIGe que também foi avaliado empregando uma
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solugéo de 1,0 mmol L' de Ks[Fe (CN)s] e apresentou um potencial de pico anddico (Epa)
de 0,243 V, enquanto o potencial de pico catddico foi de 0,149 V com uma separacao
entre potenciais de 94 mV e Ei para o [Fe(CN)s]** de 0,196 V, demonstrando um
desempenho eletroquimico semelhante obtido utilizando eletrodos convencionais de
carbono vitreo. De mesmo modo, a resposta eletroquimica do eletrodo LIGe foi avaliada
empregando uma solugdo de 1,0 mmol L™ de Ks[Fe(CN)s], onde foi observado um Ei
para o par redox [Fe(CN)s]®’* de +0,21 V, um pico anddico em +0,31 V e 0 pico catddico
em +0,11 V (MATIAS; ROCHA,; et al., 2022).

5.1.1. Reprodutibilidade na fabricacéo dos eletrodos de LIG

Para demonstrar a confiabilidade dos eletrodos produzidos foi realizado um estudo
de reprodutibilidade, considerando o sinal analitico obtido a partir de 10 medidas
utilizando 7 eletrodos diferentes em solugéo 10 mmol L™ de Ks[Fe (CN)g] / Ka[Fe (CN)g]
em 0,1 mol L™" de KCI, conforme Figura 6. Estudo de reprodutibilidade dos LIGe obtido
na presenca de 10 mmol L™ de Ks[Fe (CN)s] / Ks[Fe (CN)s] em solucdo 0,1 mol L' de
KCl. Condigdes experimentais: v = 50 mV s™'.. No estudo, as medidas entre os eletrodos
apresentaram um desvio padréo relativo (RSD) de 4%, indicando uma boa estabilidade
do LIGe.

2501 300
200+
2004
100+
g 150 <
3 o
100 4 -
-100-
1 -200-
n=7
0 -3004— . . . .
02 00 02 04 06 08
Eletrodos /n E /V vs Ag|AgCI[KCI (3 mol LY

Figura 6. Estudo de reprodutibilidade dos LIGe obtido na presenca de 10 mmol L™! de
Ks[Fe (CN)s] / Ka[Fe (CN)s] em solugdo 0,1 mol L™! de KCI. CondigGes experimentais:
v=50mVs .

5.2. Caracterizacao EIE do LI1Ge

Medidas de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE) foram realizadas

com o LIGe a fim de estudar a resisténcia a transferéncia de carga na interface
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eletrodo/solucdo. Os experimentos foram executados na presenca do par redox [Fe
(CN)6]*”** 10 mmol L em KCI 0,1 mol L variando-se a frequéncia de 100 kHz a 0,1
Hz a partir do potencial de meia onda (0,2435 V). A Figura 7, apresenta o diagrama de
Nyquist empregando-se o LIGe em comparagdo com um estudo de impedancia realizado
com ECV que apresentou valores de Rct aproximados, demonstrando assim uma boa

transferéncia eletrénica para o L1Ge
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Figura 7. Diagrama de EIE do LIGe obtido na presencga de 10 mmol L™! de Ks[Fe (CN)g]
| Ka[Fe (CN)s] em solucdo 0,1 mol L™! de KCI. Condig¢des experimentais: v =50 mV s .

Valores de resisténcia a transferéncia de carga (Rct) representam numericamente
a dificuldade de transferéncia de elétrons entre a sonda eletroquimica utilizada neste
estudo e o eletrodo. Ao se analisar o espectro de impedancia para o LIGe observa-se a
formacdo de um semicirculo bem definido, indicando uma boa transferéncia eletrdnica
sobre a superficie do eletrodo. Os dados obtidos mostraram uma boa transferéncia
eletrobnica com o Rct para o LIGe de (82 Q) comparada ao estudos realizados por
MATIAS; ROCHA,; et al., 2022 gue investigou o LIGE por EIE encontrando um Rt de
395 Q.

5.3.  Comportamento eletroquimico da NMS

O LIGe foi utilizado para determinar o comportamento eletroquimico da NMS em
solugdo tampéo fosfato 0,12 mol L~! pH 5,0, por meio da voltametria ciclica, em uma
faixa de potencial de -1,2 a 1,3 V vs Ag|AgCI|KCI (3 mol L™!) na auséncia e apds adicdo

38



100 pmol L' desse analito, sem a presenca de oxigénio, os resultados obtidos estdo

apresentados na Figura 8.

