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RESUMO

O antibidtico hidrogenofumarato de tiamulina pode ser
determinado quantitativamente através de eletrodos seletivos. Esses
eletrodos podem ser construidos com membranas de PVC, copolimero
etileno/acetato de vinila (KVA) com os pares ifénicos tetrafenilborato
de tiamulina e fosfotungstato de tiamulina. A maioria dos eletrodos
seletivos preparados apresentou resposta nernstiana na faixa de
concentracdo de 1,0 x 10 a 1,0 x 10 mol/L de hidrogencfumarato de
tiamulina e, em alguns casos, até 1,0 x 10° mol/L. Os limites de
detecgdc encontrados foram da ordem de 10°° a 10° mol/L. Esses
eletrodos foram utilizados na determinacdo do teor de tiamulina em
formulagdes de uso veterinario e na forma pura. Os resultados obtidos
foram comparados estatisticamente com agqueles obtidos pelos métodos
comumente utilizados, cromatografia liquida de alto desempenho para
as formulacdes e titulagdo em meio ndo-aquoso para tiamulina na forma
pura. Dependendo da composicéo da formulacgdo contendo
hidrogenofumarato de tiamulina, a determinagdo do teor deste
antibidtico pode ser feita por potenciometria direta sem tratamento
prévio da amostra. Mas, em alguns casos, isso ndo foi possivel, sendo
necessario processo de extracdo seguido de determinagcdo com o
eletrodo seletivo. Os métodos analiticos apresentaram boa correlacgéo.
Dependendo das condigdes de analise, a estimativa de desvio padrao
das determinagdes utilizando eletrodos seletivos ¢ menor do que
aquele obtido com cromatografia liquida de alto desempenho. As
vantagens da andlise utilizando eletrodos seletivos sio que, como
essas medigbdes sdo por potenciometria direta, o custo das analises
é menor quando comparado com cromatografia liquida de alto
desempenho, as respostas sao obtidas rapidamente, o equipamento
utilizado ndo é caro nem sofisticado e o pessoal envolvido nido requer
treinamento especializado. Com o uso de potencidmetros movidos a
bateria, ¢ possivel realizar analic- - utilizando eletrodos seletivos
a tiamulina no campo, abrindo ampl~ gama de aplica¢des para esses
eletrodos, possibilitandeo, entre outros, a realizacdo de estudos de
estabilidade de formulagées e acompanhamento do tratamento dos

animais.



ABSTRACT

The antibiotic tiamulin hydrogen fumarate can be assayed
by using ion-selective electrodes. These electrodes can be made with
membranes of PVC or ethylene/vinyl acetate copolymer (EVA) with the
lonic pairs tiamulin tetraphenylborate and tiamulin phosphotungstate.
Most of the ion-selective electrodes prepared showed nernstian
response in the range from 1,0 x 107 to 1,0 x 10" mol/L of tiamulin
hydrogen fumarate and, in same cases, even down to 1,0 x 10° mol/L.
The detecticon limits were found at the range of 10 mol/L to 107
mol/L. These ion-selective electrodes were used in the assay of
tiamulin in veterinary preparations and in the bulk. The results were
statistically compared to those from the methods usually employed to
the assay of tiamulin, high-performance liquid chromatography in the
case of veterinary preparations and non~aqueous titration for bulk
tiamulin. Depending on thé components of the veterinary formulation,
the assay of tiamulin hydrogen fumarate can be made by direct
potentiometry without previous treatment of the samples. But in some
cases an extraction step was necessary before the determination with
ion-selective electrodes. The analytical methods showed good
correlation. According to the analytical procedure, the standard
deviation in the ion-selective electrode methods is lower than that
obtained with high-performance liquid chromatography. With the use
of the ion-selective electrode methods it is possible to conduct the
analysis by direct potentiometry with lower cost than with high-
performance liquid chromatography. The responses are fast obtained,
the equipment involved is neither expensive nor sophisticated and the
analysts do not need an specialized training. Using portable
potentiometers it is possible to conduct the analysis by ion-
selective electrodes in the field. This fact yields a lot of
possibilities to the application of these electrodes. It will be
possible to study the stability of the veterinary formulations and

to survey the animals therapy.



1 - INTRODUGAO

Controle de qualidade de medicamentos é um ramo da guimica
analitica que tem grande Iimpacto em saude publica, assim o
desenvolvimento de métodos confiaveis, rapidos e precisos para a

determinagdo das substéncias ativas neles contidas se faz necessario.

Exigéncias mais rigidas e o desenvolvimento de métodos
analiticos adequados para a determinacdo de varios farmacos em
amostras complexas, comoe sdo os medicamentos e fluidos bioldgicos,
tém levado muitos pesquisadores a descreverem e a aplicarem novas
técnicas potenciométricas envolvendo eletrodos seletivos para
farmacos, que podem substituir com vantagens os métodos mais

sofisticados e trabalhosos.

Em geral, os principais compéndios farmacéuticos, como as
Farmacopéias Britdnica e Americana, prescrevem métodos para
determinagdo do teor de farmacos que requerem etapas de pré-
tratamento. Esses métodos, além de serem trabalhosos, sofrem, em
muitos casos, interferéncias importantes devido a presenca de outros
compostos de estrutura semelhante. Muitos dos métodos analiticos mais
sofisticados, «como cromatografia gasosa, cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa, cromatografia liquida de alto
desempenho, radioimunoensaio e outros, envolvem etapas de manipulacéo

demoradas, equipamentos caros e treinamento especializado (31).

Eletrodos seletivos para ions s3o instrumentos importantes
e confiaveis para analises biomédicas, farmacéuticas e quimicas. Eles
apresentam custo reduzido, s&do faceis de usar, sua manutencgidc é
simples e podem oferecer resultados em curto espaco de tempo. Eles
apresentam varias vantagens em aplica¢des como a determinacio de
tarmacos idnicos in vitro, in vivo e na monitoracdo de ions idénicos
gerados In situ. Esses eletrodos constituem meio simples, rapido e
barato para medir a atividade de espécies iénicas em ampla faixa de
concentragdo, de 3 a 6 ordens de magnitude, sem complexa preparacdao
da amostra. Os eletrodos seletivos proporcionam meio de determinacao
direta da atividade iénica de farmacos mesmo em solugdes turvas ou

coloridas (6).
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Tiamulina é um antibidético semi-sintético utilizado no
tratamento de infecg¢gles em animais. Entre os poucos métodos
analiticos ja& descritos para sua quantificacgido, estdo técnicas
sofisticadas, trabalhosas e gque exigem equipamentos caros como
cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alto desempenho e

fluorimetria.

O objetivo deste trabalho fol o estabelecimento e
avaliagao de método analitico para a quantificacido de tiamulina
utilizando eletrodos seletivos. Foi estudada a possibilidade de
construgdo desses eletrodos utilizando os formadores de filmes
policloreto de vinila (PVC), copolimero etileno/acetato de vinila
(EVA), acetato de celulose e Nafion. Como polimeros geralmente
necessitam da presenga de plastificantes para a formagdo das
membranas, diversos plastificantes foram empfegados a fim de se
verificar a influéncia da.natureza desses compostos na resposta dos
eletrodes. A resposta do eletrodo também depende da presenca e das
caracteristicas do iondéforo incorporado a membrana, para se observar
a influéncia destes pares idnicos, tetrafenilborato de tiamulina e
fosfotungstato de tiamulina foram sintetizados e incorporados as
membranas. De todos os eletrodos construidos, alguns foram escolhidos
para a determinagdo quantitativa direta de hidrogenofumarato de

tiamulina em preparagdes veterinadrias comerciais.
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2 ~ REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 - TIAMULINA

Em 1951, foi isclada de duas espécies de basidiomicetos,
Pleurotus mutilus (Fr.} Sacc. e Pleurotus passeckerianus Pilat, uma
substancia que mostrou atividade antibacteriana, pleuromutilina
(Figura 1). Em 1963, essc mesmo antibidtico foi obtido a partir de
cepas de Clitopilus passeckerianus. Sua atividade era modesta ¢ seu
espectro de acldo confinado aos organismos gram-positives (23, 36,68~
€9) .

Figura 1 - Estrutura da pleuromutilina.

Pleurcmutilina mostrou-se eficaz principalmente contra o
crescimento de micoplasmas, uma propriedade interessante, uma vez que
esses microrganismos tém sido diagnosticados como causadores de
varias doengas infecciosas encontradas tanto no homem como em
animais. Por esta razdo foram preparados derivados de pleuromutilina
com o objetivo de aumentar a eficécia do cemposto de origem e
conseguir uma substancia gque pudesse ser utilizada como agente

quimioterapéutico no tratamento de doengas causadas por micoplasmas.
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Em 1976 conscguiu-se com sucesso a sSintese de derivado
semisintético de pleuromutilina, o qual apresentou atividade
antimicrobiana maior gque o composto de partida e que podia ser
utilizado no tratamento de infecgdes em animais. Esse derivado
cristalizava facilmente como hidrogenofumarato e foi denominado
tiamulina, guimicamente é [[{2-dietilamino)etil]tioc]-6-
eteni1decahidro-5—hidroxi*4,6,9,lO-tetrametil—lhoxo—Ba,9—propano—
Ja,H-acido acético (Figura 2) (23,36). Tiamulina ultrapassa
pleuromutilina na sua atividade contra microrganismos gram-positivos
e micoplasmas por, no minimo, um fatoer de 10 e, em alguns casos, por
um fator de 50 (3¢).

Figura 2 - Estrutura do hidrogenofumarato de tiamulina.

2.1.1 - CARACTERISTICAS Fisico-QuiMIcas

Tiamulina & empregada na forma de base livre em formulacoes
olecsas quando administrada por via parenteral e na forma de
hidrogenofumarato para uso por via oral. Trata-se de pé cristalino

branco a branco-amarelado com odor caracteristico (2,10,23,68-69).

Seu peso molecular & 609,82, Dependendo da mistura de
solventes utilizada na sua cristalizacao, seu ponto de fusédo pode
variar de 146 * 3°C a 149 + 3°C (68-59).
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E soldvel em agua (a cerca de 6%), metanol, etanol, acetona
e clorofdrmio; insoluavel em hexano e éler (9,23).
Esse antibdtico & estavel a 25°C por 24 meses e a 50°C por

12 meses (23).

2.1.2 - FARMACOLOGIA

Tiamulina atua como inibidor da sintese proteica. Como este
antibidétice tem afinidade muito forte pela sub-unidade 508 do
ribossomo baclteriano, hé4 quebra da cadeia peptidica imediatamente
apés © 1inicio da sintese proleica, levando a bacteriostase. Fm
concentrag¢des muite altas, cem  vezZzes a concentragdc minima
inibitdéria, tiamulina pode ser letal para microrganismos sensiveis.
Nas concentragdes normalmente empregadas em terapéutica, tiamulina

age como bacteriostaticoe (20,23,36,67-69).

Sua atividade in vitro depende do pH do meio, sendo 6tima

a valores de pH iguais a 8,5 - 9,0 e reduzida em meio acido (23},

0O aspecto mais interessante da tiamulina é a sua eficacia
contra varias espécies de micoplasmas. Ela é superior a atividade de
tilosina, espiramicina, tetraciclinas e outros antibiéticos comumente
empregados no tratamento de infecgdes causadas por esses

microrganismos (10,18,20,36,41,63,67-70),

Tiamulina é um dos agentes antimicrobianos mais ativo
contra Treponcema hyodysenteriae. A concentragdc minima inibitéria
para 90% de todas as cepas testadas foi menor que 0,10 pg/ml.
Tilosina, lincomicina, eritromicina, espiramicina e espectinomicina
ndo tém atividade in vitro contra esse microrganismo (10,18-
20,23,36,41,63,67-69),

A atividade antibacteriana da tiamulina contra a maioria

dos corganismos gram-positivos & muito grande (18,36,41,63,67-69).
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Tiamulina também ¢ altamente ativa contra anaerébios
importantes como, por exemplo, Clostridium perfringens e Haemophilus

sp. (20,36,63,67-69) .

Tiamulina ¢é largamente administrada para parcos 0o
tratamento de pneumonia causada per micoplasma, desinteria, contra
leptospirose, erisipela e infecgdes por estreptococus e, numa
extensdo menor, contra pneumonias bacterianas, incluindo aquelas
Causadas por Haemophilus pleuropneumoniae e P. multocida (10,18-

20,41,63),

Leptospirose em porcos € causada principalmente por L.
pomona, L. hyos, L. canicola e L. icterohaemorrhagiae (68-69).
Estudos preliminares mostraram que tiamulina a 200 ppm, em ragdes por
10 dias, produz diminuicdo de leptospiria e regressio marcante do

processo inflamatério renal causade por L. pomona (63,68-69).

Tiamulina moslrou-se mais eficaz que tetraciclina,
eritromicina, lincomicina-espectinomicina e tilosina no tratamento
€ prevengao dc infecgdes causadas por M. gallisepticum e M. synoviae

em aveas.

Existem poucos relatérios socbre o uso de tiamulina no gado,
possivelmente por causa da sua natureza irritante quando administrada
por via parenteral, da sua neurctoxicidade apés injecido intravenosa
e de ser intragavel para bezerros. Tiamuiina tem apresentado bons
resultados na prevencdo de poliartrite fibrosa e sinovites em
bezerros através da sua administrag&o no leite durante o periocdo de

engorda.

Em carneiros, tiamulina apresenta efeito no tratamento de
queratoconjuntivite infecciosa causada por Ricketsia sp. Dose dnica
subcutinea de solucdo aquosa de tiamulina elimina ureaplasma do trato

genital de carneiros, enquanto que a sua administragido por via oral
¢ ineficaz neste caso (63).
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A concentragdo minima inibitdria da tiamulina & muito baiza
para M. mycoides e rapidamente reverte os sinais de pleuropneumonia

caprina contagiosa (70).

2.1.3 - METODOLOGIA ANALfTICA

2.1.3.1 - EXTRAGAO

CORTANI (2€) dcsenvolveu métcdo onde substiancias
lipofilicas, como é o0 caso da tiamulina base, podem scr separadas de
amostras gordurosas através da extragdo em fase s6lida, utilizando
cartuchos de adsorvente ativado, por exemplo SEP-PAK, seguida de
eluigdo do scluto com metancl. A vantagem desse processo & que os

cartuchos podem ser lavados e reutilizados.

MARKUS & SHERMA (49,51) extrairam hidrogenofumarato de
tiamulina presente em suplementos alimentares e em ragdes através de
tratamento com carbonato de sédio, ocorrendo sua transformacdo em
base livre., Tiamulina base & separada pela extragdo com mistura de
solventes orgdnicos seguida de extracdo com solugao aquosa de acidoe
tartdrico, sendo convertida de base livre para o tartarato. Esses
mesmos autores mostraram que, dependendo da natureza da amostra,
extragcdes com Agua sdo suficientes para a remogdo de tiamulina,
procedimento este gue pode ser adotado com apresentagdes veterindrias
na forma de granulos de cloretc de polivinila contendo tiamulina
(50).

2.1.3.2 - DETERMINACAQO MICROBIOLOGICA

Doseamento micrebioldgico com Staphylococcus aureus
pode ser usade na quantificacio de tiamulina em ragdes animais. Esse
método, bastante sensivel, baseado na determinagdc dos valores de pH
do meio de cultura, foi estabelecido por COSGROVE & JONES (27). A
grande diluigdo da amostra removeu qualquer efeito estimulante da
ragdo no crescimento dos microrganismos e preveniu qualquer mudanca

dos valores de pll que ndo fosse ocasionada pelo desenvolvimento
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microbiano. Os resultados foram lineares e puderam ser favoravelmente
comparados com aqueles obtidos pelo método convencional de difusio

em agar (74).

JINBO e colaboradores (42) determinaram quantitativamente
tiamuiina residual Presente em figado e misculo de porco através da
extracdo com metancl e posterior bicensaio com Micrococcus Juteus.
Este métodao apresentou sensibilidade de 0,05 pg de tiamulinan de

amostra.,
2.1.3.3 - DETERMINACAO CROMATOGRAFICA

Procedimento para a determinacao quantitativa de
hidregenofumarato de tiamulina em racdes animais através da técnica
de cromatografia liquida de alto desempenho foi descrito por HOWARD
& COWEN (38). Hidrogenofumarato de tiamulina nas concentragdes de 10

etila, a 25% v/v em hexano, na presenca de solucdo de carbonato de
s6dio. Tiamulina base foi entdo extraida com solugdo aquosa de &cido
tartarico, sendo injetada em coluna empacotada com Hypersil-oDsS 5 um,
Devido & baixa absor¢édo de luz ultravioleta pela tiamulina a 250 nm,
grandes volumes de injeg¢do foram hecessarios para sua adequada
quantificacdo.

Técnica semelhante foi wutilizada por MARKUS & SHERMA
(49,51) na determinacio cromatografica de tiamulina em Suplementos
alimentares e ragbes completas para porcos, com a introducdo do uso
de pré coluna de Adsorbesil = ica,

Tiamulina presente em t rmulagdes granulares associada com
cloreto de polivinila pode ser det “minada POY cCromatografia liquida
de alto desempenho com prévia ext: 7 com Agua {50) . Neste caso foi

empregada coluna empacotads com i estacionaria octadecil] (Cia) ©

quantificagdo de residuos de tiamulina em tecido animal. MARKUS &
SHERMA (52) utilizaram esse reCcurso para a determinacao de residuos

desse farmaco em figado de porcos. 0s metabdlitos de tiamulina foram
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submetidos a hidrélise alcalina com posterior derivatizacdo do
produto hidrolitico principal, 8-oa-hidroximutilina, c¢om anidride
penta- fluoropropidnico. Esse derivado foi purificado e concentrado
- por cromatografia em coluna contendo Florisil como fase estacionaria.
0 concentrado foi injetado em cromatégrafo gasosc equipado com coluna
empacotada com SP-2250 a 3% ou SP-2100 a 3% e detector de captura de
elétrons. A primeira coluna apresentou melhor desempenho devido a
melhor resolugdo dos picos; o uso de uma terceira coluna, OV-210 a
9%, nas mesmas condigdes especificadas no método, proporciona meio

adicional na eliminagdc de interferéncias.
2.1.3.4 - DETERMINACAO FLUORIMETRICA

Aminas terciarias, como & o hidrogenofumarato de
tiamulina, foram determinadas por GUBTTZ & AMANN (34) atraveés da
formagdo de par idnico com &cido 2-acridonassulfénico e quantificacao
por fluorimetria. O desvio padrdo foi de 2 a 3% e o limite de
detecgdo de cerca de 1 x 107" mol/L. Aminas primdrias, secundarias e

compecstos de amdnia quaternédrio interferem neste método.

2.1.3.5 -~ DETERMINAGAO VOLUMETRICA

Comeo tiamulina é uma base fraca, ela pode ser
determinada por titulagdc em meio ndo aquoso. O desvio padrao deste
método foi de 0,2% e apresentou linearidade na faixa de 1,9 x 107! a
1,4 mol/L de tiamulina (9).

2.2 - ELETRODOS SELETIVOS A fons

2.2.1 - CELULA CLASSICA

Eletrodes seletivos a ions podem ser definidos como
sensores eletroquimicos que monitoram atividade idnica em solugdo
(56) . Uma vez que o potencial de um tnice eletrodo nio pode ser
medido, em uma definicdo mais correta, o potencial do eletrodo

seletivo a ions deve ser substituido pela forga eletromotriz de uma
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célula galvédnica consistindo de um eletrodo seletivo a ion, a sclucdo
da amostra e o eletrodo de referéncia (3). O conjuntoc necessarioc para
realizar medidas com esses eletrodos & mostrado na Figura 3. Seu
principic de funcionamento é simples: dois eletrodos de referéncia
de potencial fixo s8o separados pela membrana ion-seletiva. A solucido
em um dos lados da membrana & de composigido conhecida e constante e
contéem os ions para os quais o eletrodo de referéncia interna e o
eletrodo ion-seletivo respondem. A solucio da amostra estid em contalo
com o outro lado da membrana. Esta célula de trabalho pode ser

esquematizada por:

1 2 3 4
eletrodo de soclugac membrana solugao solucdo de
referéncia da lon interna referéncia
externa amostra scletiva interna

A B C D E
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ALTA TMPFIANCTA

ELETHIO E
* SLUGAD B
FEFERENTIA
TNTERNA
SRS DA AMSTRA {
HEI!R{IOE ,
SO €
FEFERENCTLA MEMBRANA SELETTVA
EXTERNG
Figura 3 - Esquema do conjunto nccessario para determinacdes

potenciométricas utilirzando eletrodo seletivo a ions.

A fim de que se possa obter sinais estdveis, cada eletrodo
ou membrana deve estar em contato com uma solugdo que contenha o ion
para o qual o eletrodo/membrana responde de maneira reversivel. Uma
célula adequada para medidas potenciométricas diretas devera manter
todos esses potencials constantes, exceto o potencial de membrana
(Ady), o qual é a diferenca de potencial elétrico entre a solugédo
interna e a solugdo da amostra (¢, - ¢ ou o, ~ $s) . A variac8o neste
potencial de membrana sera a indicacdo da atividade do ion em anilise

na solu¢do da amostra.

Considerando o exemplo de uma membrana de pH de vidro,
imersa em solugdo diluida de atividade a de C1- fixa, com eletrodo de
referéncia interna e externa Ag/AgCl. Uma solucdo interna adequada
seria HCl 0,1 M, porque o fio de Ag/AgCl & recoberlo pelos ions
cloreto e a membrana de vidro pelo H'Y. Por convengdo, o potencial E

da célula é calculado como:
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(1) Ecel = (q)H - (DA) + ((Dc - (DP,) + (¢’D - qJ(:) + ((DF - (DD)

Na pratica, o eletrodo de referéncia interna, a solucao
interna e a membrana fon-seletiva estdo restritos em uma unidade

fisica chamada eletrodo indicador. Neste caso, a equacgdo 1 se torna:

(2} F., =F

el

:Ernf. [ 4 i

fndicader

onde FE..r ... = ¢ - ¢y. Os potenciais nas interfaces 1 e 4 sio
constantes nessa célula; a tnica variagdo de potencial ocorre através
da membrana ion—seletiya, e esse potencial ¢ dependente do pH da
solugcdo da amostra, se a membrana for sensivel a variagdes dos

valores de pH. A equacdo 2 pode ser entdo simplificada para:

(3) E<:r‘l - Kc:‘?[ t Ay

cnde B,y € a soma de todos os potenciais constantes das interfaces na
célula, ou seja, A, e APy, e APy = AD; + AP, ou ¢, - ¢,. Principios

termodinimicos governam a magnitude de Ag,.

