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Abstract

Copper nitroprusside (CuNP) was generated on the graphite paste electrode using a new
methodology of the preparation. The electrochemical studies were carried out by cyclic
voltammetry technique. The cyclic voltammogram of the modified electrode, CuNP
showed two redox couples (E*);=0.22 and (E"),=0.88 V vs. SCE attributed to
Cu®/Cu™ and Fe(H)(CN)sNO/Fe(HI)(CN)sNO, respectively. The nature of the cation
affect the (E”), and (E”), as current intensity, shifting the E” for more positive
potentials, for two redox processes. The voltammograms obtained with different KCI
concentrations (0.1-3.0 mol L'l) exhibit a shift in the (EO’)l to more positive potentials;
this change was linear with the supporting electrolyte concentrations change. It was
verified that the (E”), remained practically constant at pH between 6 and 3. However, a
new process with (E”); (0.48 V) appears at pH<3 and it was ascribed to formation of
intermediary species.

The redox couple at (E°),=0.88 V presents an electrocatalytic response for N-
acethylcysteine. The modified graphite paste electrode gives a linear response between
5.0x10™ to 1.0x10? mol L™ of N-acethylcysteine with a detection limit of 4.5x10™
(#5%) mol L' (n=3) and an amperometric sensitivity of 4.9 mA/umol L"'. The
electrocatalytic oxidation of N-acethylcysteine compounds by the mediator has been
used for the determination of N-acethylcysteine in a commercially pharmaceutical
available product.

Keywords:  copper nitroprusside, modified electrode, electrocatalysis, N-
acethylcysteine, oxidation.
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Introduciao

O desenvolvimento de métodos para aplicagdes eletroanaliticas de eléctrodos
modificados, continua sendo uma area em grande desenvolvimento, quer na
determinacdo de analitos organicos quer de analitos inorganicos. Os
modificadores imobilizados na superficie eletrodica tem sido empregados
principalmente para duas finalidades: pré-concentracao ou eletrocatalise.

Na area de eletroanalise demonstra-se que eletrodos quimicamente modificados
possuem algumas vantagens sobre eléctrodos convencionais, contribuindo para
desenvolvimento de inimeras aplicagdes eletroanaliticas, nas quais se incluem os
sensores eletroquimicos [1-10].

As propriedades dos eléctrodos modificados dependem do processo de
preparagdo e das caracteristicas do filme formado na superficie do eléctrodo.
Uma das principais vantagens dos eléctrodos quimicamente modificados ¢ a sua
capacidade em catalisar a oxidacdo de algumas espécies que exibem elevado
potencial em eléctrodos convencionais, aumentando assim sua sensibilidade e
selectividade [11-13]. Possuem vantagens distintas sobre os eléctrodos de
mercurio, que sao toxicos e passiveis de deterioragdo [14], e sobre os eléctrodos
de platina e ouro os quais formam oxidos em suas superficies causando
complicagdes quando aplicados analiticamente [15].

A dificuldade encontrada na preparagao de filmes de nitroprussiato de metais de
transi¢do, tais como, Cu(Il), Ni(IT) e Co(II) é compativel com o pequeno niumero
de trabalhos existente na literatura. Muitos problemas surgem na sua utilizacao,
tais como, pequena estabilidade eletroquimica e principalmente falta de
reprodutibilidade na sua formagdo, sendo este ultimo aspecto motivo de grandes
controvérsias [16].

Recentemente descreveu-se a sintese e a caracterizagdo do nitroprussiato de ferro
(Fe(I)NP) [17] e sua aplicacio na determinagdo eletrocatalitica de &cido
ascorbico [18] e compostos sulfidricos em farmacos [19]. O eléctrodo
modificado contendo Fe(I[)NP, obtido por precipitacao directa, apresentou uma
elevada estabilidade quimica e eletroquimica. Entretanto, o mesmo procedimento
de preparagdo efectuado para o CuNP, ndo resultou em um eléctrodo com as
mesmas caracteristicas descritas para o Fe(II)NP.