150 -

-15 10 05 O:O 0:5 1:0 1:5
E /V vs Ag|AgCI|KCI (3 mol L™)

Figura 8. VC do LIGe realizado em solucéo tamp&o fosfato 0,12 mol L™! pH 5,0 (==) na
auséncia e (=) presenca de NMS 100 pumol L™!. CondicGes experimentais: na auséncia
de Oz v=50mV s

Foi possivel verificar que a NMS apresenta dois centros redox. A por¢do de —NH
(amida) é oxidada em potenciais mais positivos, enquanto o grupo nitro—NO> pode sofrer
processos de reducdo em potenciais mais negativos. Como pode ser observado na Figura
8, 0 VC mostra na primeira varredura catddica comecando em -1,2 V/, um pico acentuado
com Epc de -0,5 V. Este pico corresponde a redugdo do grupo nitro presente na estrutura

da NMS de forma irreversivel para formar um derivado de hidroxilamina de acordo com

a Figura 9.
q-.‘w //D q\\ O
H,C” “NH
0 4H | 4e
o \@
NO, NHOH

Figura 9. Mecanismo de reacéo proposto para reducdo da NMS .
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Este comportamento foi semelhante ao estudo realizado por (MOSCOSO;
ALVAREZ-LUEJE; SQUELLA, 2020).Um mecanismo de processo de reducio da NMS
envolvendo quatro elétrons e quatro protons é relatado na literatura (GOULARTE et al.,
2022b; MIRANDA et al., 2017).

Posteriormente, seguindo a varredura em direcdo a potenciais mais positivos, o
grupo -NHOH ¢ oxidado ao grupo nitroso (—-NO) de forma quase-reversivel (este processo
inicia em torno de 0,20 V), liberando dois elétrons e dois prétons (Equacdo B). Na
segunda varredura catddica, o grupo -NO é reduzido gerando novamente o grupo -NHOH
de forma quase-reversivel (o processo inicia em torno de -0,30 V). O pico de oxidacdo da
NM (1,0 V) provavelmente esté relacionado com um processo de oxidacéo irreversivel

do grupo metilsulfonamida presente em sua estrutura conforme Figura 10.

SO,CH, o} SO,CH,
HN/ >ﬁ/
o) H o)
H,0
2H/ -2e
NO, NO,

Figura 10. Mecanismo de reacdo proposto para oxidacdo da NMS. Adaptado de
(DEROCO; ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018).

Os processos eletroquimicos da NMS que ocorrem sobre o eletrodo de LIGe sdo
semelhantes aos descritos na literatura quando mercurio, carbono vitreo e BDD foram
usados como eletrodos de trabalho em pH 7,5 (LIMA et al., 2013). Contudo, devido a
necessidade da remocdo do gas oxigénio na regido de potenciais mais negativos, onde
acontece a reducdo da NMS, para o desenvolvimento do método de determinacdo da NMS
utilizou-se um intervalo de potencial de 0,5 a 1,3 V vs Ag|AgCI|KCI (3,0 mol L™).

Na Figura 11, um pico anddico (l,a) em potencial de 1,0 V vs Ag|AgCI|KCI (3,0
mol L™!) foi obtido, enquanto nenhum potencial de pico de reducéo foi verificado,
indicando assim que dentro dessa faixa de potencial, o processo no eletrodo € irreversivel,
assim como em outros trabalhos reportados na literatura que investigam a oxidagédo da
NMS (DE OLIVEIRA et al., 2023; DEROCO; ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO,

2018). De acordo com os trabalhos descritos na literatura sobre a reacdo de oxidacéo da
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NMS, o sinal anddico é provavelmente devido a oxidagdo do grupo metilsulfonamida
presente em sua estrutura (BUKKITGAR et al., 2016; SANTOS DA SILVA et al., 2013).

30

20+

1/ A

06 08 10 12
E /V vs Ag|AgCI|KCI (3 mol L™)
Figura 11. Voltamogramas ciclicos do LIGe (g = 5mm) realizados em solucdo tampao

fosfato 0,12 mol L™! pH 5,0 (==) na auséncia e (==) presenca de NMS 30 umol L.
Condigdes experimentais: com v =50 mV s .

5.4. Influéncia do tempo de acumulacdo na oxidacédo da nimesulida

O tempo de acumulacdo especifica o tempo necessario para que o analito seja
absorvido pelos sitios eletroativos da superficie do eletrodo (PATIL et al., 2022).0 efeito
deste tempo no comportamento eletroquimico da NMS foi avaliado em um intervalo de
tempo de 0 a 30 s por meio da VC.