Existem varias maneiras de derivar o valor de Adpy. A mais
rigorosa delas trata A¢, como a soma de potenciais de interface de
duas fases, Adp, + A¢,, mais o potencial de difusio adicional dentro
da membrana. O mesmo resultado, contud~, é obtido se a membrana é
considerada como uma juncdo seletiva muito fina entre as solugdes da
amostra e a interna. Assim, considerando ¢ ~ais simples de todas as

expressdes de potencial de jungdo (juncidoc t o 1):

(4) Ady + (E, - t) ————= In =————--
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onde t, ¢ t. s3c o0s ntmeros de transferéncia para as espécies
catibnicas e anidnicas, com atividade a, em contato com os dois lados
da jungdo. Se a membrana é seletiva a cation para o ion i, t, — 1 e
t. = 0. Isto &, se a corrente tiver de passar através da membrana,

toda a corrente serd carregada pelo cétion em analise,

onde R &€ a constante dos gases (8315 mV/Kmol), T & a temperatura em
Kelvin, z & a carga do ion, F & a constante de Faraday (98,485 C/mol)
e & €& a atividade do ion em analise em solugdo. Assim, a equacdo 3

se torna:

(6] Ecﬂ?l = Kcel + - == ln ______

Porque a; (D) é fixada pela composicdo da s0lugao interna do eletrodo,

a4 equacdo 6 pode ser rcescrita:

(7) F—"c;el = K"‘.E‘l + o 1n aj_(B)

onde a,(B) é& a atividade do ion em anidlise na solucdo da amostra.
Esta equacdo é conhecida como equagdc de Nernst. A 25°C, para o

elelrodo de pH usado como exemplo, istc resulta na equacgio 8

(8) E{:('!]_ = K'CQ]_ - O; 0591 .pH
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Naturalmente, © tratamento do potencial de membrana como
uma junc¢do simples ndo proporciona um quadro exato do processo que
resulta na separacdc de cargas e o ¢, medido. Isto € particularmente
verdadeiro para membranas de vidro sensiveis a variacdes nos valores
de pH onde os ions analisados ndo difundem para a fase membrana, e
um mecanismo mais complexo coriginado do processo de geracgdo de cinco
potenciais separados & envolvido. Contudo, a derivacgio mais simples
de potencial de jungéo & valido para todos os tipos de eletrodos ion-

seletivos.

Enguanto a equacgdo 4 prediz que o potencial de membrana
deve ser zero quando a atividade do ion em analise é igual nos dois
lados da membrana, na pratica isso raramente acontece. A constante
de equilibrio para a reagdo dos ions com a superficie da membrana &
frequentemente levemente diferente em cada lado da membrana, gerando
um potencial denominado potencial assimétrico. Esses potenciais podem
ser causades pela adsorgdo de componentes da amostra na superticie
mais externa da membrana do eletrodo ion-seletivo, p. ex. proteinas,
e pela nao homogencidade da composigdo da membrana. O potencial
assimetrico é frequentemente considerado constante em determinacdes
analiticas, contudo, essa suposicdc pode nem sempre ser valida,
principalmente quando se utiliza eletrodos ifon-seletivos em amostras
muito complexas, onde extragido e/ou adsorcao de varias espécies na

superficie mais externa da membrana podem ocorrer.

A equagdo 7 & a equagdo geral utilizada como base para as
curvas de calibracao de eletrodes. Essas curvas devem ser obtidas
experimentalmente porque o arjulo de inclinacdc tedrico de 59,2 mv
por década de concentracio é{ ©An pratica, raramente exatamente obtido
(62} . A resposta de um eletrc'’s & considerada nernstiana enquanto o

potencial do eletrodo for pr - rcional ao logaritmo da atividade do

ion em analise (ln a,), mesmo a contante de proporcionalidade niao
¢ exatamente RT/zF. Para z = = RT/zF & igual a 59 mV a 25°C, mas
valores baixos como 55 mv sac nmentemente considerados como sendo
nerstianos, embora isto seja rorreto (8)., A calibracido através de

deis pontos, geralmente utilizada para medidas de pH, & um meio

instrumental de correcdo para esse desvio da resposta tedrica.
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No exemplo de medida de pH, o eletrodo de referéncia
externa fol considerado um flo Ag/AgCl diretamente imerso na solugdo
da amostra. Na pratica isso ndo é muito adequado porque requer gue
a atividade do ion cloreto permanecga constante em todas as amostras
e padrdes. Por essa razdo, o cletrodo de referéncia contém sua
propria solucgdo. Essa sclugdo de referédncia externa esta em contate
elétrico com a solugdo da amostra, através de um dispositivo poroso
ou cutra jungdo dentro do cletrodo. Eletrodo de calomelano saturado
¢ frequentemente utilizado como eletrode de referéncia com essa
configuracao. Contudo, o uso desse eletrodo intreoduz um cutro fator
no cdlculo do potencial da célula (62). Na jungdo entre duas solugdes
de eletrélitos, ions de uma solugdo difundem para a cutra e vice-
versa. Difcrentes ions tém mobilidades diferentes e se difundem com
velocidades diferentes. Por exemplo, o ion hidrogénio & o ion com
maior mobilidade e se difundira mais rapidamenté que 05 outros ions.
Uma separacao de cargas-iré ocorrer e dependerid da diferenca de
mobilidade dos dnions e cdtions nas duas solugdes. Essa separacio de
cargas produz uma diferencga de potencilal através da jungao, chamado
de potencial de junc¢do liquido (E;} (8,62). Esse potencial de jungdo
extra, E,, deve ser incluido no potencial total da célula e a equagdo

7 se torna:

RT
(9) Ec‘el = K‘cel + - ln ai,amost:a + E
zF

A magnitude de E; depende da natureza e atividade de todos
08 ions nos dois lados, ou seja, nas solucgdes de referéncia externa
e da amostra. O valor de E; absoluto ndo & importante mas é
imperativo que ele seja mantido constante Jlurante as determinacgdes
analiticas a fim de que 0 E,, reflita a @ awstra COM precisdo., A
implicagdo pratica deste fato é que amostras e padrdes devem ter
matriz semelhantes ou, no minimo, forga idnica semelhantes, para
minimizar variagdes de E; quando um ecletrodo de referéncia com essa
configuragdo estiver sendo usado. Por essa razdo, a importancia de
se considerar a matriz da amostra em analises realizadas com

eletrodos ion-seletivos € muito grande. Na pratica, o potencial total
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da célula, E.;, ¢ medido com um- voltimetro de alla impedancia. A
impedancia necessédria pode ser estimada considerandc que membranas
ion-seletivas comuns exibem resisténcias da cordem de 1 a 250 MQ. A
celula pode ser vista como um circuite divisor de voltagem simples,

no qual

(10) En:.rn:i'L-{f.- = (E-:M) _________

onde R, & a resisténcia do aparelho usado para a medida. A fim de que
Freatae 5€Jja lgual ao E.y rcal, R, deve ser significativamente maior que
a resisténcia da membrana., E pratica comum se utilizar instrumenlos
com impedancias de entrada maiores ou iguais a 10 Q. A resisténcia
da membrana, contudo, aumenta dramaticamente com a diminuicic do
tamanho da membrana. Assim, para microeletrodos, equipamentos
especialmente desenhados, com impedincias de entrada maiores devem

ser usados.

2.2.2 - SELETIVIDADE

Nenhuma membrana ¢ tdo idealmente seletiva quanto
a do modelo usado. A equagdo de Nernst para eletrodos de membrana
pode ser modificada para considerar essa seletividade imperfeita.
Pela multiplicacdo da ativi! ‘e do ion interferente (ay) por um
coeficiente delerminado experi 'ntalmente, o efeito do interferente

no potencial do eletrodo pode r previsto:

(ll} Ec:(:l = Kr_‘.el + mm=——— In ", + kpc‘ti_‘i(a]'}zjx]

onde k**,, & o coeficiente de selstividade potencicmétrica do eletrodo
quando ele estiver sendo usade para medir a; na presenga do ion

interferente j de carga x. Fsta equacdo é conhecida como equacio de

Nicolsky. O coeficiente de seletividade deve ser determinado em
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condic¢es experimentais muito proximas daquelas que serdo usadas para
a determinacdo de i, porgue kp"tij pode variar com as condigdes da

analise, p. ex. forcga idnica, leor de proteinas, etc.

Esses principios de seletividade devem ser considerados por
duas razd@es. Primeiro, o bhaixo limite de detecgdo de 1 na presenga
de j serd determinado pelo kP do eletrodo.

Considerando a analise de uma amostra aquosa, com J na
concentragdo de 1 mmol/L, com um eletrodo que apresenta um kP*%, de
1077, O menor limite de detecgdo de i serd da ordem de (1073 x 1
mnol/L = 1 pmol/L. A niveis de a; préximos de 1 pmol/L, o potencial
do eletrodo scra severamente afetado por a; e o coeficiente de
inclinagdc sera significativamente menor que 59,2 mV por década de
a;. Quando a; & significativamente menor que k,P"tu.aj (uma ou duas
ordens de magnitude), mudan¢as em a; serdo impossiveis de detectar.
A partir desse exemplo fica clarc que os elctrodes com kP, menores

530 05 mais desejaveis.

O segundo aspecto das consideragbes de seletividade que se
deve ter em mente é o da matriz da amostra constante. O termo
seletividade na equagdo de Nicolsky pode também ser escrito como
Y.kP* 5. (a5)**, ou seja, todos os ions na amostra tém algum efeito
sobre o E.y, em maior ou menor grau. Enguantc o termo seletividade
permanece constante entre amostras e padrdes, o potencial do eletrodo
reflete a;. Quando a atividade de outros ions interferentes é
variavel, contudo haverd variag¢des no potencial do eletrodo nio

relacionadas a a,, causando resultados nioc precisos.

IIa uma raz&c adicional para a padronizagidoc das matrizes.
Até esse momento, foi utilizado a atividade do ion da amostra e nio
sua concentracdo, para explicar © comportamento do eletrodo. A
atividade estd relacionada a concentragido, [i], pelo coeficiente de

atividade vy,

(12) a, = v [i]
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O termo y; € dependente da forga iénica da solugdo. Assim,
se um cletredo ion-seletivo ¢é utilizado para determinar a
concentragdo de um ion i, a matriz, em termos de forga iénica, dos
padrbes de calibracdo deverd scr a mais proéoxima possivel da das

amostras.

2.2.3 - ELETRODOS DE VIDRO

O eletrodo ion-seletivo mais comumente utilizado é
0 eletrodo de vidro para pH , cujo comportamento basico foi descrito
por Cremer em 1906. A incomum alta seletividade, larga faixa dinamica
e confiabilidade desse eletrodo o tornam um paradigma para o projeto
e performance de outros eletrodos ion-seletivos com outros tipos de
membrana. A resposta a variag¢des dos valores de pH dessa membrana
ocorre devido 4 presenga de sitios de troca idnica SiQO fixos na
superficie hidratada do vidro, o©s gquais sdo altamente sensiveis a
atividade do ion hidrogénio. Esta membrana exibe extraordinario
coeficiente de seletividade sobre outros cations, o qual & devido ac

equilibrio favoravel da reacgdo envolvida:

SiQ” + H* 2 sicH

assim como a mobilidade relativa do H' versus outros cations na
camada mais externa hidratada do vidro. Os valores de kP, variam com
a composigdo exata do vidro. Por exemplo, o eletrodc seletivo para
séodio & uma mewbrana de vidro com teor de Al,0, aumentado. E
importante salientar que embora esse eletrodo apresente sensibilidade
aumentada para Na', ele & ainda um eletrodo de pH porque kPt wm > 1.
Assim, qualquer amostra a ser analisada para teor de metais alcalinos
com um eletrodo de vidro deverd estar a pH alcalino ou neutro. O
eletrodo para Na' de vidro tem, contudo, encontrado larga utilizacdo
em analises clinicas para a determinacdo de sédio em sangue total,
50ro ou plasma, apresentando resultados confidveis na presenca de

concentragdes variaveis de calcio e potassio.

As maiores limitagdes dos eletrodos de vidro sio sua alta
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resistédncia e fragilidade. Esses fatores criam graves problemas
praticos na fabricagidc de eletrodos miniaturizados, pP. €xX., para
determinagdes continuas in vivo ou intracelulares de pPH e sdédio.
Devido a alta resistividade, quando comparado com outros eletrodos
ion-seletivos de membrana, microeletrodos geralmente requerem
sistemas amplificados especializados com impedancia de entrada mais

elevada.

2.2.4 - ELETRODOS BASEADOS EM SAIS INORGANICOS

Esses eletrodos possuer membranas no estado 561lido,
que sao aquelas que utilizam sais inorganicos praticamente
insoltveis. Por exemplo, ¢ cletrodo de membrana seletiva a fluoreto
atualmente ulilizadoe & um cristal uUnico de fluoreto de laniénio
dopade com eurdpio-IT para reduzir a resistancia. Esse cristal age
como um condutor idnico purc para ions fluoreto. Quando o cristal é
montadce em eletrodo, ele responde a atividade de ions fluoreto da

seguinte maneira:

Fot = Koy - (59,2 mV)1log a,. (a 25°C)

O eletrodo pode ser usado para medir niveis de pF de 0 a 6
com excelente seletividade sobre ocutros Anions comuns. O principal
interferente é a hidroxila, devido a insolubilidade de La{QH},, o
qual interfere com a superficie do cristal, quando a concentracio de
hidroxilas for maior ou igual a concentracdo do ion fluoreto. Essa
interferéncia pode ser controlada através do tamponamento das
amostras para valores médios de pH. Valores baixos de pl também devem
ser evitados porque o ion fluoreto protona em pH abaixo de 5,
diminuindo a atividade desses ions livres. Para determinagdes de F
com eletrodes ion-seletivos, geralmente um tampaoc de ajuste de forca
iénica total é adicionado a amostra. Essa solugae tampona o pH ao
redor de 5 e 6 e contém agentes complexantes, como citrate, para
remover cations comec aluminio e ferro que poderiam complexar com

fluoreto.
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Outro eletrodo de membrana no estado sélido largamente
utilizado baseia-se em discos prensados de sulfeto de prata., Essa
membrana age como um condutor de cétions prata e & empregado na
determinagdo de Ag' em baixissimas concentracdes. Esse eletrodo
também mostra sensibilidade para ions sulfeto porque mudangas na

atividade de $5° afetam a atividade de Ag' na superficie do eletrodo:

Ag:S;y, % 2AQ° + 8§77

Essa wembrana tcve seu uso ampliado pela inclusdo de sais
de sulfeto ou de prata mais sollveis. Essas membranas de precipitadoe
misto podem ser desenvolvidas para serem sensivels a uma larga faixa
de fons. Por exemplo, uma membrana Ag,$/CuS & sensivel a Cu®*, uma
membrana Ag,5/AgCN responde a CN°. O padrdc de seletividade de tais
eletrodos ¢ ditado pela solubilidade relativa do ion analisado versus
0s icons interferentes com Ag' ou S*. Por excrplo, uma membrana
Ag,S/AgBr utlilizada para determinacdes de Br- mostra consideravel
seletividade sobre C1° (log k4 _.,. = -2,6); contudo, como AgI & menos
soluvel que AgBr, ele influencia a atividade de Ag' na superficie da
membrana em maior extensdc que AgBr, o que torna ¢ I° um sério
interferente {(log kg, y = 3,7). Membranas preparadas com Ag,S ou com
cristais mistos sdo sempre mais sensiveis a Agt e S¥ do que ao
proprio ion analisado. Infelizmente, espécies que complexam com
prata, como os tidis ou moléculas contendo grupos sulfidrila,

diminuem ¢ desempenho da membrana.

2.2.5 - ELET'ODOS COM MEMBRANA POLIMERO/LIQUIDO

As membran:. le eletrodos polimero/liquido em uso
hoje em dia, principalmente e leterminac¢des clinicas e biomédicas,
tém sua origem no fendmen e transporte ib6nico de células
biolégicas. Agentes presente: :a1s paredes das células lipofilicas
podem transportar ifons especi "5 entre as solugdes aquosas dentro
e fora da célula. Essa sep. 7o de lons val gerar um potencial
eletrico e é nesse potencial .. ¢ baseia o principio dos eletrodos

de membrana polimeroc/liquice
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No eletrodo, um iondforo lipeolilico apropriade ou trocador
idnico é dissolvido em uma fase orgédnica e colocado entre duas fases
aguosas, a solucdo da amostra e a solucdo de referéncia interna. O
potencial de membrana que se desenvolve ¢ indicative da atividade do

ion analisado na amostra.

Nas primeiras membranas desenvolvidas, a fase organica era
simplesmente um solvente orgdnice liquide colocado sobre membrana
fina de celulose porosa ou vidro sinterizado ou outro suporte
parecido. Foram descritas membranas dessc tipo seletivas para os ions
cdlcio e potéassio. A medida gque os trabalhos com esse tipo de
membrana foram desenvolvides, outros suportes mais duraveis que
celulose foram encontrados, come por exemplo, cloreto de podivinila
ou borracha de silicone. Devido a sua facilidade de construgio,
estabilidade em uso e similaridade de resposta com as membranas
liquidas verdadeiras, esées supories sac guase que universalmente
utilizados para a fabricacgdo desses eletrodos. Na pratica, o agente
de transferéncia de ions é dissclvido em tetrahidrofurano, junto com
PVC e um plastificante adequado. Essa mistura é aplicada a um suporte
planc ou tubular, o tetrahidrofuranc é deixado evaporar, resultando
em uma membrana de PVC plastificado. Como o polimero plastificado se
comporta como liquido viscoso, os carregadores iénicos exibem
coeficientes de difusdo da ordem de 10 a 10° cm?/s, por isso as
propriedades dos eletrodos s3c bastante similares agquelas das

membranas originais liquidas.

Nos ultimos anos, «consideriveis esforcos tém sido
destinados ao desenvolvimento de matrizes poliméricas alternativas
para a construgdo de eletrodos deste tipo. Esses esforgcos tem sido
focalizados primeiramente no aumento da adesio da membrana ao
suporte. Igual interessé tem sido destinado & producdo de matrizes
poliméricas funcionalizadas as quais permitam a ligagdo covalente de
enzimas, anticorpos e outras blomoléculas. 2 introdugdo de
grupamentos hidrofilicos na matriz de PVC resultou em uma substancial
reducdo do potencial assimétrice, comumente associado com membranas
de PVC quando em contato com solug¢des contendo proteinas. Essa mesma
matriz de PVC-OH usada em conjuncdo com poliuretano, assim como com

borracha de silicone wvulcanizada a temperatura ambiente, exibiram
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adesdo aumentada ao nitreto de silicio e uma menor adsorcdo de

proteinas do que PVC ou PVC hidroxilado.

As espécies ilon-seletivas que podem ser usadas dentro das
membranas poliméricas podem ser <classificadas em trés classes
principalis: trocadores iénicos, carregadores neutros e carregadores

carregados.
- Trocadores Iénicos

Um cation Tipofilico como o tricaprilmetil aménio (Aliquat
336) dissolvido em uma membrana orginica proporciona um excelente
contra-lon para &dnions na fase aquosa adjacente. Similarmente, um
dnion organico como tetrafenilborato serve como contra-ion para
cations. Pela efetiva diminulig@o do potencial quimico dos regpectivos
ions em analise na membrana, esses agentes iénicos induzem a particdo
dos lons da amostra através da interface membrana/amostra, gerando
0 potencial de fase que pode ser relacicnado a atividade do ion da
amostra aquosa. Esses tipos de membrana tém side utilizados na
preparagdo de elelrodos seletivos a uma grande gquantidade de
substancias. A vantagem priméria da sua ampla aplicacio é também sua
principal desvantagem: ¢ L(rocador idénico exerce a mesma forga de
atragdo sobre todes os contra-ions presentes na amostra. A
selelividade dessas membranas ¢ governada somente pela habilidade
desses varios ions em se dist:ibuir pelas fases orgdnica e aquosa.
Contudo, o plastificante espe ifico usado nessas membranas também
afeta, em um certo grau, a sta :eletividade. Como seria de esperar,
uma membrana baseada em um trocador idnico exibe a maior resposta
para ions organices, seguida dos ions inorgdnicos em ordem crescenle
de energia de hidratagdo. Para anions, esse padrdo de seletividade

é conhecide como série de Hofmeister:
Clo™y, > SCN™ > I™ > NO,” > Br™ > C1° > HCO,” >

Um cletrodo do tipo trocador de ion anidnico construide com
Aliquat 336 apresentara maior seletividade para anions lipofilicos
(perclorato, tiocianato) do que para os anions fortemente hidratados,

come o fluoreto. Um efeito similar & encontrado para os eletrodos



25

catidnicos, que geralmente possuem tetrafenilborato como trocador,
08 quals sao mals seletivos para cations orgidnicos come ions de
amonio quaternario de cadeia longa. Esses eletrodos catidnicos tém
side frequentemente utilizados como sensores para moléculas
clinicamente importantes gque se apresentam como cAdtions a pH baixos,

come é o caso dos farmacos.
- Carregadores Neutros

Existe uma grande variedade dc agentes complexantes idnicos
neutros que podem ser incorporados em membranas poliméricas. Esscs
compostos tém sido descobertos ou desenvolvidos para exibirem
complexagdo seleliva de um ion particular, geralmente um cation, na
presenga de outros ions de mesma carga. Valinomicina e nonactina, por
exemplo, sdo agentes complexantes que mostram afinidade particular
para os calions potdssio e amdnio, respectivamente. Um grande ntimero
de iondforos tem sido desenvolvido para uso em membranas seletivas

para os cations mais comuns (Li', Na', Ca*, Mg®™ e H).