Embora a estabilidade fosse inicialmente boa, ao contrario do comportamento
eletroquimico do Fe(I[)NP, com o decorrer do tempo verifica-se o aparecimento
de alguns picos e o desaparecimento de outros. Estas complicagdes geradas,
ocorrem provavelmente pelo fato do cobre ser um ion metalico bastante 1abil e
conseqiientemente susceptivel a reacdes paralelas. Este comportamento tem sido
considerado como um fator negativo na utilizacdo deste eléctrodo em
determinagdes analiticas.

Visando estabelecer uma nova alternativa metodologica, neste trabalho foi
investigado a preparagdo de um eléctrodo de pasta de grafite contendo
nitroprussiato de s6dio o qual reage com os ions de cobre em solugdo, formando-
se assim o complexo insolivel na superficie do eléctrodo. O interesse em
preparar o complexo in situ na superficie do eléctrodo consiste em melhorar a
performance eletroquimica, ndo adquirida quando o mesmo ¢ sintetizado,
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conforme supra citado. Adicionalmente foi explorado neste trabalho a aplicagao
directa das capacidades eletrocataliticas do nitroprussiato de cobre (CuNP) na
determinacdo da N-acetilcisteina em um farmaco.

A N-acetilcisteina ¢ um derivado do aminoacido cisteina e portanto tem um papel
importante no sistema vivo. E um farmaco mucolitico empregado no tratamento
de doencas respiratorias, e seu grupo sulfidrico (S-H) reage com os grupos
disulfeto presentes nas mucoproteinas para fragmenta-las em unidades menores,
diminuindo assim a viscosidade do muco [20].

Parte experimental

Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica (p.a Merck), sendo a
agua deionizada utilizando o sistema Milli-Q Gradiente da Millipore. As
solucdes de N-acetilcisteina foram preparadas imediatamente antes do uso.

Medidas eletroquimicas

Para as medidas de voltametria ciclica empregou-se um potenciostato
/galvanostato da Auto Lab (PGSTAT 30). O sistema eletroquimico empregado
foi constituido de trés eléctrodos: o eléctrodo auxiliar de platina, o eléctrodo de
referéncia de calomelano saturado (ECS) e o eléctrodo de trabalho de pasta de
grafite. O eléctrodo de trabalho consiste de um tubo de vidro de 15 cm de
comprimento com diametro interno de 0,30 cm e didmetro externo de 0,5 cm
sendo a cavidade interna conectada através de um fio de cobre para
estabelecimento do contato elétrico.

A técnica de voltametria ciclica foi empregada para o estudo do comportamento
eletroquimico. A corrente catalitica foi estabelecida pela diferenca entre a
corrente medida na preseng¢a de N-acetilcisteina e na sua auséncia. As solugdes
foram desaeradas com nitrogénio durante 10 minutos antes da realizagdo das
medidas. Os experimentos eletroquimicos foram efetuados a temperatura
ambiente.

Preparacdo do eletrodo de pasta de grafite modificado com CuNP

A pasta de grafite modificada com nitroprussiato de s6dio (NP) foi preparada
contendo 5% m/m (5 mg de NP com 95 mg de grafite em p6 (Aldrich)) e 50 uL
de 6leo mineral).

Determinacao voltamétrica de N-acetilcisteina

Na determinacdo de N- acetilcisteina, preparou-se uma solugdo padrao 0.1 mol L
! de N- acetilcisteina (solugdo estoque). O farmaco em forma de tabletes (5.5) foi
dissolvido em agua deionizada e a solugdo diluida quantitativamente a 50 mL.

As amostras foram determinadas empregando o método de adicdo padrdo. O
procedimento consistiu em adicionar a uma cela eletroquimica contendo 25 mL
de KC1 1.0 mol L™ ( pH 3), uma aliquota (2 mL) da amostra (Euroforma), em
seguida trés aliquotas (0.5; 1, 2 mL) de solugdo padrao de N-acetilcisteina (0.1
mol L™). Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 1. Formagao do CuNP na superficie do eletrodo de pasta de grafite em solucdo
de 1.0x10° mol L™ de CuCl, (pH 3): a) 1;b) 15;¢) 30; d) 75; e) 105 ciclos (5%
m/m; v=100mV s™).