Na Figura 12, observa-se que com o aumento do tempo de acumulagédo acontece
0 aumento da adsorcdo da NMS na superficie do eletrodo, até um tempo de 20s
(PRABHU et al., 2021). Entretanto, o incremento de corrente obtido com o aumento de
tempo de acumulacdo ndo forneceu uma diferenca significativa, portanto, este tempo néo

foi utilizado para as analises posteriores experimentais.
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Figura 12. Estudo do tempo de acumulagéo (0-30 s) do LIGe (g = 5mm) realizado em
solugdo tampéao fosfato 0,12 mol L™! pH 5,0 na presenca de NMS 30 umol L™!. CondigGes
experimentais: com v =50 mV s,

5.5. Estudo do efeito da velocidade de varredura

O comportamento eletroquimico da NMS em LIGe foi avaliado por meio da
variacdo de velocidade de varredura entre 10 a 100 mV s™!' em tampao fosfato 0,12 mol
L', pH 5,0, a fim de verificar qual o tipo de processo predominante na superficie do
eletrodo. Na Figura 13A, o aumento na corrente de pico (lIp) foi observado com o aumento
da velocidade de varredura. Ao se avaliar o comportamento da I, em funcédo da v, dado
apresentado na Figura 13B, observa-se uma relacdo linear entre eles e a equacédo da reta
correspondente é dada por I, = 0,013 v (mV s™) + 0,920 e o coeficiente de correlagdo é
igual a 0,985.

Com os dados obtidos neste estudo, construiu-se um grafico a partir da
dependéncia entre a I, versus a raiz quadrada da velocidade de varredura (v/v) (Figura
13C), que apresentou a equagdo: lp (LA) =0,194 v¥2 (mVs™) + 0,247; r = 0,997, sendo
assim, foi possivel constatar a linearidade da reta obtida, sugerindo que o processo no
eletrodo € controlado por difusdo (SHETTI et al., 2019c; SHETTI; MALODE; et al.,
2020). Além disso, um grafico para o logaritmo da taxa de velocidade de varredura (log
v) versus log I, foi obtido com a equacgéo: log I (LA) = 0,426 Log v - 0,514; r = 0,998
(Figura 13D), que apresentou uma inclinagdo de 0,426, um valor aproximado ao valor
teorico de 0,5 para um processo controlado por difuséo (FILHO; et al., 2022).
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Portanto, é possivel confirmar que o processo de transferéncia de carga na

superficie do eletrodo é controlado totalmente por difusdo em que a espécie eletroativa se

difunde do seio da solugdo para a superficie do eletrodo (PACHECO et al., 2013).
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Figura 13. (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo de L1Ge na presenca de NMS 30 pmol
L~! em diferentes velocidades de varredura (v) (10 — 100 mV s™!). (B) Dependéncia da Ip
com av. (C) Dependéncia da Ip e com a raiz quadrada da v. (D) Dependéncia do log da v
com o log da I,. (E) Dependéncia do potencial de pico (Ep) com o logaritmo natural da v.
Condicdes experimentais: PB 0,12 mol L™%; pH 5,0.

Estes resultados estdo de acordo com (SHETTI; SHANBHAG; et al., 2020),

utilizando um eletrodo de carbono modificado com resina amberlite XAD-4 para

oxidagéo e determinacgdo da NMS por meio da VVoltametria de onda quadrada (VOQ) que

apresentou tambem um processo controlado por difusdo. Assim como (YUE et al., 2022)
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que desenvolveu um sensor voltamétrico para a determinagdo de NMS usando eletrodo
de carbono vitreo modificado com poli(L-cisteina) e composto de grafeno (GR/p(L-
Cys)/GCE) por meio da VC e da Voltametria de pulso diferencial (VPD) que demonstrou
um processo controlado por difusao.

A partir da andlise da Figura 13E, pode-se observar que o potencial de pico da
oxidagdo da NMS foi dependente da taxa de velocidade de varredura, pois os valores de
potenciais deslocaram para valores mais positivos com o aumento da velocidade, tal fato
pode caracterizar a irreversibilidade do processo de oxidacdo da NMS dentro da faixa de
potencial estudada (BUKKITGAR et al., 2016), assim como pode ser visto por meio da
relacdo linear entre o potencial de pico (Ep) e o logaritmo natural da velocidade expressa
pela seguinte equacdo: Ep = 0,016 Ln(v) - 0,975; r = 0,984.

A relacdo entre 0 Ep e 0 In (v) também foi usada para determinar o nimero de
elétrons envolvidos no processo de oxidacdo da NMS através da equacdo de Laviron

(Equacgéo 1) para o processo irreversivel no eletrodo (LAVIRON, 1979).