Os mélodos pelos quais tais iondforos atingem suas
seletividades pode variar. Eleres do tipo coroa e outros composto
macrociclicos, como a valinomicina e nonactina, fazem a discriminacdo
dos cations com base no seu tamanho, cAtions que se encaixam bem no
sitio de complexa¢dc serdo mais fortemente complexades. Bminas de
cadeia longa sdo bons sensores de H' devido a sua habilidade de se
protonarem a valores de pH baixos, sua atracdo pelos outros cations
¢ minima. Carregadores neutros s3o mais comumente aplicados para a
determinacdo de cétions, com algumas notaveis excegdes, Derivados de
trifluorcacetofencona complexam anions carbonato devido a participacdo
Gnica do anion em uma rea¢do ion/iondforo reversivel. Certas espeécies
organometalicas tém sido utilizadas tirando vantagem da afinidade de
cocrdenagdo de um metal para um dnion particular. Membranas dopadas
com certas metaloporfinas com centro metal (II), por exemplo octaetil
porfina ruténio(II) carbonila, exibem seletividades anidénicas que sio

significativamente diferentes daquelas da série de Hofmeister,

0 mecanismo exato pelo qual as membranas com carregadores

neutros operam ainda ndoc estd bem elucidado. A investigagdo da
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iexisténcia e do papel desempenhado pelos sitics aniénicos dentro das

- membranas cation-seletivas, a extensdo da difusdo dos complexos
carrregados denlro das membranas, a verificagdo da origem da
seletividade das membranas e a elucidagdo do papel do plastificante

estdo sendo objeto de estudo.
~ Carregadores com Carga

A  terceira classe de carregadores 1ion-seletivos & a
constituida pelos chamados trocadores associados a ions ou
carregadores com carga. Fssas espécies orgénicas cstdco na forma
idnica dentre da membrana, c¢omo S3ac 08 carregadores 1dnicos
anteriormente descritos. Mas a seletividade dos carregadores com
carga & estabeleccida tanto pelo grau de associagdo da substancia em
analise com o carreqador como com a particido do ion em analise no
solvente da membrana. Os cxemplos mais notaveis de tais agentes
seletivos a ions sdo os alquil fosfatos originalmente utilizados na
construgdoc de eletrodos seletivos para calcio. Neste caso, a
seletividade para o calcio é aumentada pelo uso de alquil fosfonatos
como solvente da membrana. Mais recentemente, um derivado da vitamina
B, demonstrou ter alta seletividade para nitrito. O mecanismo dessa
seletividade foi explicado pela alta afinidade de cocordenagdo do
nitrito come um ligante axial para o complexo corrina-Co(IIT)
positivamente carregado. Similarmente, a seletividade Unica de alguns
eletrodos baseados em metaloporfirinas, na qual o centro metalico
esta no estado de oxidagdo +3 ou +4, parece ser baseado na
coordenagdo desses lons como ligantes axiais para os seus respectivos

complexos metal-ligantes positivamente carregados.
2.2.6 - Eletrodos Sensiveis a Gases

Por causa da necessidade de um método preciso para
determinar CO, ho sangue, em 1958 f-i desenvolvida uma nova técnica
para a determinagdo potenciométrica de gases. No que ficou conhecido
como modelo SEVERINGHAUS (Figura 4), um filme fino de eletroélito &
colocado entre uma membrana permeavel a gds e um eletrodo de pH de
vidro. A barreira permeavel a gases geralmente €& uma membrana de

Teflon microporosa ou de borracha de siticone. O filme de eletrélito
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estd em contato com um reservatério no qual o eletrodo de referéncia
¢ colocado. Como os dois eletrodos estdc contidos em uma unica
unidade, o conjunto constitui uma célula galvanica completa. Quando
esse sensor € colocado em uma amcstra contendo CO, dissolvido, o géas
difunde através da membrana para o filme de eletrélito até que a
pressdo parcial do gas no recipiente do eletrélito iguale A presséo
parcial da amostra. O gas acide, como por exemplo CO,, NO, ou S0, ou
badsico, no caso do NH;, altera o pH do reservatério. Essa mudancga de
pH & observada pelo eletrodo de vidro e pode ser relacionada a

pressdo parcial do gas em anadlise na awmostra.

F“" ‘ FIO DE HEFERENCTA
FIO LE INTERNA

-

Figura 4 - Diagrama esquematico de um sensor para gases do tipo
SEVERINGHAUS.
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No caso do sensor para CO,, o pH do reservatéorio é
determinado pela equacdc de HENDERSON-HASSELBACH, derivada do

equilibrio quimico entre o didéxido de carbono solvatado e seus ions:

[H.CO:]

Se a solugdo no reservatdrio contém uma grande concentragao de
bicarbonato, o pH serd logaritmicamente proporcional a uma unica
variavel, [H,CO), a qual por sua vez depende da quantidade de CQO., que
difundiu através da membrana permeadvel a gas. Assim, para um sensor

de CO.:

Er:el - K-:el + 5 ]_Dg pCO,

onde 8 deve se aproximar de 59,2 mV por década de concentracao e pCoO,
¢ a pressdo parcial de CO, na amostra aquosa. Por essa razdo,
sensores para gases desse modelo contém um filme de eletrdlito
tamponado para a forma idénica do gds em analise: HCO,” para sensores
para CO, ou NH,' para senscores para NH,. Os sensores para NO, e S0,

operam pelo mesmo sistema.

A seletividade de sensores para gases do tipo Severinghaus
€ bastante alta. Ions inorgdnicos simples nfo atravessam a membrana
para gas e com isso ndo interferem nas medigdes. Variagdes no
potencial de jungdo ligquida entre amostras e padrdes sao eliminadas
porque a meia célula de referéncia nfo é colocada diretamente na

solugdc da amostra, ou seja, E; € constante,

Nac se deve, entéo, concluir que os sensores para gases ndo
tém interferentes. (Os mais ébvios deles s3o os gases écidos e basicos
que coexistem com 0 g&s em analise na amostra. Unm sensor para CQ, do
tipo Severinghaus também mostra sensibilidade para nitrito, sulfito
e outros ions que formam gases em solugdes Acidas, que atravessam a

membrana e diminuem ¢ pH da solugdo do reservalério. Da mesma forma,
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aminas volateis sdo interferentes em analiscs com sensor para o gas
ambnia. Além dos interferentes gasosos, espécies lipofilicas neutras,
como por exemplo Acido salicilico ou acido benzdico, presentes na
amostra também podem migrar alravés da membrana de borracha de
silicone alingindo a camada de eletrdlito e, caso elas tenham carater

P v

acido, elas sc¢ dissociariam provocandoe uma mudanga no pH.

A fim de eliminar essas interferéncias, um novo modelo de
sensor para gases fol desenvolvido. Quando a membrana para pH de
vidro é substituida por uma membrana polimérica que responde a forma
idnica do gas em analisc, consegue-se um sensor mais seletivo. Por
exemplo, um sensor para NH, pode incorporar uma membrana polimérica
seletiva para amdnia baseada em nonactina (Figura 5). 0 sinal para
essse sensor nde depende do pH do filme de eletrélito, na verdade
esse f[ilme ¢é tamponade, mas sim da concentracic de equilibrio de
amdnia resultante da amostra. O sinal do sensor ndo é afetado pela
presenga de aminas volateis uma vez que a membrana de nonactina exibe
uma resposta muito pequena para as formas protonadas dessas aminas.
Da mesma forma, sensores para NO, que utilizam membranas poliméricas
sensiveis a nitrito ou nitrato ndo sofrem influéncia de outros gases

Fl

dcidos presentes na amostra.

/

-
-
-

iz

MEMERANA SELETIVA
A AMNTA

NHN
N\

+ -
NH_ = NH] + OM

e B
membran memoborana
sensivei permeavel
N a pH a gas
2 filme figo
de eletrolito
Figura 5 - Esquema de sensor para o gas aménia, ¢ qual detecta a
forma idnica (NH,") do gé&s em andlise ao invés de uma mudanca

inespecifica do pH.
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Como ja foi citadeo, o pH do filme de eletrélito nesses
novos sensores € fixo. Tssc proveoca um efeito de tamponamenta, ou
seja, no equilibrio com uma solugdo de teor de amdnia conhecido, um
nivel muito mais alto de aménia é alcangado no filme tamponado do que
nagquele filme onde o pH pode aumentar a medida que o gas aménia
difunde. Por essas razdes, esses novos modelos de sensores para gases

sao muito mals sensivels e seletivos que o sensor original.
2.2.7 - Eletrodos Miniaturizados
- Eletrodos S6lidos Revestidos

Como jéa discutlido anteriormente, a configuracio de
célula potenciomélrica mais comum inclui dois eletrodos de referéncia
(internc e externo) imerso; nas suas respectivas solugdes e separados
por uma membrana seletiva & ions. Existe uma classe de eletrodos
seletivos a lons especialmente projetados que se desvia dessa
construgdo. Membranas poliméricas seletivas a ions sic fixadas
diretamente em supcrficies condutivas, como por exemplo, cabos
metalicos, a fim de se obter eletrodos no estado s6lido duraveis e
ruito pequenos. Néo existindo solugdo interna, o fio de referéncia
interna fica em contato direto com a membrana seletiva a ions, o que
possibilita a construgdo de eletrodos miniatura com diadmetro de 0,5

a 2 mm.

A superficie externa desses eletrodos sélidos se comporta
de maneira similar &s membranas anteriormente descritas. Dependendo
do agente seletive ao ion presente dentre da membrana, a face externa
da membrana desenvolve um polencial de acordo com a atividade a;
presente na amostra. Eletrodos desse tipo podem ser feitos para os
fons para os quais j& existe uma membrana polimero/liquido seletiva.
0 coeficiente angular e as caracteristicas de seletividade dessas
membranas s&o similares aquelas obtidas com eletrodos de membrana
polimero/liquide convencionais e tém utilidade na determinacédo de
muitas espécies idnicas. Contudo, o potencial de fase da superficie
interna é frequentemente ndo muito bem definido. Na maioria dos
casos, € a presenga de algum par redox na membrana, introduzido tanto

intencionalmente (p. ex. ferroceno/ferricena) ou incidentalmente, que
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define o potencial na interface membrana/cabo metdlico. Exemplos do
segundo c¢aso incluem a difusdo de oxigénio da amostra através da
membrana ou impurezas redox no material da membrana. Embora medidas
possam scr feitas com esses eletrodos, uma queda no potencial do
eletrodo de uma série de medidas para ocutra pode ser ohservada, as
condigées na interface metal/membrana mudam, por isso esse tipo de
eletrodo requer calibrag¢des frequentes., Uma configuragdo modificada
para esses eletrodos fol criada, nela gel muito fino de 4alcool
polivinilico com KCl como eletrdlito internc fol imobilizadeo entre
um fio Ag/AgCl e uma membrana polimérica gue responde a ions
potdssio. Variagdes no potencial desse eletrodo podem ocorrer se
vapor de Agua se difundir para dentro ou para fora do gel interno.
Isto pode ocorrer se houver variagdes na osmolaridade da amostra,
resultando ndc s em mudanga da atividade dos ions cloreto dentro da
solugdo interna, mas também no encolhimentoe ou inchamento da

membtrana.
- Transistores de Efeito de Campo no Estado Sélido

Um eletrodo seletivo a ion pode ser montado
colocando-se uma membrana polimérica em contato com um transistor de
efeito de campo no estado sélido (TECES). Eles s3c baseados no
principio dc que o potencial de fase da membrana externa afeta a
voltagem do TECES. Quando o TECES estd em um circuito que mede
correnle, a corrente resultante deve ser indicativa do potencial da
membrana e, consequentemente, da atividade do ion em an&lise na
amostra. Esse tipo de dispositivo tem sido empregado no
desenvolvimento de uma variedade de sensores no estado s6lido (para
Na', K', Ca”, etc). Eles tém » vantagem de serem muito pequencs e
terem baixo nivel de ruido. O circuito de medicgdo contendo a
membrana, cletrodo de referéncia e os cabos de conexdo podem ser
incorporados dentro de um Unico chip eletrdnico. Contudo, existem
alguns problemas. Como ndo existe um potencial bem definido na
interface membrana/transistor, erges sensores sdo sensiveis a queda
de potencial causada pelas espéciar que difundem da amostra para a
membrana. Como no casc , dos eletrodos metdlicos mencionados
anteriormente, eles sado s%nsiveis a pares redox na superficie do

metal e a superficie do transistor de efeito de campo, geralmente
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xido de silicio ou nitrito de silicio, é sensivel a mudancas de pH
na interface. Acidos organicos e CO, presentes na amostra podem
difundir através da membrana polimérica e atingir o transistor,
alterando o potencial de fase na interface membrana/transistor. Além
disso, ha dificuldades de construgdo para evitar curto circuito em

amostras agquosas.
- Cateteres

A maneira mais simples e mais confiavel
para construir senscres seletivos a lons miniaturizados, altamente
estaveis, ainda e aquela onde existe um veolume definido de eletrdlito
interno atrds da membrana seletiva. Esta tem sido a estratégia
utilizada para a fabricacgdo de eletrodos scletivos a ions apropriados
para medidas continuas 7n vivo. A Figura 6 ilustra um exemplo desses
cateteres. Um tubc de PVC estreito com dois limens é fechado em uma
das pontas com um disco de ceramica poroso. Esta ponta fechada é
mergulhada na solugdo da membrana polimérica contendo o carregador
apropriado. Uma vez seco, o disco porosc serve como suporte fisico
para a membrana seletiva a ion, o gue reduz a pulsacido fisica da
membrana durante a implantag¢do ne organismo do animal. Uma solucio
de referéncia interna apropriada € colocada no lumen relativo ao
eletrode indicader. O contato do eletrodo de referéncia externa com
0 sangue do animal é conseguido pelo uso do segundo lumen do cateter

como ponte salina (62}).

de .PVC
etiva a ions

Figura 6 - Exemplo de cateter seletivo a ion.
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2.2.8 - Eletrodos Seletives a Farmaceos

A maioria dos eletrodos seletivos para [armacos

"possue as seguintes caracteristicas:
- seletividade para o composto de interesse;

- a faixa de linearidade do grafico de calibracgio é
relativamente grande, geralmente de 10 a 10° mol/L. Limites de
detecgdo da ordem de 10 ou 10%° mol/L tém sido relatados na
literatura. Com prévia concentracgdo da amostra, o limite de detecgdo
da técnica potenciométrica empregando eletrodo seletivo pode igualar
ou até mesmo ulirapassar aqueles encontrados com técnicas mais
sofisticadas como radioimunoensaio, cromatografia gas—-liquido,

cromatografia liquida de alto desempenho e espectrometria de massa:

- com algumas excegbes, o0s eletrodos seletives para
farmacos Lém tempo de resposta rapido, geralmente ac redor de 30 s,
dependendo da concentrac¢do da amostra. Entre as excegdes estdo o0s
eletrodos enzimaticos e aqueles com tecido microbiano ou vegetal

imokilizado;

- muitos eletrodos de membrana sdo passiveis de
miniaturizacao, para facilitar, por  exemplo, a 1insercac
intravascular, e podem ser construidos c¢om materiais que sio
fisiologicamente compativeis, 1ao toxicos e facilmente

esterilizaveis;

- o tempo e o custo de uma determinacdoc com eletrodo
seletivo para féarmacos sdo reduzidos quando comparados com ocutras

técnicas comumente empregadas (30).

Um dos principics mais empregado para a construgidc de
membranas seletivas para ions, sensiveis a farmacos, é a adigdo de
complexo par idnico lipofilico em membrana altamente plastificada.
Desde que, na década de 70, sucesso foi obtido ﬁa construgac de

eletrodo seletive para acetilcolina, contendo horato de potassio-
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tetrakis-(d-cloreofenil) como trocador de ions e dioctilftalato como
plastificante, muitos outros eletrodos seletivos para moléculas

orgdnicas té&m sido descnvolvidos.,

0 desenvolvimento de eletrodos seletivos em anédlises
farmacéuticas tornaram possivel que a atividade de varios cations e
dnions orgdnicos fosse medida direta e seleltivamente e, em muitcs
cascs, sem separacgdo prévia da substincia em anAlise contida na
formulacado farmacéutica. E possivel o desenvolvimento de método para
a determinagdo de farmacos em medicamentos que necessitam somente uma
etapa de pré diluigdo, por exemplo no caso de solugdes 1lnjetaveis,
ou dissolugdo da forma sélida (comprimido, drégea ou granulado) no
solvente empregade nas medigdes e do seu ajuste de pH e da forcga
idnica (17, 31).

Outra aplicagé@hde eletrodos de membrana é na determinacédo
da uniformidade do teor de comprimidos e em estudo de dissolucio de
formas sélidas.

Em muitos casos, o teste de uniformidade é preferivel a
determinagdo do teor do farmaco na amostra e o primeiro método pode
ser realizado mais rapidamente que o segundo. Se a precisdo do teste
e satisfatéria, o valor médio obtido no teste de uniformidade pode

ser usado como resultade do teor do farmaco (31).

Estd bem estabelecido que a eficdcia clinica de um
medicamento depende ndo somente da quantidade de substéncia ativa
presente no produto, mas também da sua disponibilidade no organismo.
No caso de formas sélidas de dosagem, particularmente aquelas com
biodisponibilidade limitada pela velocidade de dissolucdo, 0s testes
de dissolugdo podem servir como uma técnica simples, econdmica e
confidvel para indicar a velocidade e a extensio da liberagdo do
farmace in vivo e também como uma ferramenta importante para a

formulacdo, avaliagdo e controle de gqualidade de medicamentes.

Numerosos sistemas de dissolucdo com amostradores o

determinagdes automaAticos tém sido desenvolvidos. Em geral, os
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detectores empregados sao espectrofotdémetros. Reagdes quimicas
seletivas sd3o empregadas a fim de evitar reacgdes e interferéncias
espectrais dos excipientes ou de outros féarmacos contidos nessas
formulagdes farmacéuticas. Eletrodos seletivos tém potencial de
utilizag&c muito grande em testes de dissolugdc devido a sua
sensibilidade, seletividade, ampla faixa de concentracéao,
insensibilidade as interferéncias dpticas. Essas qualidades os tornam
adequados para anadlises de solugdes coloridas e turvas e permitem
flexibilidade na construcgido de sensores em fluxo para analisadores

automaticos (31,59).

Muitos farmacos que atuam no sistema nervoso central podem
causar dependéncia com graves consequéncias médicas e sociais. A
detecgdo de tais farmacoes na urina, os quais s&o geralmente
quantificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa apds etapas de extragdoc e purificacdo, ¢ um processe trabalhoso
e demorado, que requer pessoal especialmente treinado. 0Os métodos
potenciométricos gue empregam sensores seletivos para farmacos sao
mais atraentes para andlises de rotina. Dessa maneira, esses farmacos
podem ser determinados facilmente sem 03 problemas associados & cor
¢ & turbidez das amostras e ndo requerem pré tratamento das mesmas
(29) .

Devido ao grande sucessoc dos eletrodos seletivos para
farmacos, numercscs livros e revisfes e artigos tém sido publicados
(1,5,15,21-22,28,30,31,33,35,39,44-45,48,56-57, 60-61, 65, 75-80) .

2.2.9 - Mecanismo de Funcionamento dos Eletrodos

Os eletrodos seletivos a ions utilizados atualmente
580 baseados em membranas passivas, ou seja, regides do espacgo que
separam duas fases de tal forma que o transporte de material entre
as duas fases em contato &€ de alguma forma modificado ou inibido
quando comparado com o transporte que ocorreria se as duas fases
estivessem em contato diretq, O transporte de material pode envolver
complexos carregados ou neutros, simples ions ou elétrons, ou ainda

"huracos™.
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A razdo pela gual o transporte em membranas ¢ interessante
e util em quimica analitica é que o transporte através de membranas
modificadas pode levar ac desenvolvimento de diferenga de potencial
através da membrana. Esse potencial de membrana reflete a composicgdo
da fase externa, ou seja, da solucdo que estd em contate com a
membrana em ambos os lados e pode ser relacionado, na maioria dos
casos, com a atividade dos ions na solucdo externa. Quando o
potencial da membrana pode ser interpretado de uma maneira
definitiva, em tecrmos de atividade de ions, tem-se o fundamento
basico da técnica analitica que pode ser usada para uma unica

determinagdo ou monitoracdo continua da solugao adjacente & membrana.

Membranas sdo frequentemente liguidas ou sélidas. Elas 380
suficientemente espessas para possuirem uma regidc interna e duas

superficies externas que separam a membrana das fases exteriores.

Para fins de entendimento do processo de geragdo de
potencial, é conveniente considerar as membranas como sendo espessas
¢ suficiente para terem uma regifo de composigdo unica com relacdo
és regides externas. Esse conceito é& muito importante para membranas

utilizadas em cletrodos seletivos a ions.

Quando uma membrana & espessa o suficiente para
proporcionar duas superficies divisorias, considera-se que ela tem
duas interfaces. Cada interface é uma superficie hipotética, a qual
Separa as propriedades fisico-quimicas da membrana das propriedades
das fases externas, onde outro conjunte de propriedades fisico-
quimicas existem, A localizagédn das interfaces nao ¢ distinta porque
propriedades importantes, tais como densidade de cargas e
distribui¢do de potencial, variam continuamente de uma fase para
outra. Existem vantagens em considerar membranas de eletrodos
seletivos a ions como compostas de regido interna homogénea ou
heterogénea rodeada por fronteiras interfaciais. Este modelo enfatiza
as similaridades no processo gerador de potencial, independente da
composicdo da membrana, GJQue permite a separacado dos pProcessos gue
ocorrem em um lado de uma interface, geralmente o lado externo, dos
processos envolvendo transferéncia de material através das outras

interfaces e dos processos de transporte dentro da membrana. Assim,
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as membranas nac devem ser consideradas meramente como uma barreira

geometrica com permeabilidade caracteristica.

A espessura das membranas utilizadas como componentes
ativos de cletrodos seletivos a jons é determinada por dois fatores:
0 circuito potenciométrico de medida e o longo tempo de resposta.
Embora as membranas frequentemente utilizadas sejam finas, esta
propriedade & operacional e ndo fundamental, uma vez que o transporte

é¢ realizado em uma dimensio, a de espessura mais fina.

As membranas para eletrodos seletivos a ions sao imiscivels
ou, no minimo, parcialmente imisciveis, com as solugdes circundantes
ou com os contatos sélidos. S6lidos e liquidos organicos hidrofabicos
e sblidos inorgénicos com baixa solubilidade em agua constituem os
materiais principais para a construcgdo de membranas. Contudo, as
membranas ndo devem ser isolantes elétricos. Elas sédoc permedveis, em
uma extensdo facilmente mensuravel, para espécies no ambiente que as

circundam.