Resultados e discussao

Comportamento eletroquimico do eléctrodo de pasta de grafite modificado com
CuNP

O processo de preparagao do eléctrodo de pasta de grafite modificado, consistiu
primeiramente em fixar a porcentagem do nitroprussiato de sodio (5%) e variar
as concentragdes de solu¢des de CuCl, em pH 3.0. A Fig. 1 ilustra o processo de
formacdo do CulNP na superficie do eléctrodo de pasta de grafite em solu¢do de
concentragdes 1.0 x10° mol L' de CuCl,. Nesta concentracdo de cobre o
voltamograma do primeiro ciclo exibiu dois pares redox (I) e (II). Estes pares
redox forma atribuidos as espécies eletroativas livres antes de ocorrer a
complexacao.

A partir do 15° ciclo observa-se a formagao de um terceiro par redox (pico III) e
o desaparecimento do pico (I). Os pares redox (II) e (III) foram atribuidos ao
complexo binuclear formado.

Concomitante a formacdo do complexo insoluvel CuNP, nas ciclagens
sucessivas, verificou-se um pequeno deslocamento do potencial do par redox do
pico (I) e do pico (II), tendo o primeiro se deslocado para regides anoddicas € o
segundo para regides catddicas.

As intensidades de corrente observadas para o eléctrodo de CuNP em presenca
das diferentes concentragdes de CuCl, sdo praticamente similares, demonstrando

460



D.R. do Carmo et al. / Portugaliae Electrochimica Acta 23 (2005) 457-470

que a maioria dos sitios disponiveis para complexacao foram alcancados mesmo
em solu¢des mais diluidas.

Apo6s a formacdo do filme de CuNP, o eléctrodo ¢ retirado da célula e lavado
com KCI1 1.0 M (pH 3). O CuNP em pasta de grafite, apresenta dois pares redox
distintos com potenciais médios (E°); e (E”), em 0.22 ¢ 0.88 V vs. Ag/AgCL. O
primeiro € atribuido ao processo de oxidacdo do par Cu(I)/Cu(Il) e o segundo ao
processo de oxidagdo Fe(II)(CN)sNO/Fe(III)(CN)sNO do complexo binuclear
formado. A Fig. 2 representa os voltamogramas do eléctrodo modificado
mostrando a alta estabilidade eletroquimica alcancada, uma vez que as correntes
anddicas e catddicas permanecem praticamente inalteradas ap6s 100 ciclos. Esta
caracteristica aliada a boa performance voltamétrica ¢ caracteristica
imprescindivel para o uso destes eléctrodos em eletroanalise.

200 —

150 —

100 —

1/pA
o
I

-100

-150 —

-200

— T — T — T — — T
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

E /V vs Ag/AgCI

Figura 2. Voltamogramas ciclicos do eléctrodo de pasta de grafite modificado com
CuNP obtido com nova metodologia em solugio de KCI 1.0 mol L™ apés (a = 100
ciclos, b= 1 ciclo); (v=100 mV s™).

Os voltamogramas ciclicos de pasta de grafite modificada com CuNP obtidos em
diferentes velocidades de varredura estdo ilustrados pela Fig. 3. Para ambos
processos encontrou-se uma dependéncia linear entre a corrente de pico com a
velocidade de varredura, o que caracteriza um processo adsortivo [21].

Efeito de cétions e dnions

Nos estudos realizados com diferentes cations observou-se que, conforme ilustra
a Fig. 4, ndo so6 a intensidade de corrente como também o potencial médio dos
pares redox dos dois processos (E”); e (E”), sdo influenciadas pela natureza dos
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cations, sendo que estes potenciais sdo deslocados para regides mais positivas na
A . + o+ T
sequéncia: K" >Li ~Na'.

250,0
200,0—-
150,0—-
100,0—-

50,0

-300,0 +———+—+—F++—r+—1+—+—1—v—1+—1——7—
04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14

E /V vs Ag/AgCil

Figura 3. Voltamograma ciclico da pasta de grafite modificada com CuNP em KCI 1.0
mol L~ em diferentes velocidades de varredura (a) 10; b) 30; c¢) 60); d)100; e) 130; f)
150; g) 170; h) 200 mV s™).

Os voltamogramas ciclicos do eléctrodo de pasta de grafite modificado com
CuNP registrados em presenca de diferentes anions, indicaram que os dois
processos redox ndo sdo fortemente influenciados pela natureza do anion (CI,
NOs’, SOy).