E =g (RT)I (RTkS)_I_(RT)l W) Equacio 1
p anf) " \anF anf) ques

Onde, Ep é o valor do potencial de pico, E° é o potencial padréo redox da espécie,
R é a constante universal dos gases ideais (8,314 J K™! mol™"); T é a temperatura (298 K);
F ¢é a constante de Faraday (96485 C mol™!); a é o coeficiente de transferéncia, n é o
namero de elétrons transferidos e v é a velocidade de varredura. Para o céalculo do valor
de a, a equacgdo (2) foi usada, onde Epi2 corresponde ao potencial de meia onda (DE
OLIVEIRA et al., 2023).

Com os dados obtidos por meio do estudo da velocidade de varredura, € possivel
calcular o nimero de elétrons envolvidos na reacdo global de oxidacdo da NMS, esse
namero pode ser obtido por meio da diferenca entre o potencial de pico (Ep) e o potencial
de meia onda (E1) para as diferentes velocidades de varredura, aplicando-se a equagéao
2 (BUKKITGAR et al., 2016; PRABHU et al., 2021).

47,7 Equagéo 2

Considerando-se o valor obtido para a = 0,95, a diferenca entre o E, — E12 foi de
50 mV e o numero de elétrons (n) calculado foi de 1,7 valor bem préximo de 2, o qual é

0 numero de elétrons apresentado no mecanismo de oxidagdo da NMS disposto na
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literatura (BUKKITGAR et al.,, 2016; DEROCO; ROCHA-FILHO; FATIBELLO-
FILHO, 2018; SHETTI; MALODE; et al., 2020; YUE et al., 2022). Considerando o0s
resultados obtidos e estudos prévios da literatura, 0 mecanismo de reacdo de oxidagdo
proposto para NMS envolve 2 elétrons e 2 prétons, formando o metilsulfonamida, assim

como representado na Figura 10.

5.6. Estudo dopH

Para o desenvolvimento do método analitico, a influéncia do pH do eletrdlito de
suporte na reacdo de oxidacdo da NMS10 pmol L™! em solugéo tamp&o BR 0,12 mol L
foi avaliada por meio da VOQ empregando o LIGe em diferentes valores de pH (2,0 —
8,0). Os voltamogramas obtidos foram registrados na Figura 14A. E importante ressaltar,
que a delimitacdo dessa faixa de pH baseou-se em estudos previamente reportados na
literatura a respeito dos processos de oxidacdo da NMS, nos quais observou-se que em
meios mais alcalinos, ha quedas de sinal analitico, resultando em menor sensibilidade e
resolucdo de picos (MOSCOSO; ALVAREZ-LUEJE; SQUELLA, 2020).
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Figura 14. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com o eletrodo de LIGe na
presenca de NMS 10 umol L™ em solugdo tampao BR 0,12 mol L™ em diferentes valores
de pH (2,00 — 8,0). (B) Dependéncia da Ip e Ep com o pH do meio. Condigdes
Experimentais: amplitude = 60 mV; frequéncia = 10 Hz; incremento de potencial =5 mV.

Analisando a Figura 14B, E, vs. pH, observa-se que a intensidade da I, foi elevada
para a solucdo tampdo de pH 2,0, entretanto o valor de E, elevado neste meio ndo é
favoravel para este estudo, em virtude de possiveis interferentes nessa faixa de potencial.
Desse modo, levando se em consideracdo a segunda maior intensidade de corrente, o pH
7,0 foi selecionado para estudos posteriores. Ademais, houve uma sutil quebra da

linearidade entre os pH 6,0 e 7,0, o0 que esta de acordo com o valor de pKa (6,5) da NMS
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(SANTOS DA SILVA et al., 2013). De forma simultanea, foi observado que os picos de
potenciais foram deslocados para potenciais menos positivos com o aumento nos valores
de pH (LIMA et al., 2013), esse comportamento sugere a participacdo de protons na
reacao geral do eletrodo. Além disso, esse deslocamento da-se a uma taxa de 0,062 V
pH™!, dado obtido por meio da Equacéo 3, que representa a regresséo linear da curva pH

VS Ep:
Ep(V) =—0,062 (+0,004) pH + 1,365 (+0,0247); R = 0,968 Equacéo 3

Essa informacao implica que o nimero de protons envolvidos no processo redox
é igual ao numero de elétrons, pois o valor da inclinacdo esta proximo do valor nerstiano
de 59 mV s para um niimero igual de transferéncia de prétons e elétrons durante a reagdo
(DEROCO; ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2018). Esses resultados corroboram
com 0 mecanismo apresentado na Figura 10.