As membranas sd3o frequentemente eletrélitos s0lidos ou
liguidos, porque s&o compostas de &cidos, bascs, ou sais parcialmente
ou completamente ionizados, ou porque contém espécies potencialmente
ionizaveis. Também devem ser consideradas as membranas de
polieletrélitos (trocadores idnicos sintéticos sélidos), eletrélitos
liquidos organicos imisciveis com agua e eletrdélitos solidos

condutores idnicos.

Todos esses materiais contém especies idnicas ou grupos
ionizavels, cujo estado elétrico depende da constante dielétrica da
membrana e da extensiac da penetragdo do solvente. Trocadores de ions
liquidos, tais como sais do Aacido fosfénico e sais de amdnio
quaternario, possuem sitios moveis que sao livres para mover mas

PErmanecem presos na membrana .

Em eletroguimica < membranas e no desenvolvimento de
eletrodos seletivos a ions, o tipo, localizagdo e mobilidade de
espécies com carga dentro da membrana e na fase exterior s3o de

fundamental importdncia. E a distribuicdc de cargas que proporciona
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o aumento do campo elétrico e o0s potenciais de membrana resultantes.
Entre as espécies com carga dentrc da membrana estdo os sitios mdveis
e fixos. Além desses, e mais importantes, s3o os ions de sinal oposto
ao dos sitios, considerando somente um tipo de sinal para os sitios.
Esses ions, chamados de contra-ions, estido presentes para satisfazer
os requisitos de eletroneutralidade, e podem ser incorporados junto
com a membrana durante sua construgdo ou serem colocados por processo
de troca idnica. Em contraste com os ions dos sitios, os contra-ions
ndo sdo restritos a membrana, mas podem ser transportados, em
condigGes de difusio ncutra, da solugdc circundante para o interior
da membrana ou vice-versa. As membranas também contém alguns ions
moveis da solugdc circundante com a mesma carga que os sitios, esses

ions s30 chamados de co-ions (13),

Dentro da membirana, a carga devido & presenga do ion em
analise € balanceada por um igual nimerc de cargas opostas, as quais
podem ser mévels ou ndo na fase polimérica. Se elas sdo méveis, &
necessario que, tanto por razdes termodindmicas como ¢inéticas, elas
fiquem restritas A4 membrana se o comportamento nernstianc tenha que

ser encontrado.

C sistema da membrana, incluindo a membrana e as fases

externas, deve ser no total eletricamente neutro.

No caso de membranas de PVC, a eletroneutralidade esta de
fato contida na membrana, exceto nas regides de carga espacial nas

interfaces Agua/membrana (3).

A resposta de eletrodos seletivos a ions tem sido atribuida
a processos entre fases adjacentes. A formacdco do potencial do
eletrodo é o resultado do acumulo de cargas livres e nao simplesmente
consequéncia de um simples processo de troca idénica. PUNGOR (64}
estudou como se formam as cargas livres medindo a capacidade de troca
idnica de membranas de PVC contendo o carregador valinomicina. Foi
verificado que somente 5 a 10% da concentracdo total do carregador
esta complexada e compensando os sitios anidnicos da membrana e 90
a 95% do ligante livre estéa disponivel para reagir com o ion em

analise numa reacgdc de complexacdo resultando em excesso de carga na
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superficie da membrana. Para asscgurar a eletroneutralidade na regiéo
da superficie da membrana, os co-ions sdo excluidos e localizados na
camada de solugdo imediatamente ac lado da membrana, ou seija, a
quimicsorgéde do ion em analise &€ responsavel pela separagdo de cargas
(64) .

Troca idnica é um tipo de processo gque descreve a
transferéncia reversivel e lirreversivel de ions de uma fase para
outra. Troca ldnica inclui transferéncia de ions através de fases
divisdrias como uma interface entre um metal e um eletrdlito, entre
dois liquidos imisciveis, entre um mectal e um cristal idénico, entre
um cristal idnico e uma solugido de eletrdlitos, assim como entre
membranas de resina de troca idnica s6lida ou liquida e as solucgdes
circundantes. A ampla classificagido de trocadores de ions incluem
fases com ions em comum, assim como fases que inicialmente continham
ions diferentes. Geralmente, o processo de troca idnica ocorre a
corrente zerc. Contudo, mesmo guando um fluxoc de correntce passa, ©

processo de troca idnica continua a funcionar, embora perturbado.

Possivelmente, o ponto mais caracteristico da troca idnica
a corrente zero, seja o equilibrio de dois ou mais ions de mesma
carga ou mesmo sinal de carga entre duas fases. O fendémeno & muito
amplo e €& uma propriedade de todos os sistemas de eletrodos de
membrana e eletrodos classicos. Contudo, troca idnica envolvendo ions

de mais de um tipo sb6 é observado com resinas de troca idénica.

Troca 1i6nica a_eorrente zero & caracterizada por fluxos
opostos e iguais de ions através de uma fase diviséria. A medida
quantitativa da troca ibénica & a corrente de troca ou a densidade do
fluxe de troca, que & o nim~ro de moles de ions que fluem em
diregdes opostas por segundo por centimetro quadrado. Troca iénica
reversivel e rapida corresponde a valores de densidade de corrente
de troca maiores gque 0,1 A/cn?, enquantc gque troca 1iénica
irreversivel lenta ou limitada cineticamente corresponde a valores
menores que 107 A/cm’. A cxtens3c da troca i6nica é medida pela

constante de equilibrio do processo.

Troca 1idnica é um processo que desenvolve potenciais.
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Considerando uma fase orgdnica contende sais de célcio de um diéster
do é&cido fosfdénico soluvel em solvente apolar. Os Anions estardo
presos na fase orgdnica. Os ifons cdlcio estardo livres para trocas
com o5 ions calcio na solugdo aquosa circundante. Em poucc tempo apbs
¢ contato das fases, ions cadlcio serdo tanto perdidos para ou ganhos
da fase aquosa, criando uma carga espacial e¢ um potencial interfacial
sera desenvolvido, © qual aumentari positivamente com o aumento da
atividade do ion cdlcio na solucdo circundante.

Um potencial interfacial ¢ produzide quando um Unico sal se
divide entre duas fases liquidas imisciveis, tals como, por exemplo,
dagua/nitrobenzeno ou agua/PVC. Quando membranas hidrofébicas espessas
estdo em contato com eletrélitos aquosos, a particdo de um sal
resulta, no equilibrio, em duas fases neutras, desde que a quantidade
desse sal nas duas fases ndo seja excessivamente pequena. O potencial
interfacial é determinado principalmente pelo coeficiente de partigdo
relativo de um uUnico ion. Para um dado sal, um ion sera mais solivel
em uma dada fase que o outro ion. Devide a diferenca no potencial
quimico iénico padrdc para o c&tion e o &nion em cada fase, um ion
do sal tenderd a se distribuir através da interface em uma extensio
relativa diferente do cutro ion, ou seja, © ion com maior afinidade
para a fase apolar teréd uma concentracdo maior na fase com
caracteristicas apclares. Esse processo cria um desequilibrio real
de cargas nos dois lados de uma interface, com o resultado de que um
campo e um potencial s&o gerados assim que o processo parar por si

proprio e a diferenga de potencial interfacial é estabelecida (13).

Potenclalis aparecem nas interfaces em sistemas de membranas
devide a diferenga nos potenciais quimicos de um unico ion, mudancas
bruscas de concentragdc e acumulo de ions adsorvidos e dipolos
alinhados. Os potenciais surgem devido a movimentagdo de cargas, as
quais, por causa das diferencas de mobilidade entre os ions, criam
campos locais e consequentemente potenciais. Todos esses efeitos
podem ser interpretados em termos de potencial eletrogquimico de
espécies carregadas e esse processo & geralmente aplicavel a todos
os tipos de eletrodos, mesmo semicondutores e isolantes, nos quais

cargas tenham sido injetadas.
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Una das quest&es mais intrigantes com relacdo a membranas
seletivas a ions é a origem e natureza da sua seletividade
potenciométrica, ou scia, sua habilidade em diferenciar

potenciometricamente variocs ions.

Desde a introdugdo de eletrodos seletivos com trocadores
neutros, tem sido sempre dificil correlacionar o coeficiente de
scletividade de um cletrodo seletivo a ion (K™*) com as propriedades
fisico-quimicas de uma membrana de PVC plastificada. Baseado em
trabalhos tedricos relacicnados a membranas bilaminares, fol deduzida
uma correlagdo entre a seletividade potenciométrica e as constantes
de estabilidade de diferentes complexos trocadores neutros,

resultando a seguinte equagdo:

B 1w
15
KM-IPOt TomTee
Bus"
M=
onde § & o carregader neutro, R, ¢ a conslante de estabilidade do

complexo ifon interferente-carregador neutroc na fase aquosa ¢ By &
a constante de estabilidade do complexo ion em analise-carreqgador

neutro na fase aquosa.

Isto significa que o© coeficiente de seletividade
potenciométrica pode ser expresso como a relagdo entre as constantes
de estabilidade de M§ e Ié na fase aquosa. A verificagéo experimental
dessa teoria se tornou um problema. Como a solubilidade desses
complexos em agua é muito baixa, é dificil encontrar uma técnica
analitica que possibilite medicdes a fim de que as constantes de

estabilidades PBi”" e P possam ser calculadas,

A fim de se tentar resolver esse preblema foi adicionado um
solvente orgdnico, por exemplo etancl, a fase aquosa, com isso alguns
resultados puderam ser obtidos. Concluiu-se que a relacgdo das
constantes de estabilidade encontradas tém boa correlacdo com a
constante de seletividade potenciométrica. Os valores de Ky-r*°* podem

ser relacionados a seletividade de transporte da membrana de PVC. Foi
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provade em experimentos de eletrodidlise que a razdo do ntmero de
transportes de diferentes lons através da membrana estia intimamente

realacionada a seletividade potenciométrica (13).

A seletividade da membrana tem origem cinética. Foram
realizados cxperimentos para provar que a transferéncia de ions
através da interface membrana/agua é cineticamente mais dificultada
para os ions interferentes que para o ion gue esta sendo medido. Os
resultados encontrados mostram uma boa correclacdc entre a
seletividade potenciométrica ¢ os pardmetros cinéticos medidos.
HORVATH e HORVAI (37) encontraram evidéncias experimentais que
mestram que o coeficiente de seletividade potenciométrica de um
eletrodo seletivo a ions com membrana de PVC pode ser intimamente
corrclacionada com a seletividade do processo de troca idnica entre
a membrana e a solugdo circundante. Essas membranas se comportam Como
trocadores de ions de baixa capacidade, a capacidade de troca iénica
estd entre 1 x 107 e 2 x 107" M. O processo de troca idnica é
selectivo, ou seja, a membrana di maior preferéncia ao ion em analise
que ao ion interferente se suas concentragdes na solucdo aquosa
circundante sdoc iguais,

Trabalhando com membranas de PVC seletivas a K", NH,', Na‘
e Ca’ e solugdes aquosas contendo os marcadores radicativos Cs e
®*Sr, aqueles autores observaram que o equilibrio de troca idnica &
alcangado dentro de toda a espessura da membrana e este processo
demora de 1 a 2 dias. Contudo, em determinagdes de seletividade
potenciométrica, o tempo de resposta é muito mais rapido, geralmente
ap6s segqundos. Isso mostra que para a resposta potenciométrica pode
ser suficiente que uma camada superficial muito fina da membrana
atinja o equllibrio de troca idnica. E interessante notar que, embora
a troca ifnica continue no interior da membrana apés os primeiros

segundcs, as leituras de potencial permanecem constantes {13).

Esses resultados gue correlacionam a seletividade
potenciométrica com seletividade de troca iénica ndo estio
necessariamente em contradigdc com o modelo cinético de seletividade.
Nos casos onde a velocidade de troca iénica na interface esta ela

mesma em uma relagdo funcicnal com a constante de equilibrio de troca
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iénica, pode-se csperatr uma relagdo entre diferencas de velocidade
de troca e seletividade para diferentes ions. Uma relag¢ido mais
préxima entre velocidade de reagdao e constante de equilibrio de
reagbes similarcs s3c frequentemente observadas em rea¢des quimicas.
Se 1ss0 puder ser aplicado as membranas, parece ser mals apropriado
relacionar a seletividade potenciométrica diretamente com a constante
de equilibrio de troca iénica do gque com um parametro de velocidade
de troca iénica. Esses experimentos com marcadores radioativos
mostraram que a membrana de matriz de PVC plastificado & um trocadoer
de ions de capacidade pequena. Os contaminantes hidrofiticos do BVC
¢ comportam como sitios trocadores de cAtions, provavelmente
imobilizados em pequenas goticulas de dgua na membrana. O processo

de troca idnica é facilitado pelo carregador neutro (37).

Membranas gue funcionam como sensores de ions mostram wun
conjunto relativamente pequeno de caracteristicas comuns, as guais
sdo atributos indispensaveis tanto tedrica como experimentalmente.

S5aop elas:

1l - uma distribui¢do de equilibric de ions em cada
interface. Um ion é mais favorecido em cada uma das fases, membrana

e solugdo circundante.

2 - troca ifnica ocorre em uma ou mais interfaces para

membranas que sdo permcaveis,

3 - a membrana transmite um campo tanto por espaco de
cargas interno, no caso dos isolantes, como por condutividade idnica

e eletrdnica.

4 - uma interface pode involver mais equilibric eletrénico

que idnico.

5 - membranas altamente seletivas combinam troca idénica
favoravel e mobilidade {alta permeseletividade) favoravel ao ion em
questdo,



44

6 - a combinagac de informagdo idnica com potenciais
eletrénicos ndo é restrita aos sistemas de contate é&hmicos, mas

também podem envolver acoplamentos capacitivos (13).



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 -~ MATERIAIS

3.1.1 - HIDROGENOFUMARATO DE TIAMULINA

Neste

hidrogencfumarato

trabalho

de

foram utilizadas amostras

Liamulina, gentilmentc fornecidas

Industrias Quimicas Resende 5. A.

3.1.2 - REAGENTES E SOLUC@ES
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de

pelas

Todos 0s reagentes e solventes utilizados neste trabalho

foram de grau "para andlise". As solugdes foram preparadas em agua

destilada.

Solugaoc

Sclucgie

Sclucgio

Solucgédo

Solucgdo

Solugae

Solugéo

Solugdes aquosas de hidrogenofumarato de tiamulina

aguosa

aquosa

agquosa

aguosa

aguosa

aquosa de hidréxido de sdédio concentrado

aquosa de 4cido fosfotungstico 0,010 mol/L

de

de

de

de

de

107, 1,0 x 1079, 1,0 x 107¢,

Solugdo de carbonato de sédio 1,0% p/v em agua.

Letrafenilborato de sédioc 0,010 mol/L

nitrato de sddio 0,10 mol/L

cloreto de sd6dio 0,10 mol/L

sulfato de so6dio 0,10 mol/L

acido acético 0,10 mol/L

1,0 x 107 ¢ 1,0 x 10°f mol/L.

Mistura hexano-acetato de etila 3:1 (v/v).

Solugdo de &cido tartarico 0,10% p/v em Agua.

(10 mol/L)

1,0 x
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Scolugdo aquosa de hidrdéxido de sddio 1,0 Eq/L.

Tamp&o acetato pH 6,0:

acetato de amdnio 320,0 g

acido acético glacial 5,0 ml

agua destilada g.s.p. 1000 ml
Tampaoc fosfato/hidréxido de sédio pH 7,0:

fosfato de potassio monobasico 0,10 mol/L 50,00 ml

hidréxido de sédic 0,10 mol/L 29,63 ml

&gua destilada g.s.p. 100,00 ml
Tampdo fosfato/hidréxido de sdédio pH 6,0:

fosfato de potassio monobasico 0,10 mol/L 50,00 ml

hidrbéxido de sédico 0,10 mol/L 5,70 ml

Agua destilada q.s.p. 100,00 ml

3.1.3 - PREPARAGOES VETERINARIAS

Foram wutilizadas as seguintes

formulagdes disponiveis

comercialmente, gcntilmente cedidas por Biochimie G. m. b. H.:

Formulagdo A

Para cada 1,00 ml:

hidrogencfumarato de tiamulina

propil hidroxibenzoato

metil hidroxibenzoato

dacido citrico monohidratado

hidrogeno fosfato dissddico dihidratado
etanol

dgua purificada

0,1250 g
0,0001 g
0,0009 g
0,0126 g
0,02031 g
0,10000 g
0,76509 g
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Aliqueotas de 1,00 ml da Formulacdo A foram transferidas
para 16 baldes volumétricos de 100 ml. O volume de 8 dos baldes foi
completado com agua destilada e o volume dos outros 8 foi completado
com sulfato de sédic 0,10 M. A concentracdo tedrica final de

hidrogenofumaratoc de tlamulina obtida foi 2,05 x 1073 M.

Extragio Segundo AQAC (49): 2,00 ml da Formulacdo A foram
transferidos para erlenmeyer de 500 ml com tampa. Foram adicionados
250 ml de solugdo de carbonato de sédio 1,0% e o frasco foi mantido
sob agitagio, em agitader magnético, per 30 minutos. Foram
adicionados 250 ml da mistura hexano-acetato de etila (3:1) v/v e
mantido sob agitag¢éo por mais 60 minutos. Apds a separa¢dc das fases,
10,00 ml da fase orgadnica (fase superior) foram transferidos para
funil de separacgdo. Foram adicionados 30,0 ml de solugdo de acido
tartarico 0,10%. Apés agitacgdo, a fase inferior foi separada ¢
aliquotas de 1,00 ml foram transferidas para baldes volumétricos de
100 ml e diluidas segundo o mesmo procedimento anteriormente

descrito.

Extragdc Segundo AOAC modificada: & extragdace foi feita
segundc © precedimento acima descrito mas, ao invés de 250 ml de
solugdo de carbonato de sédio 1,0%, foram utilizados 30,0 ml de
hidréxido de sédic 1,0 N e 100 ml de dgua destilada.

Formula¢do B

Para cada 1,00 g:

granulos de hidrogeno fumarato de tiamulina revestidos* 0,5625 g
didoxido de silicio 0,0010 g
sacarose 0,4365 g

*1,0 g de granulos revestidos contém:

hidrogenofumarato de tiamulina 0,8000 g
acido sérbico 0,0002 g
gelatina 0,1998 g



48

Desta formulagdo foram pesadas duas tomadas de ensaio de
1,3551 g e transferidas para baldes volumétricos de 100 ml. O volume
de um dos baldes foi completado com Aqua destilada e ¢ do outro balio
completado com sulfato de sédic 0,10 M. De cada um desses baldes, 8
aliquotas de 10,00 ml foram transferidas para 8 baldes volumétricos
de 100 ml e os volumes completados com os mesmos solventes. A
concentragdo Lebrica final de hidrogenofumarato de tiamulina obtida
fol de 1,0 x 107 mol/IL,.

3.1.4 - EQUIPAMENTOS
Potencidmetro digital marca DIGIMED, modelo DMPH-3.
Potencidmetro analdégico marca METROHM, medeloc F 520.

Eletrodo de ponte eletrolitica marca INGOLD, modelo 373-90-
W-TE-K7,

3.2 - METODOS

3.2.1 - PREPARACAO DO PAR IONICO TETRAFENILBORATO DE
TIAMULINA

A preparagdo do par idnico tetrafenilborato de tiamulina
(Figura 7) foi baseada no método utilizado por COSOFRET & BUCK (29).
Solucdo aquosa de hidrogenofumarato de tiamulina 1,0 x 1072 mol/l foi
adicionada & solugdo aquosa de tetrafenilborato de sddio 1,0 x 107?
mol/L, sob agitacdo constante. Formou-se um precipitado brancec que
foi filtrado através de filtro G4, lavado com dgua destilada e seco

em estufa a vacuc a 50°C por cerca de 6 horas.
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Figura 7 - Estrutura do tetrafenilborato de tiamulina.

3.2.2 - PREPARACAQC DO PAR IONICO FOSFOTUNGSTATO DE
TIAMULINA

Este par idonico (Figura 8) foi preparado segunde método
descrito por BQUKLQUZE e colaboradores (12), a partir da adigac de
solucdo aguosa de hidrogenofumarato de tiamulina 1,0 x 107 mol/L &
solugdo aquosa de acido fosfotungstico 1,0 x 107 mol/L. Houve a
formagdo de precipitado branco, que foi filtrade através de filtro
G4, lavado com agua e seco em estufa a vacuo a 50°C, por cerca de 6

horas.
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Figura 8 - Fosfotungstato de tiamul iua,
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3.2.3 - PREPARAGAO DO PAR IONICO ALIQUAT-TIAMULINA

A preparacgdo do par idnico Aliquat-tiamulina foi feita de
dois modos diferentes. No primeiro, 8,0 ml de dibutilftalate, 12,0
ml de Aliquat e 10,0 m]l de solugdo aquosa de hidrogenofumarato de
tiamulina 1,0 x 107 mol/L foram transferidos para béquer. Apds
homogeneizagdo em agitador magnético por 10 minutos, csta mistura foi
centrifugada a 2500 rpm por 10 minutos. A fase aquosa foi desprezada

¢ a extragdo fol repetida por mais 9 vezes, sucessivamente.

No segundo modo de preparagdo (81), 8,0 ml de cloroférmio,
12,0 ml de Aliquat e 10,0 ml de solucdo aquosa de hidrogenofumarato
de tiamulina 1,0 x 107% mol/L foram transferidos para béquer. Foi
repetido o processo de cxtragdo anteriormente descrito, por 10 vezes

consecutivas. O clorofdé4rmio foi evaporado em banho-maria.

3.2.4 - PREPARAGCAO DAS MEMBRANAS

MEMBRANA 1
tetrafenilborato de tiamulina 0,08 g
dibutilftalato 0,36 g
PVC ¢,17 g
tetrahidrofurano 5,0 ml

Sua preparagac e a montagem do eletrodo foram feitas
segundo técnica descrita no item 3.2.5.

MEMBRANA 2
par Aliquat-tiamulina em dibutilfatalato 0,40 g
PVC 0,17 g
tetrahidrofuranc 6,0 ml

Sua preparagdo e a montagem do eletrodo foram as mesmas da
membrana 1.