O potencial médio do segundo par redox ndo ¢ praticamente alterado, quando se
emprega LiCl e KCl como eletrdlitos suporte; entretanto o potencial médio do
primeiro par redox € afetado, conforme mostram os valores listados na Tabela 1.

Tabela 1. Relacdo do didmetro médio do ion hidratado com os potenciais médios de
CuNP.

Eletrolito | Diametro do ion hidratado (nm)* | (E"), (V) (E” )2 (V)

KCl 0.24 0.22 0.88
NaCl 0.36 0.12 0.94
LiCl 0.42 0.13 0.86

*Ref [22]. Eletrolito 0.5 moL"; T=25°C;v=30mV s
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Assim, nao s6 o tamanho da cavidade, mas também o raio do cation hidratado
presente em solucdo, sdo fatores que governam a seletividade deste processo
redox.
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Figura 4. Influéncia de diferentes cations na resposta eletroquimica do eléctrodo de
pasta de grafite modificada com CuNP: a) KCI; b) LiCl; ¢) NaCl ( 0.5 mol L' v=30
mV s™).

Compostos como azul da Prissia e analogos exibem estruturas que apresentam
canais que permitem a inser¢ao de pequenas moléculas ou ions . Assim como o
ion K" apresenta um raio hidratado menor, este ion poderia sair e entrar na
cavidade com maior facilidade que o fon Li’, isto porque o raio hidratado do ion
Li" é maior que a cavidade zeolitica, estimada em 0.32 nm [22], dificultando-se
assim a difusdo para dentro da cavidade zeolitica, ndo resultando em uma boa
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resposta eletroquimica. O tamanho das cavidades zeoliticas [23,24] ¢ dependente
dos diversos processos de sintese e natureza destes compostos.
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Figura 5. Potencial (E*), da pasta de grafite modificada com CuNP em fungio da
concentragao (mol L'l) de ions de K'; (v=30mV s'l).

Influéncia da concentragdo do eletrolito suporte

Estudou-se o comportamento voltamétrico do eléctrodo de pasta de grafite
modificado com CuNP em diferentes concentragdes de -eletrdlito suporte.
Observa-se que os voltamogramas obtidos em diferentes concentragdes do
mesmo eletrolito suporte mostram um ligeiro deslocamento do potencial anodico
dos dois pares (E”), e (E”), para regides mais anodicas na medida em que se
aumenta a concentracdo do eletrolito. A Fig. 5 mostra que, os valores de
E%deslocam-se linearmente para potenciais mais positivos quando se varia a
concentracdo de potassio de 0.1 a 3.0 M. Para o eletrodo de pasta de grafite
modificado com CuNP a inclinacdo desta reta ¢ de 50 mV por década de
concentracao de ions potassio indicando, um processo quase nernstiano .
Analogamente ao eléctrodo modificado com Fe(I[)NP a resposta quase
nernstiana verificada para concentracdo de potassio, indica a participagdo deste
ion no processo redox. A dependéncia do potencial (E*) com a concentragio do
eletrolito, pode ser explicada pelo equilibrio existente entre o cation e o CuNP, o
qual foi descrito em publica¢do anterior [17].
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Figura 6. Voltamograma ciclico de pasta de grafite modificada com CuNP em
diferentes valores de pH: a) 6.0; b) 5.0; ¢) 4.0; d) 3.0; ¢) 2.0; ) 1.0 (KC1 1,0 mol L; v
=30mVs").

Influéncia da concentragdo hidrogenionica

Com a variagdo da concentragdo hidrogenionica (pH 6.0 a 3.0), os dois processos
redox (E”); e (E”), permanecem quase que inalterados; no entanto, a partir de
valores de pH menores que 3.0 surge um novo processo com (EO’)3 =048V,
conforme ilustra a Fig. 6. Por analogia com azul da Prussia [25] a existéncia
deste novo pico é possivelmente devido a presenca de alta concentragio de H', a
qual governa a eletroatividade de uma ou mais formas de espécies intermediarias.
Este pico também foi detectado no eléctrodo de pasta de grafite modificado com
Fe(II)NP [17] em concentracdo hidrogenidnica alta (pH < 3).