Existe uma relacdo entre a solubilidade da NMS e o pH do meio, que estabelece
uma crescente ionizacdo da mesma a medida que o pH aumenta, uma vez que possuli
carater fracamente acido. Logo, a elevacdao do pH promove maior solubilizacdo da NMS
(CHANDRAN et al., 2000). A solubilidade da NMS ¢ alta em solventes organicos, jaem
agua possui uma baixa solubilidade, cerca de 0,01 mg mL™. Em meio acido a NMS ¢é
praticamente insolivel (KOVARIKOVA. et al.,2003).

A NMS quando em solucdo de hidréxido de sodio, desenvolve uma coloragdo
amarela (FACULDADE; FARMACEUTICAS; YAKABE, 1998). Esta afirmacao esta
consoante ao estudo de pH realizado, pois a solucdo apresentou uma coloragdo amarelada
com o aumento do pH em tampdo BR 0,12 mol L' em um intervalo de (5,0 — 10,0)
conforme Figura 15.

Figura 15. Composto de coloracdo amarelada formado pela reacdo da NMS com o
hidroxido de sédio. Fonte: Autor, 2024.
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A alteracdo da cor pode ser explicada devido as sulfonamidas monossubstituidas
que possuem um hidrogénio &cido ligado ao nitrogénio, ao serem tratadas com hidroxido
de sodio transformam-se num sal soltvel conforme a Figura 16. Logo, a NMS, possuindo
um hidrogénio acido, ligado ao nitrogénio em sua molécula, ao ser tratada com NaOH,
transforma-se num sal sollvel cujas estruturas em ressonancia absorvem no visivel
(FACULDADE; FARMACEUTICAS; YAKABE, 1998).

o)
0 [—
I\ +0 O R

o

Figura 16. Reacdo das sulfonamidas com NaOH. Fonte : Adaptado de (SILVEIRA, 2008).

5.7.  Estudo do eletrdlito de suporte

A natureza do eletrolito de suporte desempenha um papel essencial no
comportamento de substancias eletroquimicamente ativas (GOULARTE et al., 2022a).
Com base nisso, o estudo do eletrolito de suporte foi realizado utilizando-se duas solugdes
eletroliticas diferentes: tampdo BR e tampdo fosfato de mesma concentracdo 0,12 mol
L' e pH 7,0. Os testes foram realizados registrando-se os VOQ na auséncia e presenca
de 10 pmol L' de NMS, os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 17.

Os resultados mostram que em ambos os eletrolitos avaliados, ha a presenca do
pico anddico referente a oxidagdo da NMS, porém o maior valor de Ip, melhor resolugao
de pico foi obtido em solugéo tampdo fosfato 0,12 mol L™! (pH 7,0). Portanto, este foi

escolhido como eletrolito de suporte para realizacdo dos testes posteriores.
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Figura 17. VOQ do LIGe na presenca de NMS 10 umol L™! em solugdo tamp&o BR (=)

e fosfato (==); ambos de concentracio de 0,12 mol L™! (pH 7,0),v=50 mV s~'. Condi¢des
Experimentais: amplitude = 60 mV; frequéncia = 10 Hz, incremento de potencial =5 mV.

5.8. Otimizacéo dos parametros da VOQ para a determinacdo da NMS

A fim de melhorar as condi¢Ges experimentais, os parametros da VOQ foram
otimizados. A frequéncia (f), amplitude de pulso (a), e incremento de potencial (AEs)
foram avaliados com a solugdo de NMS 10 pumol L' em tampéo fosfato 0,12 mol L™!
(pH 7,0). Os valores selecionados foram avaliados levando-se em consideracdo a

estabilidade, repetibilidade, magnitude de corrente e melhor resolucao de pico.

5.8.1. Estudo da influéncia da amplitude (a)

A influéncia da amplitude de aplicacdo de pulso de potencial foi avaliada na
oxidacdo da NMS. Como é possivel constatar, a partir da analise da Figura 18, a I,
aumenta continuamente com os valores de amplitude de 20 a 40 mV, a partir deste valor
observa-se uma variagdo minima de Ip entre as amplitudes seguintes 60, 80 e 100 mV,
assim como um aumento do desvio padrdo entre as medidas, 0 que ndo torna vantajoso o
uso de amplitudes maiores. Desse modo a amplitude de 60 mV foi selecionada para

prosseguir com os demais estudos.
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Figura 18. (A) Voltamogramas de onda da variacdo da amplitude (20 a 100 mV). (B) Ip
e Ep em funcdo da amplitude (n = 3). CondicOes experimentais: Solugdo tampé&o fosfato
0,12 mol L™!, pH 7,0, NMS 10 umol L™!; f = 10 Hz; 4Es =5 mV.