MEMEBRANA 3
tetrafenilborato de bLiamulina 0,030 g
PVC 0,350 g
nitrobenzcno 1,0 ml
dioctilftalate 1,0 ml
tetrahidrofurano 4,0 nml

A mistura foi feita com auxilio de agitador magnético. Apds
completa homogenEizagdo, a ponta de uma pipeta descartavel foi
rergulhada cerca de 2 cm nesta mistura, deixada escorrer e seca ao

ar por 24 horas. O eletrodo foi montado como descrito em 3.2.6

Todas as membranas descritasgs a sequir foram montadas como

a membrana 3, o mesmo acontecendo com os eletrodos.

MEMBRAMNA 4
fosfotungstato de tiamulina 0,030 ¢
PVC 0,350 g
nitrobenzeno 1,0 ml
dioctilftalatao 1,0 ml
tetrahidrofurano 4,0 ml
MEMBRANA 5
par 1énice Aliquat-tiamulina (cloroférmic) 0,40 g
PVC 0,350 g
nitrobenzeno 1,0 ml
dioctilftalato 1,0 ml
tetrahidrofurane 4,0 ml
MEMBRAMA €

Esta membrana fol preparada com a mesma composicdo da
membrana 5 mas utilizando o par iénico Aliguat-tiamulina em
dibutilftalato.



MEMBRANA 7

fosfotungstato de tiamulina
dibutilftalato
BV

tetrahidrofurano

MEMBRANA 8

fosfotungstato de tiamulina
dibutilftalato
PVC

tetrahidrefurano

MEMBRANA 9

tetrafenilborato de tiamulina

dibutilftalato
FVC

tetrahidrofurano

MEMBRANA 10

fosfotungstato de tiamulina
éter de 2-nitrofenil octila
PvC

tetrahidrofurano

MEMBRANA 11

tetrafenilborato de tiamulina

éter de 2-nitrofenil octila
PVC

tetrahidrofurano

MEMBRANA 12

acetato de celulose

tetrafenilborato de tiamulina

acetona

nitrobenzeno
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0,08 g
0,36 g
0,35 g
4,0 ml

0,08 g
0,36 g
0,35 g
4,0 ml

0,04 g
0,64 g
0,32 g
4,0 ml

0,04 g
0,64 g
0,32 g
4,0 ml

0,20 g
0,20 g
5,0 ml
0,1 ml



MEMBRANA 13
acetato de celulose
fosfotungstato de tiamulina
acetona

nitrobenzeno

MEMBRANA 14
acetato de celulose
tetrafenilborato de tiamulina
acetona

nitrobenzeno

MEMBRANA 15
acetato de celylose
fosfotungstato de tiamulina
acctona

nitreobenzeno

MEMBRANA 16
acetato de celulosc
tetrafenilborato de tiamulina
acetona

nitrobenzeno

MEMBRANA 17
acetato de celulose
fosfotungstato de tiamulina
acetona

nitrobenzeno

MEMBRANA 18
Nafion 1% em etancol absoluto

fosfotungstate de tiamulina

MEMBRANA 19

Nafion 1% em etanol absoluto

tetrafenilborato de tiamulina

0,20 g
0,20 g
5,0 ml
0,1 ml

0,40 g
0,20 g
6,0 ml
0,1 ml

0,40 g
0,20 g
©,0 ml
0,1 ml

3,20 g
0,40 g
5,0 ml
0,1 ml

0,20 g
0,40 g
5,0 ml
0,1 ml

5,0 ml
0,08 g

5,0 ml
0,08 g
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MEMBRANA 20
Nafion 1% em etanol abscluto

hidrogenofumaratc de tiamulina

MEMBRANA 21
Nafion 2% em etanol 93%

hidreogenofumarato de tiamulina

MEMBRANA 22
Nafion 2% em etanol 93%

fosfotungstato de tiamulina

MEMBRANA 23
Nafion 2% em etanol 93%

tetrafenilborato de tiamulina

MEMBRANA 24
copolimero etilenc/acetato de vinila
tetrafenilhorato de tiamulina

cloroférmio

MEMBRAMA 25
copelimero etileno/acetato de vinila
tetrafenilborato de tiamulina
clorofdrmio
dioctilftalato

nitreobenzeno

MEMBRANA 26

copelimero etileno/acetato de vinila
fosfotungstato de tiamulina

cloroférmio

5,0 ml
0,08 g

5,0 ml

0,04 g

5,0 ml
0,04 g

5,0 ml
0,04 g

0,350 g
0,085 g
6,0 ml

0,350 g
0,085 g
4,0 ml
1,0 ml
1,0 ml

0,350 g
0,085 g
6,0 ml
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MEMBRAMA 27
copolimero etilenc/acetato de vinila
fosfotungstate de tiamulina
clorofdormio
dioctilftalato

nitrobenzeno

MEMBRANA 28
copolimero etileno/acetato de vinila
tetrafenilborato de tiamulina
éter de Z2-nitrofenil octila

cloroféormio

MEMBRANA 29
copolimero etileno/acetato de vinila
fosfotungstato de tiamulina
éter de 2-nitrofenil octila

cloroféormio

MEMBRANA 30
copolimero etileno/acetato de vinila
tetrafenilborato de tiamulina
dibutilftalato

cloroférmio

MEMBRANA 31
copolimero etileno/acetato de vinila
fosfotungstato de tiamulina
dibutilftalato

cloroférmio

0,350 g
0,085 g
4,0 ml
1,0 ml
1,0 ml

0,350 g
0,085 g
0,640 g
5,0 ml

0,350 g
0,085 g
0,640 g
5,0 ml

0,35 g
0,08 g
0,36 g
6,0 ml

0,35 g
0,08 g
0,36 g
6,0 ml
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MEMBRANA 32

1% Camada

acetato de celulose 0,40 g
fosfotungstato de tiamulina 0,10 g
acetona 5,0 ml

2% Camada
Nafion 2% em etanol 93% 5,0 ml

fosfotungstato de tiamulina 0,04 g

MEMBRANA 33

1* Camada

acetato de celulose 0,40 g
tetrafenilborato de tiamulina _ 0,10 g
acetona ] 5,0 m]

2% Camada

Nafion 2% em etanol 93% 5,0 ml

tetrafenilborato de tiamulina 06,04 g
MEMBRANA 34

1® Camada

acetato de celulose 0,40 g

fosfotungstato de tiamulina 0,10 g

acetona 5,0 ml

2% Camada
Nafion 2% em isopropanol 5,0 ml

fosfotungstato de tiamulina 0,04 g



MEMBRANA 35
1% Camada
acetato de celulose
tetrafenilborato de tiamulina

acetonan

2% Camada
Nafion 2% em iscpropanocl

tetrafenilborato de tiamulina

MEMBRANA 36
acetato de celulose

acetona

sobre eletrodo de pasta de grafite

MEMBRANA 37
acetato de celulose
tetrafenilborato de tiamulina
acetona

sobre eletrodo de pasta de grafite

MEMBRANA 38
acetato de celulose
tetrafenilborato de tiamulina
acetona

sobre eletrodo de pasta de grafite

MEMBRANA 39
acetato de celulose
tetrafenilborato de tiamulina
acetona
nitrobenzeno

sobre eletrodo de pasta de grafite

MEMBRAMA 40
Nafion 2% enm etancl 93%

sobre eletrodo de pasta de grafite

0,40 g
0,10 g
5,0 ml

5,0 ml
0,04 g

0,20 g
5,0 ml

0,20 g
0,08 g
5,0 ml

0,20 g
0,04 g
5,0 ml

0,20 g
0,04 g
5,0 ml
0,1 ml

5,0 ml
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MEMBRANA 41
Nafion 2% em etancl 93%

tetrafenilborato de tiamulina

sobre eletrodo de pasta de grafite

MEMBRANA 42

tetrafenilborato de tiamulina
dioctilfenil!lfosfonato
PVvC

tetrahidrofurano

MEMBRANA 43

fosfotungstato de tiamulina
dioctilfenilfosfonato
PVC

tetrahidrofurano

5,0 ml
0,04 g

0,08 g
0,64 g
0,32 g
5,0 ml

0,04 ¢g
0,64 g
0,32 g
5,0 ml
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3.2.5 - MONTAGEM DO ELETRODO
a - Montagem Convencional

A membrana fol preparada pela evaporacdo controlada do
solvente segundo técnica descrita por MOODY & THOMAS (54). A solugdo
de PVC e demais componentes em Letrahidrofurano foi colocada em um
anel de vidro sobre uma placa de vidreo {(Figura %a). O solvente foi
entdo evapcorado a temperatura ambiente sob condicdes controladas
(Figura 9b) por alguns dias. Discos de didmetro apropriado foram
cortados da membrana obtida e colados na ponta de um tubo de PVC,
utilizando solugdo de PVC em tetrahidrofurano como adesive (Figura
10) . © outro lado do tubo de PVC foi entdo conectado ao tubo de vidro

que & o corpo do eletrodo. O eletrodo seletivo apés sua montagem &

ilustrado na Figura 11.

/{BOLUCIO DE PVC E DEMAIS COMPONENTES

S0mm -— ANEL DE VIDRC
A1e3%mm

+— PLACA DE VIDRO
(o}

ANAANANNRNNW R

= —— FOLHAS DE PAPRL DE FILIRO

AT T
SIS TITTEEITIFSIPNTIFFIA
b}

S0LUCKC EOB EVAPORACKD
CONTROLADA

Figura 9 - Formacgdo da membrana de PVC.
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™ PONTA DO TUBO = ADESIVD DE PVT

Figura 10 - Montagem da membrana de PVC.

Figura 11 - Diagrama esquemadtico de eletrodo selelive com membrana
de PVC segundo MOODY & THOMAS. (1) cabo coaxial, ({2} anel de
borracha, (3) cone de vidro, (4) tubo de vidro, (5) zolda metalica,
(6) Araldite, (7) fio Ag/AgCl, (8) solucdo interna, (9) tubo de PVC,
(10) membrana de PVC.

Como solugdo interna de todos os eletrodos montadeos, foi
empregada a mistura de clorcto de sédio 1,0 x 10! mol/L e

hidrogenofumarato de tiamulina 1,0 x 107 mol/L.
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Todos os eletrodos foram condicionados em solugédo de
hidrogenofumarato de Lliamulina 1,0 x 107 mol/L por 24 horas e

armazenados nesta mesma solucdo.

Todas as determinagdes fcitas neste trabalhe foram

realizadas a 25°C.

b - Montagem Utilizando Ponta de Pipeta Descartavel

Esta montagem do eletrodo seguiu a técnica descrita por EL-
JAMMAL e colaboradores (32). Seu esquema simplificade é& mostrado na
Figura 12.

Figura 12 - Diagrama esquematico do eletrodo segundo EL-JAMMAL., (1)
cabo coaxial, (2) tubo de vidro, (3) juncio do cabo, (4) Parafilm,
(5) ponta de micropipeta descartavel, (6) tubo de vidro, (7) sclugdo

interna, (8) fio de Ag/RgCl, (9) membrana plastica.
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o ~ Montagem do Eletrodo de Pasta de Grafite

0 eletrodo foi construido sequnde técnica descrita por LIMA
& MACHADO (40-47), utilizando-se um corpo plastico com uma camada de
grafite numa das pontas, na qual foi fixado um cabo elétrice coaxial.
A camada de grafite, depois de seca, foi desgastada de modc a deixar
uma cavidade cilindrica de cerca de 0,5 mm de profundidade e de fundo
planc. Nesta cavidade foi depositada a solugdo da membrana (Figura

13), que foi evaporada ac ar por 24 horas.

Figura 13 - Diagrama do eletrodo de pasta de grafite. (1) pasta de
grafite, (2) contato elétrico, (3) cabo elétrico e (4) membrana

seletiva.

3.2.6 - EFEITO DO pH

O efeito do pH foi investigado utilizando-se solucgdes
aquosas de hidrogenofumarato de tiamulina 1,0 x 107 mol/L preparadas
com a mistura hidréxido de sédio-adcido acético nos diferentes valores
de pH. O pH foi ajustado em potencidmetro, através da adicdo de
pequenos volumes de solugdc de hidréxido de sédio concentrado (10
mol/L) a solugdo de &cido acético 0,10 mol/L, para se obter solucdes
de pH 2 até 12.
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3.2.7 - EFEITO DO MEIO UTILIZADO NO PREPARO DAS SOLUGCOES
UTILIZADAS NAS MEDIGOES

0 efeito do meic feoil estudado realizando-se as medigdes
utilizando Aagua destilada, sulfato de sdédic 0,10 mol/L, tampédo

acetato pH 6,0, tampao fosfato 0,1 mol/L/hidroxido de soddio 0,10
mol/L pH 6,0 ¢ 7,0.
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4 -~ RESULTADOS E DISCUSSOES

Em 1967, foi construldo ¢ primeiro eletrodo seletivo com
membrana liguida. Este eletrodo foi utilizade para a medida da
atividade deo 1ion calcio e tinha como material eletroativo
didecilfosfato de calcio disscolvido em dioctilfenilfosfonato. Esse
eletrodo gerou imediato interesse no campe da pesquisa biomédica
porgue permitia a medicgdo da atividade dos ions célcic diretamente
nc soro sanguinec (8,54). Contudo, esse eletrodo de membrana liquida
era afetado pelo seu tempo de vida util curto e pela indefinigdo da
interface entre a membrana e a solugdc em anadlise (72). O grande
interesse neste eletrodo foi incentivado pela disponibilidade
comercial de um modelo refinade mas com eficiéncia similar, com a
membrana contendo o sensor tenciltrifluorocacetona e o plastificante

tributilfosfato impregnadgs em PVC,

0 consideravel interesse nas possibilidades gque esse
eletrodo abriu impulsionou o desenveolvimento de eletrodos de membrana
liquida trocadora de ions, levando ac aparecimento de uma grande gama
de eletrodos de membrana com matriz de PVC. Essas membranas baseavam-
se ne simples principio de dissclver PVC e a sclucdo do trocador
idnico em tetrahidrofurano, removende o solvente por evaporagao

controlada a temperatura ambiente,

Membranas com matriz de PVC possuem comportamento similar
a0 das membranas liquidas mas com vida Util maior e utilizam menor
quantidade de iondéforo (54), além de ocferecerem bhoa resisténcia
mecanica aos efeitos de pressdc e agitagdo e, embora outros materiais
para a matriz venham sendo estudados, PVC continua sendo o suporte

mals comumente utilizado (72).

Os eletrodos de membrana com matriz de PVC sdo geralmente
montados segundo 0s principios dos eletrodos de vidro convencionais
{Figura 11, p. 60).

As membranas s8c preparadas pela incorporacdc do trocader
idénico e do plastificante no PVC com a ajuda de um solvente como

tetrahidrofurano cu ciclohexanona. O solvente & evaporado, originando
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uma membrana flexivel com seus componentes presos em uma matriz de
PVC (Figura 9, p. 59). O principal foco de desenvolvimento na Aarea
de eletrodos de membrana nos Ultimos 20 anos tem sido a pesquisa de
melhores sistemas de membranas ligquidas. Isso tem sido estimulado
pela conveniéncia das matrizes de PVC em conter e suportar membranas
liquidas (72).

A Tabela 1 mostra os resultados obbtldos com o5 eletrodos

construidos neste trabalho.

Como a maioria dos eletrodos seletivos para farmacos
utiliza membranas de PVC, este polimero foi ¢ primeire a ser

utilizado na preparacdoc de membranas seletivas & tiamulina.

As membranas 1, 2 e 3 foram preparadas com a montagem do

eletrodo sequndc MOODY & THCOMAS (54).

Foi observado que utilizando esse processo, o tempo de
evaporacac do solvente, que era de cerca de 3 dias quando se
utilizava dibutilftalato como plastificante, aumentava para mais de
uma semana no caso da mistura nitrobenzeno/dioctilftalato. A fim de
otimizar a preparacgdo das membranas, passou-se a se utilizar a
nontagem do eletrodo segundc EL-JAMMAL e colaboradores (32). Nesta
preparagdao, uma ponta de plpeta descartével é mergulhada na sclucio
PVC/plastificante/ionéforo/sclvente e deixada evaporar & temperatura
ambiente. Apds 24 horas de secagem, a membrana j& pode ser utilizada,
independente do plastificante empregado. Para efeitos de
padronizacdo, todas as membranas foram utilizadas apés 24 horas da

sua preparagdo.

Para um eletrode qu' responde seletivamente ao ion i de
atividade a; e carga z, na presenca de um ion interferente i1 de
atividade a, e carga x, o pecten.'ial da célula E & obtido pela equacgéoc

de Nicolsky, derivada da equac¢do de Nernst (Eq. 11, pagina 18)

O termo RT/zF é chamado de coeficiente angular da curva de
calibragédo, cujo valor ideal & 59/z mV a 25°C (23,50,56). Para a

determinacdo das retas de calibre - foram empregadas solucdes de
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hidrogencfumarato de tiamulina nas concentracdes de 1,0 x 102 a 1,0
X 107 mol/L Solugdo contendo 1,0 x 10! mol/L de hidrogencfumarato
de tiamulina n&c fol utilizada, porque nesta concentragdo este
farmaco € praticamente insoluvel em adgua. Os coeficientes angulares
das retas de calibragdo obtidos com os eletrodos montados neste
trabalheo estic listados na Tabela 1.
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Embora eletrodos respondam a atividade iénica, na pratica
0s resultados sac geralmente expressos em concentracido (25)., A
atividade 1iénica estd relacionada a concentragdo [i]), pelo

coeficiente de atividade, vyy:

a; = vy [i]

O termo y,; & dependente da for¢a iénica da solucdo (62). Qs valores
de atividade s&o mais ou menos proporcionais a concentracdo em
condi¢des de forga idnica constante. Para solugdes do ion em analise,
com concentrag¢do menor que 107 mol/L, ¢ coeficiente de atividade &
proximo 4 unidade e diferencas entre atividade e concentragdo podem
ser ignoradas. Contudo, para concentracdes maiores que 107 mol/L, o
coeficiente de atividade diminui e essas diferengas se tornam
progressivamente maiores. Assim, uma reta de calibracdo, obtida de
concentragdes do padrdo preparadas por uma série de diluicdes,
apresentara uma ligeira curvatura nas concentracdes maiores. Quando
as solugdes padrdc sdo tratadas pela adicéo de uma alta concentracgac
de um eletrélito inerte, que produzira uma forga idnica constante,
¢ coeficiente de atividade & estabilizado e uma linha reta serA
obtida no grafico de calibracio, permitindo que concentracgdes sejam
medidas diretamente {8). Por essa razao, quando fazendo medigbes com
eletrodos seletivos, deve-se adicionar um eletrélito inerte, chamado
de ajustador da forca iénica a todas as solugdes do padrdo e da
amostra (25,62).

Geralmente, as amostras té&m baixa forca idnica e as
concentracdes determinadas também sidc baixas, menores que 107 mol/L.
Nesses casos é recomendavel limitar a concentragdc do eletrdlito
ajustador da forga idénica a cerca de 107! mol/L, a fim de minimizar
0s problemas com o potencial de jungdo liquida e com a diluicdo da
amostra (8,14).

O primeiro eletrdlito ajustador da for¢a idnica utilizado
neste trabalho foi NaNO, 0,10 mol/L. Os coeficientes angulares
obtidos ndo foram préximos aos esperados cerca de 59 mV, mas
utilizando-se Na,S0, 0,10 mol/L consequin-se valores ac redor do

teérico determinado pela equacido de Nernst. Ficou assim, evidenciadoe
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que < ion nitrate interfere nas determinagdes com eletrodos seletivos

a4 tiamulina.

A fim de se verificar a influéncia do pH, medigdes do
potencial do eletrodo montado com as membranas 3 e 4, cuja composicéo
era PVvC, nitrobenzeno, dioctilftalato e 0 par iénico
tetrafenilborato de tiamulina para a membrana 3 e fosfotungstato de
tiamulina para a membrana 4, foram realizadas utilizando-se solugdes
de hidrogcnofumarate de tiamulina 1,0 x 10 mol/L preparadas com a
mistura de hidrdxide de sédio/dcido acético com valores de pH

ajustados de 2 até 12.

Os resultadcs obtidos com as membranas 3 e 4 podem ser
vistos na Figura 14. A partir de pH 8 comega a ocorrer a precipitacgao
de tiamulina base, imposgibilitando as determinag¢des. A diminuicgédo
gradual no potencial observado a valores de pH altos é devido a
diminuicdo na concentragio da forma protonada de tiamulina. Como de
PH 2 até prdximo ao pH 8, as variagdes nos potenciais medidos ndo sio
significativas, decidiu-se trabalhar na faixa de pH neutro por
facilitar a execugdo das medigdes que podem ser feitas diretamente

em &gua destilada ou Na,SC, sem necessidade de ajuste do pH.