Comportamento eletroquimico

O comportamento eletroquimico do eléctrodo de pasta de grafite modificado com
CuNP para a eletro-oxidacdo da N-acetilcisteina em 1.0 mol L™ KCl ¢ ilustrado
na Fig. 7. O eletrodo de pasta de carbono ndo apresenta qualquer par redox na
escala de potencial entre -0.3 e 1.2 V na auséncia e presen¢a de N-acetilcisteina
( curva a, b respectivamente). Apos a adicdo de N-acetilcisteina observou-se um
aumento na intensidade de corrente do pico anddico (curva d).

A intensidade da corrente do pico anddico aumenta proporcionalmente em
relagdo a concentracdo do analito. Este aumento da intensidade da corrente
anodica ocorre devido a oxidacdo eletrocatalitica da N-acetilcisteina pelo
mediador CuNP. O Fe(lll) produzido durante a varredura anoddica oxida
quimicamente a N-acetilcisteina, enquanto que este ¢ reduzido a Fe(Il), que por
sua vez € eletroquimicamente oxidado a Fe(IlI).
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Figure 7. Voltamograma ciclico de: a) pasta de grafite; b) pasta de grafite e 1.0 x 107
mol L™ N-acetilcisteina ; c) pasta de grafite modificada com CuNP ; d) pasta de grafite
modificada com CuNP e 1.0 x 10 mol L™ N-acetilcisteina (1.0 mol L™ KCI; v = 100
mVs™).

A equagdo da oxidacdo eletroquimica da L-cisteina, descrita na literatura [26],
pode ser representada da seguinte forma:
2L-cisteina(CySH) — cistina (CySSCy) + 2e + 2H" (1)

Logo, tendo em vista esta reacdo da L-cisteina, a oxida¢do da N-acetilcisteina na
superficie eletrddica do eléctrodo de pasta de grafite modificado com CuNP pode
ser descrita pelas seguintes reacgoes :

Cu'[Fe"CN)sNO] —— Cu"[Fe"CN);NO] ( 0.22 V) +e )
Cu'[Fe"CN);NO] — Cu"[Fe"'CN)sNO] (0.88 V) +e (3)
Cu'[Fe"'CN);NO] + 2 X —— Cu" [Fe"CN)sNO]+ Y + 2H" 4)

onde X = N-acetilcisteina e Y = ¢é N-acetilcistina

Desta forma N-acetilcisteina ¢ oxidada na superficie eletrodica, sendo que este
processo ocorre no potencial de 0.88 V. O processo de oxidagdo nao ocorre neste
potencial quando se emprega eléctrodo de carbono vitreo ou mesmo o eléctrodo
de pasta de grafite ndo modificado. O potencial do pico ndo ¢ afetado pela
concentracao da N-acetilcisteina ¢ a corrente catalitica é também linear com a
velocidade de varredura.

O comportamento eletroquimico da oxidagdo da N-acetilcisteina em eléctrodo
modificado com o CuNP difere do eléctrodo modificado com o filme do azul da
Prussia, o qual exibe um aumento de corrente nos dois potenciais de oxidagdo
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(0.79 ¢ 0.95 V) quando na presenca de N-acetilcisteina (1.0 mol L™ KCI, pH 3.5
vs. Ag/AgCl) [27]. No entanto apresentou comportamento similar ao eléctrodo de
pasta de carbono modificado com nitroprussiato de ferro (Fe(I[)NP), o qual
também mostrou somente acréscimo de corrente catalitica no pico de oxidagdo
correspondente ao potencial em 0.88 V (vs. SCE).

Por outro lado, o filme de azul da Prussia [27] é degradado pela reagdo de
hidrolise em solugdes com valores de pH muito acima de cinco, enquanto que no
filme de CuNP a hidrélise ocorre em valores de pH maiores que sete.
Semelhantemente ao Fe(II)NP, o eléctrodo com CuNP mostra que em valores de
pH menores que 2.5 a elevada concentragdo protdnica promove o aparecimento
de um pico adicional intermediario [17]. No entanto a corrente catalitica da N-
acetilcisteina neste eléctrodo (FeNP) decresce com o tempo depois do primeiro
ciclo, provavelmente devido a deple¢do [26] proxima a superficie eletrodica ou
entdo a resposta do eléctrodo € bloqueada pelo produto resultante da reacao [28],
0 que nao acontece com o eléctrodo modificado com CuNP.