5.8.2. Estudo do incremento de potencial (AEs)

Na VOQ a velocidade efetiva é o resultado do produto de frequéncia de pulsos de
potencial (f) pelo incremento de potencial (4Es). Logo, a sensibilidade do método pode
melhorar com o aumento do 4Es. Em contrapartida, com AEs maiores pode ocorrer
alargamento nos picos, comprometendo assim a resolucdo destes (DE SOUZA et al.,
2004). Na Figura 19, estéo representados os VOQ da NMS registrados com diferentes
valores de A4Es. De acordo com os dados obtidos, a corrente de pico aumenta
continuamente com o aumento do incremento de potencial. Observa-se uma melhor
definicdo de I, obtida em 10 mV, assim como um menor desvio entre as medidas, desse

modo, este parametro foi escolhido para os estudos posteriores.
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Figura 19. (A) Voltamogramas de onda da variagdo do 4Es (1 a 10 mV). (B) Ip e Ep em
funcdo do AEs (n = 3). Condi¢des experimentais: Solugdo tampao fosfato 0,12 mol L,
pH 7,0, NMS 10 pmol L™'; a=60 mV, f = 10 Hz.
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5.8.3. Estudo da influéncia de Frequéncia (f)

A frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial € um parametro importante na
VOQ, pois melhora a sensibilidade e possibilita observar o tipo de processo e 0 numero
de elétrons envolvidos na transferéncia eletrdnica (DE SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003).

Os VOQ obtidos para a NMS em funcdo da variacdo da frequéncia estdo
representados na Figura 20. Observa-se que, com 0 aumento no valor da frequéncia,
ocorre um aumento proporcional na intensidade de I, e um o deslocamento dos Ep para
regibes mais positivas. No entanto, observa-se também que as frequéncias 20 e 25 Hz,
apresentaram menor estabilidade e resolucédo de picos, assim como, maiores desvios entre
as medidas e maiores valores de Ep. Sendo assim, optou-se entdo por utilizar a frequéncia

de 15 Hz, para que néo tenha interferéncia em medidas posteriores.
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Figura 20. (A) Voltamogramas de onda quadrada da variacdo da f (5 a 25 Hz). (B) Ip e
Ep em funcdo da f (n = 3). CondicGes experimentais: Solucdo tampéo fosfato 0,12 mol
L', pH 7,0, NMS 10 pmol L™!; a =60 mV, AEs = 10 mV.

Na Tabela 3, estdo descritos os intervalos em que cada parametro foi estudado e

0s respectivos valores selecionados.

Tabela 3 - Parametros experimentais estudados para a técnica de VOQ e 0s respectivos
valores selecionados para a determinacdo de NMS.

Parametro Intervalo Selecionado
Frequéncia (Hz) 5a25 15
Amplitude (mV) 20a 100 60

Incremento de potencial (mV) 2al0 10
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5.8.4. Repetibilidade das medidas

A fim de avaliar a precisdao do método proposto na determinacdo da NMS um
estudo de repetibilidade foi realizado considerando o sinal analitico obtido a partir de 15
medidas consecutivas em solucdo padrdo de NMS 30 pumol L™! sob as condigdes
otimizadas.

Avaliando-se os resultados apresentados na Figura 21, é possivel observar que ndo
houve variagao significativa nos valores de Ip, devido ao baixo desvio padrdo relativo da
analise (< 2,0%). Isto sugere uma boa estabilidade para a resposta do eletrodo, e indica

também que néo foi observada diminuicdo significativa na atividade do eletrodo.
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Figura 21. Estudo de repetibilidade (n= 15) do LIGe na presenca de NMS 30 pmol L™
(Ip vs. Ciclos). Inserido: VOQ para o estudo de repetibilidade (n=15). Condicbes
experimentais: tampao fosfato 0,12 mol L™!; pH 7,0; a=60 mV; f = 15 Hz, 4Es = 10 mV.