Uma vez estabelecida a faixa ideal de pH, foi estudado o
efeito do meio utilizado no preparo das solu¢des nos potenciais
medidos. Tampdo acetato promove o aparecimento de um precipitado
branco, cuja natureza ndo fol investigada. Por esse motivo esse
tampdo ndo foi utilizado como solvente nas medigdes. Os resultados
obtidos com a membrana 3 podem ser vistos na Figura 15 e os da
membrana 4 na Figura 16. Neos dois casos, o limite de detecgdo fol
menor utilizando-se agua destilada, 4,5 x 10°® mol/L para a membrana
3el,0 x 10" mol/L para a membrana 4. Mas as leituras de potencial
se estabilizaram mais rapidamente com a utilizagdo de Na,50, 0,10
mol/L, o que é importante quando se analisa formulagdes veterinarias,
onde os excipientes podem influir e as quantidades a serem analisadas
sdo muito pequenas.
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Figura 14 - Influéncia do pll no potencial medido utilizando solugdes
de hidrogenofumarato de tiamulina 1,0 x 10" mol/L preparadas com a
mistura hidroxido de sédio concentrado (10 mol/L)/4cido acético 0,10
mol/L com pH ajustados de 2 até 12. (—+—=—+ —) eletrodo montado com
membrana 3 (tetrafenilborato de tiamulina 0,03 g, PVC 0,35 g,
nitrobenzeno 1,0 ml, dioctilftalato 1,0 ml, tetrahidrofurano 4,0 ml).
(— A — &4 — ) eletrodo montado com membrana 4 {(fosfotungstato de
tiamulina 0,03 g, PVC 0,35 g, nitrobenzeno 1,0 ml, dioctilftalate 1,0

ml, tetrahidrofurano 4,90 ml).
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Figura 15 - Efeito do meio utilizadeo para o preparoc das solugdes nas
curvas de calibragido da membrana 3 (tetrafenilborato de tiamulina
0,03 g, PVC 0,35 g, nitrobenzeno 1,0 ml, dioctilftalato 1,0 ml,
tetrahidrofuranoc 4,0 ml} utilizando solug¢des de hidrogenofumarato de
tiamulina preparadas em (-— e+« —+ agua destilada; (- -a ---} sulfato de
sodio 0,10 mol/L; (-Q1—-9J tampdo fosfato/hidréxido de sédio pH 7,0
e (—»o — o —) tampido fosfato/hidréxido de sédio pH 6,0, nas

concentragdes 1,0 x 107 mol/L a 1,0 x 10™° mol/L.
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Figura 16 - Efeitc do meic utilizado para o preparo das solugdes nas
curvas de calibragdo da membrana 4 (fosfotungstato de tiamulina 0,03
g, PVC 0,35 g, nitrobenzeno 1,0 ml, dioctilftalato 1,0 ml,
tetrahidrofurano 4,0 ml) utilizando solucdes de hidrogenofumarato de

tiamulina preparadas em (—e —) Agua destilada; (—a —) sulfato de
80dio 0,10 mol/L; (— o —) tampao fosfato/hidréxido de sdédio pH 7,0
e {.....m -+ } tampao fosfato/hidréxido de soédio pH 6,0, nas

concentragdes 1,0 x 10 mol/L a 1,0 x 10 mol/L.
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0 limite nernstiano é a menor atividade do ion em analise
i na qual a reta obtida no grafico potencial do eletrodo versus -log
a; comega a se desviar da linearidade. Ele é determinado diretamente
na curva de calibragdo. O limite nernstiano é um dos critérios mais
immportantes na avaliagdo da performance de um eletrodo, porque ele
especifica o limite inferior da faixa de utilizacioc do eletrodo.
Abaixo desse limite, a resposta deo eletrodo se torna progressivamente
mais e mais irreprodutivel e o usc regular do eletrodo na regiio
entre o limite nernstianc e o© limite de deteccio ¢é menos
satisfatério., Inevitavelmente, quando o grafico de calibracidoc do
eletrodo se torna curveo, mais pontos de calibragio serdo necessarios
para definir o formato da curva e a calibracdo deveri ser repetida

com maior frequéncia.

A TUPAC recomenda que o limite de detecgdo seja definido
como a concentracac do ion em andlise, na qual a porgdo linear
extrapolada do grafico de calibragdc na menor diluicio do ion
intersepta a parte nernstiana extrapolada do grafico, isto

corresponde ao ponto T na Figura 17.

E{mV}

~log C

Figura 17 - Exemplo de curva de calibracidc de um eletrodo seletivo,

mostrando o limite nernstiano (LN) e o limite de deteccgdo (LD).
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O limite de detecgdc e o limite nernstiano dependem tanto
das propriedades do eletrodo como das condicd@es de analise. O limite
de detecgdc também pode ser afetado pelos ions adsorvidos na
superficie da membrana ou na superficie das particulas do material

eletroativo da membrana durante sua preparacao.

Os limites de detecgdo e nernstianc foram determinados para
todos os eletrodos construidos neste trabalho e sio mostrades na
Tabela 1.

Os limites de resposta medidos de um eletrodo dependem
muito das condigdes de andlise. Eles serdo facilmente afetados pela
eficiéncia com a qual a Agua e os reagentas utilizados podem ser
purificados, eliminando tragos de interferentes. O limite aparente
de detecg¢do dos eletrodos quando usados em tampdes & frequentemente
muitas ordens de magnitﬁde maior do que quando os eletrodos s#o

utilizados em solugdes diluidas em série.

Os limites de resposta também s&c dependentes da
temperatura e do solvente utilizado, porque esses dois fatores tém

influéncia do produto de solubilidade do ion em an&lise.

Diferentes eletrodos para ¢ mesmo ion em analise podem ter

limites de detecgdo substancialmente diferentes (8).

Nas primeiras membranas liquidas para eletrodos, a fase
organica era simplesmente um solvente organico liquido colocado sobre
membrana fina de celulose porosa, vidro sinterizado ou outro suporte
parecido. A medida que trabalhos com esse tipo de membrana foram
sendo desenvolvidos, outros sur-rtes mais duraveis que celulose foram
encontrados, comoc por exemplo, PVC ou borracha de silicone. Devido
a8 sua facilidade de construgdo, estabilidade em uso e similaridade
de resposta com as membranas liguidas verdadeiras, esses suportes sio
quase que universalmente utilizados para a fabricagdo de eletrodos
seletivos.
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Nos 1ltimos anos, consideraveis esforgcos tém sido
destinados ao desenvolvimento de matrizes poliméricas alternativas
para a construcaoc de eletrodos de membrana. Esses esforgos tém sido
focalizados primeiramente no aumento da adesio da membrana ao
suporte. Tgual interesse tem sido destinado & producgioc de matrizes
poliméricas funcionalizadas, as quais permitem a ligagio covalente

de enzimas, anticorpos e outras biomoléculas (62).

Das membranas estudadas, contém PVC as de ntimero 1 a 11 e
42 a 43. Nelas variou-se ¢ tipo e a quantidade de plastificante e de

par idnico utilizados.

Na Figura 18 é feita a comparagdoc das curvas de calibracdo
das membranas 1, 7, 8 e 9. As membranas 1 e 7 possuem a mesma
composigao, o plastificante foi dibutilftalato, mas com pares idnicos
diferentes, na membrana 1, tetrafenilborate de tiamulina e na
membrana 7, fosfotungstato de tiamulina. Nas membranas 8 e 9 a
quantidade de PVC utilizada fol maior do que a utilizada nas duas
primeiras membranas a fim de facilitar sua manipulacdo, mas os outros
componentes foram mantidos nas mesmas quantidades. As quatro
membranas mostraram comportamente nernstiano, com coeficiente angular
medio de 57,7 mV/década de concentra¢do. A membrana 7 apresentou o
menor limite de deteccdo, 1,0 x 107° mol/L, enguanto que a membrana
9 apresentou o maior, 3,2 x 107® mol/L.

Das membranas estudadas contendo PVC, nio se conseguiu
resultados que obedecessem & equagdo de Nernst com as membranas 2,
5 e 6. Nelas foi utilizado Aliquat 336 como contra-ion ne trocador
iénico da membrana. Aliquat, cloreto de tricaprilmetilamdnio,
apresenta maior seletividade para &nions (62), conseguentemente nio
houve formagdo de par idnice com tiamulina, engquanto que
tetrafenilborato e fosfotungstate sdo mais seletivos a cations.
Eletrodos catiénicos tém sido frequentemente utilizados como Sensores
para moléculas clinicamente importantes, gque se apresentam como
cations a pH baixes, como é o caso da maioria dos farmacos (28) e,

entre eles, tiamulina,



79

E{mv) s
1504
100-
504
0- —BD
- 504 /
[}
4
6 5 4 3 2 —logC

Figura 18 - Comparacgdo entre as curvas de calibrac¢do da membrana 1

} (tetrafenilborato de tiamulina 0,08 g, dibutilftalato @, 36
g9, PVC 0,17 g e tetrahidrofurano 5,0 ml), membrana 7 (—0 — )
(fosfotungstato de tiamulina 0,08 g, dibutilftalato 0,36 g, PVC 0,17
g e tetrahidrofurano 5,0 ml), membrana 8 (-4 ---)( fosfotungstato de
tiamulina 0,08 g, dibutilftalato 0, 3¢ g, PVC 0,35 g e

{—»

tetrahidrofurano 4,0 ml) e membrana 9 {—pn —) (tetrafenilborato de
tiamulina 0,08 g, dibutilftalato 0,36 g, PVC 0,35 g e
tetrahidrofurano 4,0 ml). Utilizando solugdes de hidrogenofumarato
de tiamulina preparadas em agua destilada nas concentracdes 1,0 x 107
mel/L oa 1,0 x 107° mol/L.
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A composigao das membranas 3 e 4 foi baseada nos trabalhos
de BCOUKLOUZE e colaboradores (12) e EL-JAMMAL e colaboradores {32).
Esses autores utilizaram como plastificantes dioctilftalato e
nitrobenzeno em membranas de copolimero etileno/acetato de vinila
{(EVA} . BOUKLOUZE comparou o5 desempenhos de eletrodos para
anestésicos locais, utilizando COomo material eletroativo
tetrafenilborato, silicotungstato e fosfotungstato. As melhores
respostas foram obtidas com membranas de fosfotungstato. J4 EL-JAMMAT
construin eletrodos para calcio e comparou sua performance com
eletrodos com mesmo par idnico e plastificantes, mas utilizando PVC
como suporte. O eletrodo construide com membrana de EVA exibiu
comportamento similar ao do eletrodo com membrana de PVC, mas o
primeiro se mostrou mais estavel na presenga de cations inorgénicos,

principalmente zinco, que o segundo eletrodo.

A comparacgdc daé curvas de calibragdo das membranas 3 e 4
¢ mostrada na Figura 19. A membrana 4, contendo par iénico
fosfotungstato de tiamulina apresentou coeficiente angular mais
proximo do teérico, 58,9 mv/década de concentragdo, e limite de
deteccdec mais baixo, 1,0 x 10°¢ mel/L. Seu desempenho foi muito

similar ao das membranas contendo dibutilftalato como plastificante.

As curvas de calibragi3o das membranas 42 e 43 estdo
comparadas na Figura 20. Nestas membranas foi empregade o
plastificante dioctilfenilfosfonato, o gqual tem sido largamente
utilizado em eletrodos seletivos a calcio (3,32,54,72-73). As
membranas contendo esse plastificante e 08 pares iénicos
tetrafenilborato de tiamulina e fosfotungstato de tiamulina,
respectivamente, tiveram coeficientes angulares muito semelhantes,
51,6 mvV/década de concentragdo e 52,4 mV/década de concentracao,
respectivamente. O limite de detecgédo para a membrana 42 foi 1,3 x
10 mol/L e para a membrana 43 foi 7,9 x 10 mol/L.

BUNACIU e colaboradores (16} construiram eletrodos de
membrana seletivos a tetrafenilborato € perclorato onde o
bPlastificante empregado foi é&ter de 2-nitrofeniloctila. Baseado nos
bons resultados obtidos por esses autores, foram feitas as membranas

10 e 11, contendo par idnico fosfotungstato de tiamulina e
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Figura 19 - Comparacic entre as curvas de calibrac¢do da membrana 3
(—0 —-) (tetrafenilborato de tiamulina 0,03 ¢, PVC 0,35 q,
nitrobenzeno 1,0 ml, dioctilftalate 1,0 ml e tetrahidrofurano 4,0 ml)
) {fosfotungstato de tiamulina 0,03 g, PVC 0,35

e membrana 4 (——-¢
g, nitrobenzeno 1,0 ml, dioctilftalato 1,0 ml e tetrahidrofurano 4,0
ml). Utilizando solugdes de hidrogenofumarato de tiamulina preparadas
em agua destilada nas concentracdes 1,0 x 1072 mol/L a 1,0 x 10°°
mol/L.
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Figura 20 - Comparagdo entre as curvas de calibracio da membrana 42
(— ¢~ (tetrafenilborato de tiamulina 0,08 g, dioctilfenilfosfonato
0,64 g, PVC 0,32 g e tetrahidrafurano 5,0 ml) e membrana 43(: .0 )
(fosfotungstato de tiamulina 1,08 g, dioctilfenilfosfonato 0,64 g,
PVC 0,32 g e tetrahidrofurr:o 5,0 ml). Utilizande solucdes de
hidrogenofumarato de tiamulira preparadas em &agua destilada nas
concentragdes 1,0 x 10 mol/L a 1,0 x 10™° mol/L.
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tetrafenilborato de tiamulina, respectivamente. As curvas de
calibragdo dessas membranas sao mostradas na Fiqura 21. Com a
membrana 10 foi obtido coeficiente angular de ©0,6 mV/década de
concentracio & limite de detecgdo de 1,0 x 10° mol/L, e com a
membrana l1ll, coeficiente angular de 57,9 mV/década de concentragac

e limite de detecgdc de 3,9 x 107" mol/I.

Comparando-se as membranas de PVC, verifica-se que limites
de detecgdo maiores sido obktides quando se emprega fosfotungstato de
tiamulina como par idnico. Eletrodos com esse par idénico mostram
resposta cujo coeficiente angular é mais préoximo de 59 mv/década de
concentragdo do que eletrodos com tetrafenilborato de tiamulina
provavelmente porqgue pares idnicos contendo fosfotungstatc s&o mais

hidrofébicos do que os gue contém tetrafenilborato (12).

Um grande nimero de eletrodos seletivos a ions construidos
com membranas poliméricas requerem a adicdo de sais lipofilicos para
uma boa performance. Esses aditivos alteram a troca idnica através
de 1interagdc eletrostéatica. Além disso, &a presengca de sitios
anidnicos lipofilicos em eletrodos de membrana seletivos a cations
tem um efeito benéfico em varios paradmetros do sensor. Em geral, a
registéncia Shmica e ¢ limite de detecgdo sdo mais baixos, com menor
interferéncia dos A&nions em amostras com alta atividade idnica, a
seletividade é aumentada e, nos casos onde o ionéforo tem capacidade
de extracido ruim, a sensibilidade do sensor é aumentada.
Paralelamente, siticos anidnicos podem catalizar processos de
transferéncia de fase em casos onde a cinética na interface
membrana/amostra € limitada. Em analogia, sais de cations lipofilicos
sdo usados come aditivos em eletrodos seletivos a Anions
principalmente para neutralizar impurezas anidnicas presentes na fase
membrana e assim induzir permeseletividade para &nions. Mesmo que a
influéncia de aditivos no comportamento de eletrodos seletivos a
dnions ndo tenha sido investigada tdc completamente como no caso de
eletrodos seletivos a cations, efeitos andlogos podem ser esperado
(72) .
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Figura 21 - Comparagdo entre as curvas de calibrag¢ic da membrana 10

) (fosfotungstato de tiamulina 0,04 g, éter de 2-nitrofenil

(—»

octila 0,64 g, PVC 0,32 g e tetrahidrofurano 4,0 ml) ¢ membrana 11
{(—0o-—} (tetrafenilborato de tiamulira 0,04 g, éter de 2-nitrofenil
octila 0,64 g, PVC 0,32 g e tettrahic ofurano 4,0 ml). Utilizando
solugdes de hidrogenofumarato d¢ ti ulina preparadas em &gua

destilada nas concentrag¢des 1,0 x 107 mo’/L a 1,0 x 10" mol/L.



Nos eletrodos, a membrana deve estar em equilibrio
termodinémico com a amostra, por isso uma transferéncia de massa do
icn em analise para a membrana é necessaria. Neste caso, um aditivo
anidnico é utilizado em eletrodos seletivos a cations contendo
cromdforo neutro (sistema de troca idnica) enquanto que um aditivo
catidnico é incorporadeo a eletrodos seletivos a anions baseados em

cromoiondforo carregado (sistema de coextracioc).

A fim de aumentar o tempo de vida de senscores baseados em
membranas poliméricas, esforgos tém side dirigidos na lipoficidade
dos componentes neutros das membranas, tais comc ionéforos,
cromoicnéforos e plastificantes. Assim como todos os outros
componentes da membrana, aditivos tém um tempo de vida determinado,
devide & sua decomposigdo guimica e ao proéesso de 1lixiviacao.
ROZATZIN e colaboradores (66) investigaram ¢ uso e a estabilidade
desses aditivos anidnicos na membrana e a sua influéncia na

seletividade de eletrodos seletivos a cations,

Nos ultimos anos, diversos derivados de sais de
tetrafenilbeorate tém sido utilizados com sucesso como aditivos
anidénicos em membranas poliméricas em eletrodos seletivos a cations.
Aproveitando sua habilidade em formar sais lipofilicos com diferentes
cations, esses compostos foram originalmente utilizados como agentes
na precipitagdo e em processos de extragdo ligquido-liquido de cations
organicos e inorgdnicos, em solugdes aquosas.

Contudo, a estabilidade quimica de tetrafenilborato é
limitada, especialmente na presenga de acidos, oxidantes e luz, com

0 1lon hidregénio provavelmente atacando um substituinte fenila (Ph):
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A decompesigdc de derivados de tetrafenilborate sob condicdes
acidas é diminuida pela substituigdo dos anéis fenila por grupos gue
retiram elétrons nas posi¢gdes meta e para. Assim, sua estabilidade
em meio protonade & aumentada. A velocidade de decomposicio é
determinada pela concentragio de tetrafenilborato e pela concentracdo

de ions hidrogénic livres na fase orgéanica.

Assumindo-se que © ion para o qual a membrana é seletiva
forma complexos mais estdveis que o0s ilons interferentes, nas
membranas contendo iondéforos com alta estabilidade de complexo, os
pares 1idnicos entre ions da amostra ndo complexados e sitios
anidénicos tém ura influéncia menor que em membranas com complexos com
baixa estabilidade. Consequentemente, a dependéncia da seletividade
da membrana de um eletrodo na estabilidade do complexo com ¢ ionéforo
pcde ser conseguida desde'que a associagde de espécies carregadas nio

seja negligenciada.

ROZATZIN e colabeoradores (66) observaram que a estabilidade
quimica de tetrafenilborato estd relacionada com a basicidade do
cromeiondforo incorporade na membrana. Foi verificado que a
velocidade de decomposicdo ndo é& afetada pelo pH da sclucdo da
amostra desde que o cromoionéforo na membrana esteja completamente
protonado. 0s sais de tetrafenilborato altamente substituidos sdo

muito mais estéveis que tetrafenilborato de soédio.

Sob condigdes acidas, a estabilidade de diferentes sais de
borato em membranas poliméricas mostrou-se seriamente limitada na
presenga de substédncias com carater acido ou base fraca. Contudo,
boratos altamente substituidos mostraram um tempo de vida util mais
longo.

Embora ndo se tenha dades sobre a estabilidade dos sais de
fosfotungstato, as informag¢des discutidas na literatura levam a crer
que a provavel razdo para os resultados encontrados com os eletrodeos
contendo fosfotungstato serem melhores dos que os obtidos com
tetrafenilborato é que aquele par idénico, além de apresentar maior

hidrofobicidade, tem estabilidade maior quando comparado com
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tetrafenilborato.

Os plastificantes usados para preparar membranas de
eletrodos seletivos a ions representam um grupo de substancias
capazes de sofrerem véarias intera¢gdes com 1ions organicos e
inorganicos. A capacidade de extragado de plastificantes liquidos

depende de sua peolaridade (71).

Ha muita especulagdo no papel relativo dos trocadores
idnicos e plastificantes nos eletrodos de membrana. As gqualidades de
seletividade de trocadores de ions liquidos em membranas de eletrodos
sdo atribuidas a maior seletividade desses trocadores para o contra-

ion quandco comparadas com trocadores de ions resinoseos (54).

A seletividade de um eletrodo frequentemente depende nao
somente da natureza do sensor, mas ftambém do sinergismo do

plastificante (32).

O plastificante usado para dissolver o sensor trocador de
jons tem um papel suplementar no ajuste de: 1 - permeagdo relativa
na fase organica final; 2 - mobilidade dos sitios trocadores de ions
de acordo com a viscosidade do plastificante e 3 - densidade dos
sitios pela variagac da concentragaoc do trocador de ions e
possivelmente afetando a tendéncia de dimerizag&o gue pode ocorrer

em alguns sensores do tipo dialquilfosfato.

Estes ajustes podem influenciar a extensdco do aumento
sinergético do coeficiente de partigido deo ifon com consequentes
efeitos na seletividade do eletrodo. Por exemplo, com trocadores do
tipe dialquilfosfates, o plastificante dicctilfenilfosfonato produz
um eletrodo seletive a lons céalcie, enquanto gue o uso de l-decanol
produz um eletrodo seletiveo a calcio, magnésio ou outros ions
divalentes. Ha, contudo, ocasides onde a resposta seletiva a um ion
€ obtida na auséncia de plastificantes. Exemplos incluem resposta ao
fton calcio com o acido livre ou sais de calcioc do &4cide di-(2-
etilhexil) fosforico e Aacido dioctilfosférico, onde esses materiais

tém, ele préprics, algumas propriedades plastificantes.
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Estudos explicando a preferéncia de carregadores neutros
por ions monovalentes ao invés de divalentes indicam que
plastificantes de constantes dielétricas baixa favorecem essa
preferéncia. Isto € atribuido & energia livre de Born, uma medida de
interac3o eletrostatica entre um complexo carregado positivamente e
o solvente da membrana, se tornando menos negativa quando a permeagdo
relativa do meio solvatado diminui e pelo valor absoluto da energia
livre de Born sendo proporcional ao quadradoe da carga do complexo.
Qualguer diminuicao na constante dielétrica ira diminuir
drasticamente a estabilidade do complexo carregado. Este efeito,
contudo, € controlade pela necessidade em permitir que mudangas de
energia livre associadas ao desengajamento dos sitios de coordenagé&o
no carregador, pela destruigdc das ligagdes intermoleculares
solvente-carregadeor, mas uma vez gue isso néo é dependente da carga
idnica e do raio, a sequéncia de seletividade dos carregadores deve

permanecer inalterada,

Para a discriminagio entre cations dentro de um dadoc grupo
da tabela periddica, a influéncia do plastificante sobre carregadores
neutros é considerada de menor importancia. Mas isso ndo se aplica
a todos os senscres, por exemplo, dioctilfenilfosfonato ¢é mais

seletiveo a calcio do que aos cutros cations alcalinos terrosos.,

Qualgquer gque seja o papel do plastificante, o© uso de
matrizes de PVC cria a necessidade de plastificacdo e coloca
restrigdes na escelha do plastificante. Contudo, hé ocasides, como
por exemplo com o plastificante l-decanol, onde eletrodes de membrana
com matriz de PVC sac¢ obtidos com um solvente de propriedades
plastificantes pobres. Infelizmente, em tais casos, a imiscibilidade
de solventes que ndo sdc bons plastificantes, comec é o caso do 1-

decanol, resulta na exsudagac e liquido da membrana de PVC.