A Fig. 8 ilustra a curva analitica da concentragdo de N-acetilcisteina em funcao
da corrente anddica. O eletrodo modificado apresenta uma regido linear no

intervalo de concentragdo de 5.0x10-4 a 1.0x10-2 mol L' tendo uma equagio
correspondente a Y(ULA) = 1.688 + 4918 [N-acetilcisteina] com um coeficiente de
correlagdo de 0.998. O método apresenta um limite de detecgdo de 4.5x10-4 M
com uma sensibilidade amperométrica de 4.9 mA/umol L™.

A repetibilidade apresentada mostrou um RSD de 5% (n=3) no intervalo de
concentracao estudado. Outra caracteristica do eléctrodo de pasta de carbono
modificado com CuNP, ¢ que o mesmo pode ser empregado seguidamente,
lavando-se o eléctrodo unicamente com agua deionizada, ndo sendo necessario
remover a superficie do eléctrodo.

60.0

50.0
40.0
g« 30.0—-
20.0

10.0

0.0 +4——7-—-"—"-F—-"-—-"-T—""—"-"T—""—7—
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0

N-acetilcisteina / mmol L™

Figura 8. Curva analitica para determinagdo de N-acetilcisteina empregando o
eléctr?do de pasta de grafite modificado com CuNP (KCI 1.0 mol L™, pH 3.5; v =100
mV s™).
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Aplicagao

O eléctrodo de pasta de carbono modificado com CuNP, foi aplicado para a
determinagdo do firmaco Eurofarma utilizando o método de adicdo padrdo. A
Fig. 9 ilustra os voltamogramas utilizando este eléctrodo, apds a adi¢do do
farmaco e de solugdes padrao de N-acetilcisteina.

Os valores obtidos pelo presente método para a determinacao de N-acetilcisteina
no farmaco (212 = 2 mg) (n=3) estdo em concordancia com a quantidade
declarada nas tabletes (219 mg).

Conclusao

O nitroprussiato de cobre foi gerado in situ, apds sucessivas ciclagens, na
superficie do eléctrodo de pasta de grafite contendo nitroprussiato de sddio. O
comportamento eletroquimico de CuNP em pasta de grafite apresentou dois pares
redox distintos com potenciais médios (E”); e (E”), nos valores de 0.22 ¢ 0.88
V vs. Ag/AgCl, respectivamente. Ambos pares redox apresentaram alteracoes
ndo s6 com respeito a natureza dos cations ( Li’, Na', K"), mas também em
relagdo as variagdes de concentracdo. A natureza dos anions ndo apresentou
influéncia sobre o comportamento eletroquimico do eléctrodo modificado com
CuNP. A dependéncia linear entre a corrente e a velocidade de varredura indica
um processo controlado por adsorcao.
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Figura 9. Voltamograma ciclico de: a) eléctrodo de pasta de grafite modificado com
CuNP; b) com adigdo de 2.0 mL de Eurofarma (amostra); ¢) com adi¢do de 0.5 mL de
padrio; d) com adi¢do de 1.0 mL de padrio (concentracdo da N-acetilcisteina 0.1 mol

L") (v=100 mV s™; KCI 1.0 mol L"' pH 3.5).

468



D.R. do Carmo et al. / Portugaliae Electrochimica Acta 23 (2005) 457-470

O processo redox (E°), = 0.88 V, mostrado pelo eléctrodo de pasta de grafite
modificado com nitroprussiato de cobre CuNP, apresentou atividade
eletrocatalitica na oxidagdo de N-acetilcisteina. O intervalo linear obtido para a
determinacio de N-acetilcistina foi de 1.0 x10™ a 2.6 x10 mol L™ apresentando
um limite de deteccdo de 4.5 x 10 ¢ uma sensibilidade amperométrica de 4.9
mA/umol L™ .

A aplicacdo do eléctrodo de pasta de grafite modificado com CuNP na
determinacdo de N-acetilcisteina em um farmaco (Eurofarma), apresentou
valores compativeis com aqueles indicados no rétulo.

Quando comparada com outros eléctrodos modificados, uma das principais
vantagens deste eléctrodo construido empregando a metodologia proposta, ¢ que
o mesmo ¢ estavel, reprodutivel e de facil confecgao.
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