5.9. Curva analitica

Apo0s a otimizacdo dos parametros da VOQ, a curva analitica foi construida
adicionando-se na célula eletroquimica, aliquotas sucessivas da solucdo estoque (1 mmol
L") de NMS em tampé&o fosfato 0,12 mol L™" (pH 7,0), utilizando o LIGe. Como pode
ser observado na Figura 22, a curva analitica foi linear no intervalo de 11 a 131 pmol L™
e obedeceu a seguinte equacdo de regresséo linear: Ip (nA) = 4,999 +0,181 Cnms (umol

L™, r? =0,999. Os valores de limite de detecgdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram
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. ~ 3,3 10 . . ~
calculados por meio das equagdes LD = Ts eLQ = TS, onde s é o desvio padrdo do

branco ou o erro padréo do coeficiente linear da reta e b a inclina¢éo da curva analitica
obtida da curva de calibracdo (BRASIL, 2017). Os valores obtidos para o LD e 0 LQ
foram de 1,29 e 4,29 pmol L}, respectivamente.
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Figura 22. (A) VOQ obtidos usando o eletrodo de LIGe para concentragfes de NMS
variando entre 11 a 131 pmol L' em tampé&o fosfato 0,12 mol L™! (pH 7,0). Pardmetros
da VOQ: f=15Hz,a=60 mV, 4Es = 10 mV. (B) Curva analitica (Ip vs. Cnwms).

Os LD e LQ obtidos pelo sistema analitico proposto evidenciam vantagens quando
comparado a outros reportados na literatura para determinacdo de NMS, conforme Tabela
4, principalmente quanto ao tempo e facilidade de fabricacdo, uma vez que neste sensor

eletroquimico nédo foi empregado um eletrodo modificado.

Tabela 4- Comparacdo dos parametros analiticos obtido por diferentes métodos relatados
na literatura para determinacdo da NMS.

Faixa linear LD

Eletrodo Técnica (umol L) (umol L) Amostras Referéncias
BNC/CPE ~ VOQ  0.01-055 0,011 Urina /Férmaco (PRAE:ZE’)“ al.
(SHETTI;
NS/CPE VOQ 0,01-0,35 0,000101 Urina /Farmaco MALODE; et al.,
2020)
Urina/Farmaco/Agua de  (DE OLIVEIRA
3Ds-NPGE  VOQ 10-50 0,018 torneira/Leite materno et al., 2023)
GGR/p(L- ) Agua de torneira/Agua  (YUE et al.,
Cys)/GCE VPD 1-55 0.3 de rio 2022)
(SHETTI;
XAD/CPE VOQ 1-50 0,0128 Urina/ Farmaco SHANBHAG,; et
al., 2020)
LIG VOQ 11-131 1,29 Urina/ Farmaco Este trabalho

BNC-CPE-Eletrodo de pasta de carbono modificado com argila de betonita; NS-CPE- Eletrodo de pasta de carbono
misturado com nanosilica; 3Ds- NPGE-Eletrodo 3D misturado com esmalte e grafite; GR/p(L-Cys) -GCE-Eletrodo de
carbono vitreo modificado com 4cido cisteina; XAD-CPE- Eletrodo de pasta de carbono modificado com resina de
amberlite XAD-4; Técnica: VOQ — Voltametria de onda quadrada; VPD — Voltametria de pulso diferencial.
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A partir da Tabela 4, foi possivel constatar que o procedimento analitico
empregando o LIGe e a técnica eletroquimica de VOQ proporcionou uma maior faixa de
trabalho em comparacdo com os demais trabalhos. Ademais, embora este obtido um
limite de deteccdo superior aos métodos comparados, a detectabilidade também se
encontra na mesma ordem de grandeza (mmol L) destes. As aplicagbes mais comuns
para determinagdo da NMS, incluem amostras farmacéuticas e bioldgicas.

Foi também possivel observar a presenca de sensores de baixo custo e descartaveis
que apresentam caracteristicas semelhantes a este, porém, necessitam de etapas
complexas de modificacao na superficie do eletrodo. Deste modo, com o LIGe séo obtidas
algumas vantagens, como simplicidade na preparacdo do sensor, resposta rapida, baixo
custo, seletividade, reprodutibilidade, sensibilidade, portabilidade.

5.10. Estudo dos interferentes

A seletividade do método proposto foi avaliada, investigando-se possiveis
interferentes presentes nas amostras de NMS. Foram consideradas como interferentes em
potencial os seguintes compostos: ureia, glicose, acido oxalico e &cido citrico, baseados
em estudos prévios realizados por (PRABHU et al., 2021; SHETTI et al., 2019b; WONG;
SANTOS; FATIBELLO-FILHO, 2017). Para avaliar o efeito destes compostos sobre a
resposta voltamétrica, medidas foram realizadas para uma solugéo de NMS 1 mmol L™
na auséncia e na presenca dos possiveis interferentes. As razfes entre as concentracdes
de analito/interferente estudadas foram de 1:10.