Resuminde o papel do solvente/plastificante em matrizes de
PVC, além da fungdo de plastificantes, eles devem ser imisciveis com
dgua, relativamente ndc voliteis, um bom solvente para o sal trocador
de ions e promover a seletividade iénica desejada, além de serem

liquidos de suficientemente alta viscosidade (54).
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Em geral, as membranas de PVC para eletrodos seletivos a
ions contém cerca de 66% de plastificantes e a performance do

eletrodo diminui com a diminuicgao do teor de plastificante.

Foi mostrade que eletrodos de membrana polimérica sao
funcionais somente acima da temperatura de transigdo vitrea (T, do
polimero, temperatura de transicdo similar ac pontoe de fusdo dos
sOlidos. Isto demonstra claramente que PVC plastificado esta em um
estado semelhante ao liguido, com as moléculas do plastificante e as
cadeias de PVC fermando uma sclugdo verdadeira, termodinamicamente
estavel, com mistura a nivel molecular, na qual iondforo e sais estao
disselvidos. Uma vez que se trata de uma uUnica T,, ¢ sistema tem
somente uma fase. Apesar dessas conclusdes, muitos autores tém
considerado ¢ compconente PVC como um suporte inerte e o plastificante
como liquide 1livre. Ao lado disso, PVC pléstificado tem sido
considerado como uma matriz suficientemente pura e inerte com o unico

objetivo de ser um sclvente insoluvel em dgua imobilizado.

Estudos recentes mostraram que essas observagdes nao sao
corretas, Tanto a estrutura fisica como as contaminagdes quimicas do
PVC plastificade s&do importantes para a explicacio de diversas
observagdes experimentais. Deve ser ressaltado que os aspectos
particulares que explicam o comportamento do PVC plastificado podem
ndo ser necessariamente observados em outros tipos de membranas de
eletrodos seletivos a ions. E possivel construir eletrodos seletivos
a ions sem matriz polimérica e esses eletrodos podem funcionar de uma

maneira diferente.

O papel das impurezas na matriz de PVC parece ser pouco

importante guando sais sdo deliberadamente adicionados a membrana.

A constante dielétrica do PVC plastificado é& obviamente
importante guandc se considera esse material para usc em membranas
de eletrodos seletivos a lons. Por exemplo, um material de constante
dielétrica baixa ¢é desejavel quande ions monovalentes devem ser
analisados em presenga de ions divalentes. A constante dielétrica do
polimero é uma fungdo da proporgidc PVC/plastificante e da natureza

deste ultimo. Uma vez gque a maloria das membranas utilizadas em
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eletrodos seletivos a ions contém entre 60 e 70% em peso de
plastificante, deve-se esperar que as constantes dielétricas dessas
membranas sejam similares as dos plastificantes liguidos puros,
especialmente porque o PVC plastificado estard acima da sua T; a
temperatura ambiente e se comportara essencialmente como um liquido

viscoso.

Para membranas seletivas a cations divalentes, geralmente
sio utilizados plastificantes com alta constante dielétrica, por
exemplo éter de nitrofenil octila. Moléculas menores CoOmo
nitrobenzenc nio s3o adeguadas porgue, embora elas plastifiquem o
PVC, elas saem facilmente da membrana quande em contato com solugoes
agquosas. Desse modo, parece ser dificil obter membranas de PVC com
constante dielétrica alta uma vez que: 1 - elas devem conter, no
minimo, 20% de PVC para serem mecanicamente estéveis; 2 - a molécula
do plastificante deve ser suficientemente grande para n3o sair para

a sclucgdo aguosa.

A mobilidade idénica no PVC que é cerca de 1000 vezes menor
que na agua. Essa mobilidade é muito sensivel 3 quantidade de PVC na
membrana. Assim, de uma membrana com 33% de PVC para uma membrana com

40% de PVC, a mobilidade dos ions diminui de um fator de 10.

A maioria dos sais quando dissclvidos em PVC plastificado
se comportam como eletrdlitos fracos com uma grande proporgaoc de
pares iénicos sendo formados. A constante de dissociacdo de varios
sais foi medida em membranas de DPVC(33%)-di-octil sebacato, os
valores foram encontrados geralmente entre 107" e 3 x 107 mol/L. Isso
significa que se um sal for dissolvido nesta membrana em um nivel
milimolar, a concentracdo de ions sera, no minimo, de 3 x 10™ mol/L.
Quando o plastificante & éter de nitrofenil octila, a 2/3 em peso,
concentracdes de sais de 1 mmol/L estardo completamente dissociados

devido a constante dielétrica maiocr.

Desse modo, para gqualquer membrana de PVC plastificado
contendo sais nela disscolvidos, ©s quals podem ser impurezas, a
condutividade dependera de: 1 - grau de dissociagdo do sal em ions

e 2 - da mobilidade dos ions formados.
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O grau de dissociagdo assim como as mobilidades idnicas sdo

sensiveis a relagdo PVC/plastificante,

A condutividade de PVC plastificado ac gual nenhum ion fol
deliberadamente adicionadc é uma fungdo do grau de impurezas iénicas
do FVC e do plastificante. Em muitos cases, ¢ nivel de impurezas
idnicas pode ser aproximadamente 107 mol/L, embora este nivel possa

ser reduzido pela purificagdoc do PVC.

£ importante conhecer o coeficiente de difusiéo de ionéforos
neutros incorporados em membranas de PVC. Recentemente foi
desenvelvida uma técnica na qual esses coeficientes de difusdo podem
ser avaliados, a qual baseia-se em medidas das curvas corrente-
voltagem, Foi observado que com o aumento da quantidade de PVC, os
coeficiente de difusioc diminuem drasticamente..

Quando PVC estid em contato com Agua, mecléculas de Aagua
devem entrar no pelimero. Ha pouca informagdo na literatura sobre a
concentragdo de eguilibrio de moléculas de agua em PVC plastificado
quandc em contato com solugdes aquosas. A maior parte das analises
realizadas com membranas de PVC citadas na literatura se relacionam
a membranas saturadas com &gua a niveis de 0,6 mol/dm’. Membranas que
ndao estdo em contato com solu¢des aquosas conterdo uma concentragéo

mencr de agua, comc resultado do contato com a umidade do ar.

No passado, membranas seletivas a 1ions potéassio eram
preparadas somente utilizande valinomicina como carregador e sem a
adigado de sais. Essas membranas dependiam da presen¢a de impurezas
no PVC ou no plastificante. Em geral, & necessario condicionar esses
eletrodos pelo contato com solugBes aquosas contendo ions potéassio
para permitir gque um grau de troca ocorra. Foi mestrado que PVC
plastificado com um plastificante apolar e contendo valinomicina como
material eletroativo absorvia ions potédssio de uma solucdo de KCl 1077
mol/L enquanto que a absorgdo de ions cloreto dessa mesma solucdo era
negligenciavel. Esses autores concluiram que a membrana se comportava
como um trocador idnicco de baixa capacidade, da ordem de 10 mol/L.
N&o havia, contudo, nenhuma razdoc o6bvia para esta observacdo. Um

estudo recente sugere um mecanismo diferente. Foi observado que sais
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inorgadnicos como KCl ou CsCl, quando deliberadamente incorporados em
membrana de PVC/valinomicina, aumentam a capacidade de troca de
cdtions sem afetar a performance do eletrodo seletivo a ions. Este
efeito é devido a provavel imobilizagdc de sais dentro da membrana.
Agua da solugdo aquosa circundante se difunde facilmente pela
membrana e solvata as impurezas aonde elas estiverem. Inclusdes
coloidais de sclugdes salinas aquosas sdo aparentemente formadas e
sdo virtualmente iméveis. Troca idénica ocorre entre essas inclusdes
e a fase aquosa. Baseado nessas observagdes, esses autores sugeriram
que a capacidade de troca idénica intrinseca da membrana pode também

ser devido a impurezas idnicas.

Espera-se que qualquer substdncia alcance, apds um certo
tempo, uma distribuigdo de equilibrio entre membrana e fase aguosa.
Sais hidrofilicos nao sdo lixiviades de membrana para a solucgdo
aguosa, é a agua gue peﬁetra na membrana e solvata esses ions in
situ. Tondforos e plastificantes sfo lixiviados lentamente, e esse
processo limita a vida atil do eletrodo. A lixiviagdo de substancias

neutras € um processo de exsudacio.

Em membranas de PVC plastificade tipicas, de espessura 0,1
mm, a regido de cargas espaciais se espalha somente uma pequena
distdncia no interior da membrana. H4, contudo, uma diferenca
significativa entre interfaces liquido/liquido e polimero/agua. No
caso de polimeros, tanto o polimero como o plastificante podem se
acumular na interface, com isso a composigdo da interface é diferente
da composigdo da membrana. Além disso, impurezas presentes no

polimero também podem se acumular na interface (3).

A fim de se ten'ar entender melhor o papel dos
plastificantes, SVANCARA & VYTP1S (71} construiram eletrodos de pasta
de grafite aonde plastificantes (tricresilfosfato, dioctilftalato e
eter de 2,4-dinitrofenil n-octila) foram utilizados para a formacao
da pasta e comparados com pastas feitas com Nujol e dleo de silicone.
Esses eletrodos mostraram algumas propriedades interessantes: 1 - o
plastificante pode cobrir sitios de absorgidc ativos das particulas
de grafite; 2 - eletrodos com pasta feita com plastificantes tém

tempo de vida menor provavelmente devido & alta volatilidade dos
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plastificantes utilizados; 3 - foi observado que eletrodos de pasta
de grafite com plastificante exibem comportamento de extracio,
enquanto que pastas com Nujol ou O6leo de silicone tém comportamento
de adsorgédo; e 4 - eletrodos de pasta de grafite com plastificante
apresentam carater de extragdo porque ha acumulo no eletrodo do ion

em analise apds sucessivas varreduras (71).

O tempo da vida das membranas pode também ser limitadc

pela volatilidade do plastificante (8).

BOUKLOUZE e colaboradores (12} compararam as respostas de
eletrodos seletivos a ions para anestésicos locais, utilizando os
plastificantes dioctilftalato e nitrobenzeno juntos e separados. Os
melhores resultados foram encontrados com o uso da mistura dos dois
plastificantes e ndo com cada um separadamente.-Embora a linearidade
das respostas e o limite de detecgdo tivessem sido melhorados usando
um s6 plastificante, esses eletrodos mostraram baixa
reprodutibilidade e leituras de potencial instaveis e, além disso,
08 seus tempos de vida util ndo excederam um dia. Esses autores nao
encontraram nenhuma evidéncia de que os plastificantes utilizados
estivessem envolvidos na determinagido da seletividade dos eletrodos

com relagdo aos anestésicos locais estudados.

Resultados de outros autores indicaram que o uso de um
plastificante com deficiéncia de elétrons como o nitrcobenzeno faz com
que a membrana responda somente a inions. Mas os eletrodos montados
por BOUCLOUZE e colaboradores para cos farmacos tetracaina, lidecaina
e procaina contendo somente nitrobenzeno mostraram excelente resposta
para esses cations. OQutros autores, utilizando nitrobenzenc ou
dimetilftalato como plastificante para eletrodo seletivo & nicotina,

encontraram melhores resultados com nitrobenzeno.

Por outro lado, éter de nitrofenil octila e éter de
nitrofenil fenila, que também s3o classificados como plastificantes
deficientes em elétrons, sdc frequentemente utilizados em eletrodos
seletivos a cétions, assim como a 4&nions. Ao lado disso,
dioctilftalato, considerado doador de elétrons e util para propiciar

especificidade somente a cations, foi usado para plastificar
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eletrodos seletivos aos &nions tetrafenilborato e hexadecilpiridinio

(12).

Para a preparagdo das membranas de PVC utilizadas neste
trabalho, foram utilizades os plastificantes dibutilftalato, a
mistura nitrobenzenc e dioctilftalato, éter de 2-nitrofeniloctila e

dioctilfenilfosfonato.

A Tabela 2 mostra a comparagdo entre essas membranas.

Tabela 2 - Comparacac entre a performance das membranas de PVC

preparadas com diferentes plastificantes e pares idnicos

PLASTIFICANTE PAR IGNICC | LIMITE DE DETECGAO COEFICIENTE ANGULAR
{mel/L) {mv/dacada de concentragio)
DBF TFB 7,9 ¥ 10° 57,2
NE + DOF TFB 4,5 X 10°° 55,7
NFOQ TFB 3,9 X 10°° 57,9
DOFF TFB 1,0 % 10°° 51,6
DEF FOSFO 1,0 X 10° 57,8
NB + DOF FOSFO 1,0 X 10™ 58,9
NFO FOSFO 1,0 ¥ 10°¢ 60,6
DOFF FOSFO 7,9 X 10 52,4

DBF = dibutilftalatoe

NB + DOF = mistura nitrobenzeno e dioctilftalato
NFO = é&ter de Z-nitrofeniloctila

DOFF = dioctilfenilfosfonato

TFB = tetrafenilborato de tiamulina

FOSFO = fosfotungstato de tiamulina

Das membranas que continham tetrafenilborato de tiamulina,
os coeficientes angulares que mais se aproximam do tedrico esperado
foram obtidos com os plastificantes dibutilftalato e éter de 2-
nitrofeniloctila. J& com os eletrodos com membrana contendo o par
idnico fosfotungstato de tiamulina, o©s melhores resultados foram

obtidos com a mistura de plastificantes nitrobenzeno/dioctilftalato
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e com eter de 2-nitrofeniloctila. Mas, o que tem maior influéncia na
resposta desses eletrodos & a natureza do par i6nico. Quando se
utilizou fosfotungstato de tiamulina, os coeficientes angulares foram
mais proédximos dos 59,2 mV/década de concentracgdo, considerado ideal,

do que com tetrafenilborato de tiamulina.

Acetato de celulose forma membrana a temperatura ambiente
sem © uso de plastificantes (40). Este formador de filme foi
utilizado nas membranas 12 a 17. Destas, sé obedeceram & equacdo de
Nernst as de numero 12" e 16" (Figura 22), porgue nessas duas
membranas se utilizou como solugdo interna uma fase contendo solucdo
saturada de tetrafenilborato de tiamulina em nitrobenzeno, a qual
ficava em contato com a solugdoc da amostra, e a segunda fase contendo

solugao de KC1 0,1 M, onde ficava imerso o fio de Ag/AgCl.

Como membrana de acetato de celulose é semipermeavel, a
solugao interna centendo nitrobenzeno exsudou, indo para a solucac
em analise. Este fato traz varios incovenientes: 1 - o eletrodo nio
pode ser usado em controles de processo, em analises em fluxo ou em
monitorag¢des no campo; 2 - a solugdo da amostra naoc pode ser
reaproveitada e 3 - atengdo deve ser dada ao nivel de solucdo interna
no corpo do eletrodo a fim de que ele seja mantido mais ou menos

constante para ndo influir nas medicdes.

Matrizes de acetato de celulose, etil celulose e colédio
tém se mostrado totalmente insatisfatérias para uso como membranas

em eletrodos seletivos a ions devido ac seu carater hidrofilico (54).

A membrana de acetato de celulose atua somente como um
separador fisico inerte para conter a solucio interna do eletrodo.
Esta membrana ndc tem papel efetivo nos processo de geracgdo de
potencial, uma vez que as determinac@es realizadas com eletrodos com
membrana feita com esse formador Ade filme contendo como solucao
interna a mistura cloreto de sédio 0,10 mol/L e hidrogenofumarato de
tiamulina 1,0 x 10 mol/L n&o deram leituras de potencial. S6 foi
possivel realizar medigdes quando a sclugdo interna continha
nitrobenzeno. Neste caso, a membrana seletiva do eletrodo é formada

pelo nitrobenzeno, originando a interface agua/nitrobenzeno, onde
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Figura 22 - Comparac¢adc entre as curvas de calibracido da membrana 12**
(—D0 —) (acetato de celulose 0,20 g, tetrafenilborato de tiamulina
0,20 g, acetona %,0 ml, nitrobenzeno 0,1 ml) e membrana 16" (—. —)
(acetato de celulose 0,20 g, tetrafenilborato de tiamulina 0,40 g,
acetona 5,0 ml, nitrobenzeno 0,1 ml). Utilizande sclugdes de
hidrogenofumarato de tiamulina preparadas em Agua destilada nas
concentragdes 1,0 x 10 mol/L a 1,0 x 107° mol/L.
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ocorrem o©0s processeos de fLroca idnica e geragdo de potencial

discutidos anteriormente.

0 fato de que acetato de celulose &€ um suporte inerte
também ficou evidenciade quando se montou membranas desse material
sobre eletrodo de pasta de grafite (Figura 13), membranas 36 a 37.
0Os eletrodos obtidos n&o mostraram resposta nerstiana mesmo quandg
0,1 ml de nitrobenzeno fol adicionado a solucdo da membrana antes da

sua solidificagdo (membrana 29).

Naficon {Figura 23) & um sal polimérico, ou seja, & uma
cadeia polimérica contendo nuaclecs anidnicos e contra-ions movels,
que possul condutividade 1idnica, devideo ac movimentc das cargas

idnicas.

——+CF, CFyz— (CFCF,)

: - +
OCF&CFIOCFECFsta. Ne

Figura 23 -~ Estrutura do Nafion,

Este tipo de polimero tem uma condutividade extremamente
baixa devido a agregagdo dos ions em grupos. Sua condutividade pode
ser melhorada quando os contra-ions estdc solvatados. Assim, Nafion
tem condutividade menor que 107"’ $/¢m, mas se torna um condutor muito
melhor, com condutividade menor gue 10" $/cm, quando umedecido com

polietileno glicol (58).

Nafion ¢é um poelimero de troca iénica sulfonado e
perfluorinado fabricado pela DuPont. Ele ¢é, tanto quimica como

Ltermodinamicamente, estavel em solugdo aquosa (53,82). O grupo
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hidrofilico sulfonato carregado negativamente deo Nafion terna-o capaz
de pré concentrar cations por interagdo eletrostatica, enquanto que
seu esqueleto fluor-carbono hidrofdbico confere-lhe seletividade
idénica para cétions orgédnices, através de interacadc hidrofébica,
Esses dois fatores fazem com que o Nafion seja seletivo a céations,
especialmente aqueles hidrofébicos orgénicos (43,82). Filmes de
Nafion tém-se mostrado Uteis na preparacgido de eletrodos modificados,

principalmente em voltametria e amperometria (2,4,7,43,53,82).

Como Nafion tem alta seletividade para cations, tentou-se
montar eletrodos seletivos a tiamulina utilizando membranas
construidas com esse polimero. Sempre gque Nafion & citade na
literatura, sua utilizagdoc é em eletrodeos s6lidos - platina, pasta
de grafite e outros. A primeira tentativa de emprego de Nafion neste
trabalho foli com montagem do eletrodo segunde EL-JAMMAL (Figura 12).
As membranas obtidas, 'de numergs 18 a 23, foram de dificil
manipulagado, se rompendo facilmente, o que impediu a determinacdo dos

petenciais.

Como membranas de acetato de celulose s@o semipermeéveis,
foi feita a tentativa de se sobrepor 3 membrana de Nafion uma
membrana de celulose, a fim de aumentar sua resisténcia fisica, As
membranas resultantes, de numeros 32 a 35, embora mais resistentes,

nac apresentaram resposta nerstiana.

A terceira tentativa foil a montagem da membrana de Nafion
sobre um eletrodo de pasta de grafite (Figura 13). A solucidc da
membrana foi depositada sobre o eletrodo vArias vezes, com secagem
ac ar entre elas, até a formacido de um filme continuc. Foi feita a
deposigdc somente de Nafion a 2% em etanol (membrana 40) e a
deposigdo dessa mesma solugdo contendo tetrafenilborato de tiamulina

(membrana 41). Nos dois casos n3do houve resposta nerstiana.

Eletrodos de membrana polimérica seletivos a ions baseados
em pares idnicos apresentam dificuldades como interferéncias e perda
do trocador e do plastificante da matriz polimérica. Essa perda, a
qual causa a deterioracdc da resposta do eletrodo e resulta em um

tempo de vida do eletrodo limitado, depende principalmente da
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natureza (lipoficidade) do plastificante e do componente ative da
membrana, A fim de minimizar esses problemas, tem side sugerido o uso

de alternativas ao PVC come matriz polimérica (12,32,54).

Tem sido sugerido que polimeros com temperatura de
transigac vitrea (T,) baixa sdao boas matrizes para eletrcdos com

membrana polimérica (32).

Plastificantes sdc eficientes na reducdoc da temperatura de
transigdo vitrea de polimeros, a qual para o PVC & 81°C. Tem sido
sugerido que polimeros como poliuretano e borracha de silicone com
transigdo vitrea menor que a temperatura ambiente s3c matrizes
adequadas para a formacdc da membrana. Poli (metilmetacrilato) e
poliestirenc se mostraram nio apropriados para o uso como membranas
de eletrodos devido as suas altas temperaturaslde transigdo vitrea,
105°C e 100°¢, respectivémente. Além da T, alta, também devem ser
considerados a baixa solubilidade dos trocadores nesses pclimercs e

a sua incompatibilidade com os outros componentes da membrana (54).

Em testes com eletrodos com membrana de poliestireno, cuja
T, € 100°C, n3o se conseguiu nenhuma resposta, enquanto que bons
resultados foram obtides, tanto para cations organicos como
inorganicos, com eletrodos com matriz do copolimero etileno/acetato
de vinila (EVA), cuja T, é baixa (-50°C), menor que a temperatura
ambiente (32).

Contudo, dependendo do polimero utilizado, o eletrodo pode
exibir pior desempenho. Assim, o usoc de copolimero acetato de
vinila/cloreto de vinila hidrolizado em eletrodos seletivos a calcio
nao oferece vantagem, enquanto gque poli(vinil isobutil éter) exibe
¢ mesmo comportamento de um eletrodo de PVC contendo o mesmo material
eletroativo (12,32).

O uso do copolimero etileno/acetato de vinila (EVA) em
eletrodos seletivos a célcio aumenta suas seletividades em presenca

de outros ions, principalmente cobre e metais alcalinos (32).
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Baseado nos resultados positivos obtidos com o uso de EVA,

foram construidos eletrodos com membrana contendo esse material.

Este copolimero forma membranas durdveis e manipulaveis a
temperatura ambiente com e sem o auxilio de plastificantes. A
membrana 24, contendo o par tetrafenilborato de tiamulina, e a
menbrana 26, contendo fosfotungstato de tiamulina, foram preparadas
com EVA sem o uso de plastificantes. Com a primeira membrana
conseguiu-se fazer medigdes de potenciais mas o coeficiente angular
encontrado, 35,5 mV/década de concentracido, estd muito abaixo dos 59
mV/década de concentragdo considerado ideal. J& com a segunda

nembrana ndo se conseguiu fazer nenhuma medigio.

Mas com o uso dos plastificantes dibutilftalato,
nitrobenzeno e dioctilftalato em conjunto e éter de 2-
nitrofeniloctila, consegdiu-se resultados que estdo de acordo com a

equagdc de Nernst.

A Figura 24 mostra a comparacdo entre as curvas de
calibragdo das membranas 24, sem plastificante e com tetrafenilborato
de tiamulina como par idnico, 25 e 27, contendo a mistura de
nitrobenzeno e dioctilftalate como plastificante e os pares idnicos
tetrafenilborato de tiamulina e fosfotungstatc de tiamulina,
respectivamente. A membrana 25 apresentou coeficiente angular de 52,9
mV/década de concentragd3o e a membrana 27, 61,9 mV/década de
concentracao. Com a membrana 24 conseguiu-se o menor limite de
detecgdo, 2,5 x 107 mol/L, e com a membrana 27 o maior, 4,5 x 105
mol/L.

Os resultados conseguidos com a membrana de EVA
plastificada com éter de nitrofenil octila s3o mostrados na Figura
25, A membrana 28, contendo tetrafenilborato de tiamulina como par
idnico, apresentou coeficiente angular de 51,3 mV/década de
concentragdo, enquanto que a membrana 29, contendo fosfotungstato de
tiamulina, apresentou 58,9 mV/década de concentracgdce. O maior limite

de deteccido foi obtide com a primeira membrana, 7,9 x 10°¢ mol/L.
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Figura 24 - Comparag¢ao entre as curvas de calibracido da membrana 24
(— o — o -—) (copolimero etileno/acetato de wvinila 0,35 g,
tetrafenilborato de tiamulina 0,085 g, cloroférmio 6,0 ml), membrana
25¢(..... g ....@ .} (copolimero etileno/acetato de vinila 0,35 g,
tetrafenilborato de tiamulina G, 085 d, cloroférmic 4,0
ml,dioctilftalato 1,0 ml, nitrcbenzeno 0,1 ml) e membrana 27

{
de tiamulina 0,085 g, cloroférmio 4,0 ml, dioctilftalato 1,0 ml,

« — (copolimerc etileno/acetato de vinila 0, 35 g, fosfotungstato

nitrobenzeno 1,0 ml). Utilizando solucgdes de hidrogenofumarato de
tiamulina preparadas em agua destilada nas concentragdes 1,0 x 1072
mol/L a 1,0 x 10°° mol/L,
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Figura 25 - Comparag¢do entre as curvas de calibragdo da membrana 28
(— o — o —) (copolimero etileno/acetato de wvinila 0,35 g,
tetrafenilborato de tiamulina 0,085 g, éter de 2-nitrofeil octila

0,64 g, cloreofdérmio 5,0 ml) e membrana 29 «} (copolimero

etileno/acetato de vinila 0,35 g, fosfotungstato de tiamulina 0,085
g, éter de 2Z2-nitrofenil octila 0,64 g, cloroférmio 5,0 ml).
Utilizando solugfes de hidrogencfumarato de tiamulina preparadas em

agua destilada nas concentracdes 1,0 x 10 mol/L a 1,0 x 10°® mol/L.
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As curvas de calibragido das membranas 30 e 31 sio
comparadas na Figura 26. Nessas membranas foi utilizado
dibutilftalato come plastificantes e os pares idnicos foram
tetrafenilborate de tiamulina e fosfotungstate de tiamulina,
respectivamente. Com a membrana 30 foi encontrado coeficiente angular
de 57,6 mV/década de concentracdo e limite de detecgdo de 3,9 x 107°
mol/L., Ja& com a membrana 31, o coeficiente angular foi de 61,8

mv/década de concentragic e 1,0 x 10™° mol/L como limite de deteccio.

Como pode ser observade na Tabela 3, a maior influéncia no
desempenho das membranas de EVA estudadas é o par iénico. Os melhores
coeficientes angulares foram conseguidos com a utilizacdo de
fosfotungstato de tiamulina. Os plastificantes empregados nao tiveram
grande influéncia nos resultados mas, embora EVA forme filmes sem a
utilizagdo de plastificantes, no caso dos eletrodos avaliados, eles

devem estar presentes.

Uma das vantagens do copolimero EVA é que ele pode ser
dissolvido em uma gama grande de solventes, o que permite o uso de
alternativas ao tetrahidrofurano e ciclohexanona comumente utilizados
com PVC. EVA pode ser dissolvido em tetracloreto de carbono,

cloroférmio, diclorometanc, p-xileno, tetrahidrofurano e tolueno.

Do ponto de vista de estabilidade de resposta, o uso de EVA
ao invés de PVC causa uma excessiva susceptibilidade do eletrodo a
eletricidade estdtica quando a membrana fica muito dura. Este
problema pode ser contornado pelo controle do nivel de secagem da
membrana. Excelente estabilidade de potencial pode ser obtida
limitando-se a secagem a um nivel suficiente para garantir o minimo
de resisténcia mecénica da membrana no eletrodo, o que é& geralmente

conseguido apds 3 horas de secagem (32).
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Figura 26 - Comparacdoc entre as curvas de calibracdo da membrana 30
{ . —) {copolimero etileno/acetato de wvinila 0,35 g,
tetrafenilborato de tiamulina 0,08 g, dibutilftalato 0,36 g,

cloroférmio 6,0 ml) e membrana 31(—o — c —) (copolimerc
etileno/acetato de vinila 0,35 g, fosfotungstato de tiamulina 0, 08
g, dibutilfatalato 0,36 g, cloroférmio 6,0 ml). Utilizando solucdes
de hidrogenofumarato de tiamulina preparadas em dgua destilada nas
concentragdes 1,0 x 107mol/L a 1,0 x 10 mol/L.



105

Tabela 3 - Comparagdo entre a performance das membranas de EVA

preparadas com diferentes plastificantes e pares idnicos

PLASTIFICANTE PAR IGNICO LIMITE DE DETECGAO COEFICIENTE ANGULAR
{mol/L) {mV/década de concentragio)
- TFB 2,5 X 10° 35,5
DBF TFR 3,8 X 10° 57,6
NB + DOF TFB 1,9 % 10° 52,9
NFC TFB 7,9 X 10°° 51,3
- FOSFO - -
DBF FOSFO 1,0 X 10 61,8
NB + DOF FOSEO 4,5 X 107° 61,9
NFEO FOSFO 1,0 X 10° 58.9

DBF = dikbutilftalato

NE + DOF = mistura nitrobenzeno e dioctilftalato
NFO = éter de 2-nitrofeniloctila

TFB = tetrafenilberato de tiamulina

FOSFO = fosfotungstate de tiamulina

De todas as membranas preparadas, foram escolhidas a
membrana 10 (PVC, fosfotungstato de tiamulina, éter de 2-nitrofenil
cctila e tetrahidrofurano) e membrana 30 (EVA, tetrafenilborato de
tiamulina, dibutilftalato e cloroférmio) para serem empregadas nas
andlises das formulagdes veterinArias e terem seus resultados
comparados estatisticamente com aqueles obtidos pelos métodos
comumente utilizados em andlise de rotina: titulagdo em meic nio
aquoso para hidrogenofumarato de tiamulina pure e cromatografia
liquida de alto desempenho {(HPLC) para as formulagdes comerciais,

A formulagdo A, solucdo aquosa contendo 12,5% de
hidrogenofumarato de tiamulina, foi analisada por potenciometria
direta. Através da Tabela 4 é possivel cbservar que com a membrana
30 e sulfato de sddio 0,10 M, consegue-se os mesmos resultados do que
com HPLC mas com estimativa de desvio padrdo menor. J& com as outras
membranas houve diferenga significativa, provavelmente devido a

interferéncia dos excipientes empregados nesta formulagao.
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Tabela 4 - Comparagdoc entre os resultados obtides com os métodos
cromatografia ligquida de alto desempenho e potenciometria direta com

eletrodo seletivo a tiamulina na anadlise da Formulacdo A

METODO
HPLC EIS8 EIg EIs EI3
membr 10* membr 30%* membyr 10+* | membr 30+*+

Conc. real (% do 97,1 84,4 108, 3 108, 3 97,1
teérice)
Desvico Padrdo Abs. 0,39 0,12 0,64 0,25 0,21
besgvio Padrio 0,40% 0,10% Q,75% 0,21% 0,20%
Relativo
Limite de c,70 0,22 1,15 0,52% 0,43
Confianca Superior
(P = 90,95, £ =17}

n =48
* determina¢des realizadas em agua destilada
** determinag¢des realizadas em Na,S0, 0,10 M

EIS = eletrodo ion-seletivo

A fim de se tentar eliminar a interferéncia causada pelos
excipientes, dois métodos de extracido foram testades. Utilizando o
método de extragdo da ROAC (49) conseguiu-se teor de 7,1 x 10°° mol/L
e com o método da ACAC modificado 6,3 x 107° mol/L rara teor tedrico
de 3,3 x 107 mol/L.

Nenhum eletrodo seletivo a ions responde exclusivamente ao
ion para o qual ele foi desenvolvido para medir, embora o eletrodo
tenha melhor resposta para o ion primario do que para cs outros ions
presentes. Se um outro ion, interferente, estiver presente em grande
concentragdo quando comparado com o ion primario, a resposta do
eletrode tera contribuicdo tantoc do ion primario como do ion
interferente. O grau de seletividade do eletrodo para o ion primario
i, com relagdo ao ion interferente 3 & expresso pelo coeficiente de
seletividade potenciométrico, K?*u, que & definido pela equagio geral

do potencial do eletrodo (pag. 18).
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0 valor de K?“ﬁ nunca & constante para todas as atividades
de i1 e j, embora ele seja algumas vezes constante para uma dada
relacdo de atividade de i e j. Essas variagdes no K?*” estdo
associadas com o mecanismo de resposta do eletrodo e com mudangas no
ambiente dos 1ions em solugdo, Esses fatores fazem com que K,

dependa do método utilizado para sua determinacio.

VArios meétodos tém sido descritos para a determinacio do
coeficiente de seletividade. 0s métodos se enquadram em duas
categorias: a - métode das solugdes separadas e b - método das

solugdes misturadas.

No método das solugdes separadas, o potencial do eletrodo
¢ medido primeiro na solug¢dc contendo ¢ ion primario i (sem a
presenga do interferente.j) e depois em solugdo do interferente J
(sem i presente). O K, & calculado a partir das atividades de i e
J nas diferentes solugdes e do potencial do eletrodo. Embora este
métode seja simples de realizar, ele ndo & recomendadc porgue os
resultados ndo sdo confiaveis. O0s processos que determinam o
potencial na superficie da membrana do eletrodo s&o tais que
resultados substancialmente diferentes sdo frequentemente obtidos em
solugdes puras separadas de 1 e j dos obtidos com a mistura das duas
solugbes. Este método também nido é satisfatério porque as condicdes
de determinacaoc do R?#u ndo reproduzem as condigdes das amostras, as

quais contém i e j.

Por estas razdes, o método das solugdes misturadas &
preferivel. A medida de potencial do eletrodo é feita em solugdes
contendo diferentes atividades de i e j. A fim de simplificar a
interpretagado dos resultados, normalmente se prepara solugdes com a,
constante e varia-se a; ou mantém-s a, constante e se varia a,.
Convencionalmente, o primeiro método & o preferivel porgque

corresponde 3 situagdc encontrada nas amostras.

Se solugdes com a, varidvel sdo preparadas e os potenciais
do eletrodo sdc medidos nessas solugdes, o grafico potencial do

eletrodo versus -logC serad similar ao da Figura 17 (pag.76). O limite
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mencr de a; nessas solugdes deverid ser definido em funcao do limite
nerstiano do eletrodo em uma solugdo pura de i, caso contrarioc os
resultades serdo duvidosos. Na regido PQ do grafico, a resposta do
eletrode ao ifon primario é nerstiana. A medida que a; diminui, o
potencial do eletrode é mais afetado pela atividade de jJ e na regiio
QR, © eletrodo mostra uma resposta mista tanto para i como para j.
Do ponto R até S o eletrodo responde inteiramente a a; constante e o

efeito da diminuigdo de a ;ndc & detectado (8).

No caso da formulagédo A, o K, fol determinado para cada
excipiente, mantendo suas concentracgdes constantes e variando-se a
concentracdo de hidrogenofumarato de tiamulina de 1,0 x 10°% a 1,0 x

107 mol/L. Os valcres de K™y encontrados s&o mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Comparag¢idc entre os valores de KPt. obtidos com as

1

membranas 10 e 30 na andlise da formulacdo A

EXCIPIENTE COEFICIENTE DE SELETIVIDADE
!(P"tlj

MEMBRANA 10 MEMBRANA 30
PROF!T, HIDROXIBENZOATO 1,8 x 1073 1,3 x 107°
12,8 » 1077 molAL)
METTL HIDRCXIBEMZIOATO 1,2 x 107 6,1 x 10
12,9 % 1072 mol/L)
ACIDO CITRICO (3,7 x 107 mol/L} 6,1 x 107 5,3 x 10°°
HIDROGEND FOSFATO DISSALICO 1,6 x 10°* 4,4 x 107
16,9 x 10 "2 mel/Ly
FTANGL (1,7 % 10t mol/L) 6,1 x 10°* 6,1 x 10°°

Os valores de K*,, devem ser tratados com cautela e muitas
vezes 540 preteridos, preferindo-se analisar as curvas potencial de
eletrodo versus -log €, as quais possibilitam uma visualizag&o melhor
do nivel de interferéncia esperado ou da quantidade de interferente
que pode ser tolerado nas amostras. Devido a falhas de informagdo com
relagdo as condic¢des de determinacdo do Kwﬂd, 0 uso de valores desse
coeficiente deve ser limitado & estimativa da ordem de grandeza da
seletividade e a comparacdo dos valores de K?“u para os diferentes
lons interferentes. Os valores de N”ﬂd nao devem ser utilizados para
corrigir as leituras de potencial da amostra devido ao efeito de
concentragbes conhecidas dos ions interferentes, a nio ser que ©
valor de KFY,, tenha sido determinado com padrfes de composicido muito

similar & das amostras (8).

No caso da formulacdo B, grénulos revestidos contendo 45%
de hidrogenofumarato de tiamulina, consequiu-se encontrar 100% do
teor tedrico através de potenciometria direta sem prévio tratamento
oun extragdo da amostra. A Tabela 6 mostra a comparagdo dos resultados
obtidos com os eletrodos seletivos com os resultados obtidos por
cormatografia liquida de alto desempenhoc. Os desvios padrio
encontrados com os eletrodos sdc muito menores do que os obtides pela

técnica cromatografica.



110

Tabela 6 -~ Comparagdc entre os resultados obtidos com os métodos

cromatografia liquida de alto desempenho e potenciometria direta com

eletrodo seletive a tiamulina na andlise da Formulacdo B

Confianga Superior
(P = 0,95, £ = 7)

METODO
HPLC RIS EIS EIS EIS
mambr 10 membyr 30% mambr 10+%* membhy 30%%

Conc. real {% do 97,6 95,9 100,0 99,9 10G,0
tedrico)
Desvie Padrdo Abs. 2,67 0,13 0,18 a,33 0,09
Desvio Padrao 2,67% 0,12% ¢,26% 0,35% 0,10%
Relativeo
Limite de 4,80 0,232 0,32 0,59 0,16

n =238

* determina¢des realizadas em agua destilada

** determinagdes realizadas em Na,S0, 0,10 M

EIS = eletrodo ion-seletivo

Para a analise de hidrogenofumarato de tiamulina na forma

pura, o método de escolha é titulacdo em meio nao aquoso, utilizando

Acido perclérico em &cido acético como titulante

(9).

Os resultados

obtidos na anédlise de hidrogenofumarato de tiamulina puro por

potenciometria direta com eletrodos com as membranas 10 e 30 foram

comparados com os obtidos por titulagdo em meioc nio aguosa e sao

mostrados na Tabela 7.




Tabela 7

titulagdo em meio nidoc aquoso
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- Comparacgac entre os resultados obtidos com os métodos

e potenciometria direta com eletrodo

seletivo a tiamulina na analise de hidrogenofumarato de tiamulina

puro
METODO
Titul. meio EIs EIS EIS EIS
nac agquoso membr 10+ membr 30% mambr 10** | mepbr 30**
Cone. real (% do 100,1 9g,8 59,9 100, 1 99,7
tedrico)
Desvio Padrdo Abs. 0,21 0,26 0,47 0,21 0,11
Desvio Padrio 0,21% 0,24% 0,69% 0,23% 0,12%
Relativo
Limite de U, 38 0,50 0,84 0,38 0,20
Confianga Superior
(P = 0,95, £ =7)
n =28
*

determinacdes realizadas em 4gua destilada
** determinacdes realizadas em Na,S0, 0,10 M

EIS = eletrodo icon-seletive

A diferenga entre os teores obtidos por essas duas técgnicas

ndoc ¢é significativa.

As estimativas de desvic padriac sio muite

semelhantes, exceto para a membrana 30 com sulfato de sédio 0,10 M,

com a qual foil encontrada estimativa de desvio padrdo menor.
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5 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem ceoncluir gue
hidrogenofumarato de tiamulina pode ser determinado quantitativamente
de ume maneira simples, rapida e barata, através do uso de eletrodos

seletiveos.

As membr¥anas que apresentaram os melhores resultados foram
aquelas construidas utilizando-se PVC ou ¢ copolimero etileno/acetato
de vinila (EVA).

Membranas de EVA s0 apresentaram resposta nernstiana com a
utilizagdo de plastificantes. Embora plastificantes tenham que ser
empregados nas membranas de EVA e PVC, a natureza desses compostos
nac teve grande influéncia na performance das mesmas. As diferengas
mais marcantes foram observadas variando-se o par idénico, que foli um
fator preponderante na resposta dos eletrodos. Os melhores resultados
foram observados com fosfotungstato de tiamulina. Isto ocorreu,
provavelmente, porque fosfotungstato de tiamulina é mais hidrofébico

e tem maior estabilidade que tetrafenilborato de tiamulina.

Membranas de acetato de celulose atuaram somente como
separador fisico, ndo se prestando para a construcdo de membranas
seletivas. No entanto, membrana liquida constituida de nitrobenzeno
contendo o par idnico tetrafenilborato de tiamulina contida por
membrana de acetato de celulose apresentou coeficiente angular de 55
mV/década de concentragdo. O emprego do par idnice fosfotungstatc de

tiamulina resultou em membrana que ndo seque a equagdo de Nernst.

Para a maioria das membranas estudadas, resposta nernstiana
foi obtida em uma faixa bem ampla de concentracido, de 1,0 x 10 a 1,0
x 107 mol/L de hidrogenofumarato de tiamulina.

O método para a determinagdc quantitativa de tiamulina com
eletrodos seletivos desenvolvido neste trabalho apresenta, como
vantagen adicional, estimativa de desvio padrdo menor do que a
encontrada com analises por cromatografia liquida de alto desempenho.

Este fato evidencia que determinacdes potenciométricas de tiamulina
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com eletrodos seletivos tém maior precisdao do que determinacdes
utilizande HPLC. Ja na comparagao com titulagdo em meic ndo aguoso,
as estimativas de desvic padrio sdo muito semelhantes e as precisdes

580 equivalentes.

0s resultados obtidos na analise guantitativa de
formulagdes contendo hidrogenofumarato de tiamulina mostram que, de
acorde com a complexidade da amostra, serid necessario estabelecer
processo especifico de extragdo, a fim de possibilitar a analise de
amostras peor potencicmetria direta com eletrodos seletives. Os
excipientes empregados nas formulag¢des tém um papel muito importante
na escolha do métode analitico e na definigdo de pré tratamento da
amostra. Mas, dependendo da formulagio, € possivel a utilizacdo de
eletrodos seletives na determinag¢ido do teor do principio ative
empregando somente uma simples diluigdo da ‘amostra em solvente
adequado. Este fato abre um leque muito grande de oportunidades. Com
¢ usc de potencidmetros portéateis, movidos a bateria, & possivel a
realizagdo das andlises no campo. No caso do antibiético tiamulina,
que pode ser administrado para animais através da &gqua de bebida, &
possivel ¢ acompanhamento da estabilidade das formulacdes ou da
adequacdo da dosagem terapéutica no prédpric local, sem a necessidade
de envio das amostras para um laboratdério distante e da espera dos
resultados que, c¢com o usc de eletrodos seletives, podem ser
imediatos.
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6 - PERSPECTIVAS

Os bons resultados encontrados ensejam & otimizacdo dos
eletrodos construidos. Isto poderad ser conseguido investigando-se
novos pares idnicos, como por exemplo batofenantrolina-niquel (II) ou

reinecato de aménia entre outros.

A literatura apresenta dados quanto A& estabilidade de sais
de tetrafenilborato mas, quanto aocs sais de fosfotungstate, até o
momento ndo se tem nenhuma informagiio, Como a utilizagdo de
fosfotungstato de tiamulina apresentou melhores resultados, seria
interessante verificar como este par iénico se comporta em diferentes

meios e como isso afeta a resposta dos eletrodos.

A utilizagdc de EVA, em substituigao éo PVC, apresenta uma
série de vantagens, entre-elas esta que este polimero forma membranas
sem © uso de plastificantes, membranas estas que sao seletivas
somente a anions e ndo a citions. O estudo de meios que tornassem
essa membrana seletiva a cations, tornando-a mais idnica, talvez
propiciasse uma vida mais longa As membranas, uma vez que nao haveria

problemas como perda do plastificante por evaporagdo ou lixiviacgédo.

Em vista da boa precisdo encontrada com o uso de eletrodos
ion-seletivos na analise de formulagdes contendo o© antibiético
tiamulina, estudos envolvendo melhores métodos de extragdo seriam
recompensadores. Nas formulacdes aonde nio se conseguissem bons
resultados com esses processos extrativos, a investigacdo do uso de
eletrodos seletivos em titulagdes potenciométricas poderia trazer

vantagens adicionais.
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