A partir dos voltamogramas da Figura 23, é possivel verificar que ndo houve
diferenca significativa na corrente entre os sinais da NMS com os interferentes analisados.
Em contrapartida, na Figura 23D, referente a andlise do acido oxalico, foi possivel
observar a presenca de um pico de oxidacdo com uma intensidade de 25 pA, em um
potencial de 1,2 V vs Ag|AgCI|KCI (3 mol L™), ou seja, maior que o potencial de
oxidagdo da NMS, que pode sugerir o motivo pelo qual ndo influenciou na resposta
voltamétrica da NMS.

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores de RSD obtidos pela comparagédo das

correntes de pico anddica obtidas na auséncia e na presenca de cada interferente estudado.
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Figura 23. VOQ obtidos usando o LIGe para determinacédo de interferentes na resposta
voltamétrica da NMS em tampao fosfato 0,12 mol L™! (pH 7,0).(A) Ureia (10 mmol L?);
(B) Acido Citrico (10 mmol L1); (C) Glicose (10 mmol L1); (D) Acido Oxalico (10 mmol
L1). Parametros da VOQ: f = 15 Hz, a= 60 mV, 4Es = 10 mV.

Como pode ser observado na Tabela 5, ndo ha interferéncia significativa sobre a
determinacdo voltamétrica de NMS, uma vez que os valores de RSD obtidos ficaram
abaixo de +3,0%. Dessa forma, a metodologia pode ser utilizada para a detec¢do da NMS

mesmo com a presenca destas espécies.

Tabela 5. Efeito de possiveis interferentes sobre a determinagdo voltamétrica de NMS a
um nivel de concentragédo de 1,0 mmol L'

Possivel interferente Raz&o analito: interferente Variagéo da Ip (%)
Ureia 1:10 2,24
Glicose 1:10 0,37
Acido oxalico 1:10 2,66
Acido citrico 1:10 2,27

5.11. Determinacéo de nimesulida em amostras farmacéutica e urina sintética

O LIGe foi aplicado em amostras de formulacdo farmacéutica e amostra de urina

sintética para monitorar a concentragéo de NMS.

54



Para analise da amostra farmacéutica realizou-se a determinacdo de NMS por
meio da curva de calibragdo externa utilizando a equacao Ip (uA) = 4,999 +0,181 Cnwms
(umol L), obtendo-se o resultado de 101 mg/comprimido de NMS. Com base nas
informacdes cedidas pelo fabricante a massa de NMS presente em um comprimido é de
100 mg. Este resultado corrobora com o valor apresentado na (PHARMACOPOEIA,
2010), que estabelece um valor minimo de 95%, e no méximo de 105% da quantidade
declarada de NMS em comprimidos. Dessa forma, estes resultados indicaram boa
exatiddo do método otimizado ao ser aplicado no monitoramento da NMS, utilizando
apenas uma etapa de preparacao rapida e simples que consiste na diluicdo da amostra no
eletrdlito suporte.

Foi realizada a determinacdo de NMS em amostras de urina sintética preparadas
em trés concentragBes diferentes de 44,43; 58,38 e 85,09 umol L e estas foram
analisadas em termos da porcentagem de recuperacdo. Os resultados obtidos estdo

descritos na Tabela 6.

Tabela 6 - Determinacdo de NMS em amostra de urina sintética.

AMOSTRA Adicionado (umol L)  Encontrado (umol L) Recuperagéo (%)
44,43 42,91 (£ 1,52) 97
Urina 58,38 63,76 (z 5,38) 109
85,09 94,84 (+ 9,75) 111
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel demonstrar que a poliimida comercial pode ser
convertida em filmes porosos de grafeno, em um processo Unico, escalavel usando um
laser de CO2 com emissdo na regido do infravermelho (IV), resultando na formacdo de
um material com alta condutividade elétrica.

Além disso, através das medicGes voltamétricas, observou-se um processo
irreversivel e controlado por difusdo, assim como um mecanismo de reacdo envolvendo
dois prétons e dois elétrons envolvidos na reagdo de oxidacdo da NMS.

Ademais, por meio das otimizacfes dos pardmetros das técnicas estudadas, foi
possivel garantir melhor desempenho para o método, o qual se obteve baixos limites de
deteccdo e quantificacdo e uma ampla faixa de trabalho.

Contudo, foi possivel concluir que um método eletroanalitico simples, réapido,
preciso, sensivel e de baixo custo para determinacdo de nimesulida empregando um
eletrodo de grafeno induzido por laser pode ser utilizado em um sensor eletroquimico
para determinacdo de farmacos e amostras bioldgicas sintéticas como uma ferramenta

promissora nas aplicacdes eletroquimicas.
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