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Conheca todas as teorias, domine todas as técnicas, mas ao tocar uma

alma humana, seja apenas outra alma humana. (Carl Jung)

O que é realizacdo? E o momento em que vocé vé sua beleza interior,
e € tao preenchido por ela que se esquece de tudo mais, e estd livre de

todas as amarras: vocé reconhece que € toda a Beleza, toda a Gloria,
todo o Poder. O individuo € o reflexo de Deus no espelho da natureza.

(Sathya Sai Baba)
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RESUMO

No presente trabalho foi investigada uma metodologia simples, de baixo custo e com
alta frequéncia analitica para determinacdo simultinea dcido ascérbico (AA) e dcido
acetilsalicilico (AAS) em comprimidos efervescentes. A metodologia desenvolvida é baseada
na Andlise por Injecdo em Fluxo com detec¢do por Amperometria de Miltiplos Pulsos (FIA-
AMP) e diamante dopado com boro (DDB) como eletrodo de trabalho .

O AA apresentou pico de oxidacdo mdximo proximo a 0,9 V e o 4cido salicilico (AAS
hidrolisado) préximo 1,35 V (tampdo dcido acético/ acetato; pH 4,7). A estratégia usada na
quantificagcdo simultanea dos dois firmacos por FIA-AMP foi a seguinte:

Q) +0,9 V/50ms: oxidagdo e quantificagdo seletiva de AA:

2) +1,35 V/50ms: oxidacdo de ambos os analitos (AA e AS) e quantificacio de AS
através da subtrac@o da corrente detectada nos dois pulsos de potenciais mediante o uso de um
Jator de corregdo, pois 0 AA ndo apresenta a mesma magnitude de sinal em ambos os pulsos
de potencial (fator = Iaa em +1.35 v/ 1aa em +0.9 v). A corrente proveniente da oxidacdo do AS é
obtida com a seguinte equacao: Ias=Tias v—
(Ing v x fator)

3 0,0 V/300 ms: potencial aplicado para constante limpeza eletroquimica do eletrodo de
DDB;

O método proposto apresentou faixa linear de resposta entre 10 e 90 pmol L™ e entre 16 e 200
pmol L' para AA e AS, respectivamente. O estudo de repetibilidade (n = 10) demonstrou que
o método € estdvel com um desvio padrio relativo (DPR) calculado em 0,5 %. A frequéncia
analitica do método é de 125 injecdes h™ com um limite de deteccdo de 174 e 164 nmol L' de

AA e AAS, respectivamente. Os resultados obtidos foram comparados aos obtidos por HPLC,
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sendo que foi verificado que ambos os métodos apresentaram resultados similares (feste t) e
precisdes equivalentes (feste F), considerando um nivel de confianca de 95%.

Estudos complementares para determinacdo simultinea de AA e AAS também foram
realizados usando Andlise por Injecio em Batelada (BIA) e voltametria de onda quadrada

(SWV).
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ABSTRACT

The present study investigated a simple, low-cost and, high analytical frequency method for
simultaneous determination of ascorbic acid (AA) and acetylsalicylic acid (ASA) in
pharmaceutical formulations. The methodology is based on flow injection analysis with
multiple-pulse amperometric detection (FIA-MPA) using boron-doped diamond (BDD) as
working electrode.
The oxidation current peak of AA reaches a maximum near to 0.9 V and for salicylic acid
(hydrolyzed AAS) near to 1.35 V (acetic acid/acetate buffer; pH = 4,7). The strategy used for
simultaneous determination of the two compounds by FIA-MPA was the following:
(1) +0.90 V/50 ms: AA oxidation and its selective quantification;
(2) +1.35 V/50 ms: Oxidation of both AA and AS compounds. AS can be then quantified by
subtraction of the currents obtained from both potential pulses (using a correction factor),
because the oxidation currents of AA are not the same at both potential pulses. The current
from the oxidation of AS is obtained from the following equations:
Jactor =1aa +135 v/laa s09 v

Ias = Liss v — (Iogo v X factor)
(3) +0.00 V/300 ms: applied to avoid contamination of the working electrode surface.

The proposed method presented linear range response between 10 and 90 pumol L-!
and between 16 and 200 pmol L' for AA and AS, respectively. The repeatability study
(n =10) demonstrated that the method is stable with the RSD equal to 0.5 %. The analytical
frequency was estimated to be 125 injections per hour and the limit of detection of 174 and
164 nmol L™ for AA and AAS, respectively. Results were compared to those obtained by an

HPLC method and statistical analysis was used to compare these results. At a 95% confidence
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level it was verified that both methods showed similar results (Student’s t-test) and equivalent
accuracies (F test).
Additional studies for simultaneous determination of AA and AAS were also carried

out using Batch Injection Analysis (BIA) and Square Wave Voltammetry (SWV).
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INTRODUCAO E OBJETIVOS DO

TRABALHO



1.1 - Farmacos estudados

O écido acetilsalicilico (AAS) ou aspirina e dcido ascérbico (AA) ou vitamina C sao
principios ativos presentes simultaneamente em algumas formulagdes farmacéuticas
disponiveis no mercado. Geralmente, estes medicamentos sdo indicados para o alivio de
sintomas de gripes e resfriados. O primeiro atua como antiinflamatério e o segundo,
pertencente a classe das vitaminas essenciais, age como auxiliar na producdo de células de
defesa [1]. As contra-indicacdes dessa associagdo de farmacos se devem unicamente a
presenca do AAS, uma vez que a toxicidade do AA ¢é baixa por essa vitamina ndo ser
completamente absorvida quando ingerida em grandes doses, sendo rapidamente excretada
pela urina [2].

Virias hipdteses sdo aceitas para explicar o mecanismo da reagdo adversa gdstrica da
aspirina, incluindo sua acumulacdo nas células mucosais, alteragdo de permeabilidade das
células de membrana devido ao efeito fon trapping (armadilha i6nica) e difusdo do fon H" do
limen gastrointestinal, inibicdo da prostaglandina E, levando a estimulacdo de 4cido géstrico
e secrecdo da pepsina, lesdo de microvasosos e formacgdo de radicais livres devido a ativagdo
de neutréfilos [3]. Ademais, até o momento ndo foram identificadas interacdes
medicamentosas negativas na associagdo dessas duas substancias.

Damman et. al., em 2003, fizeram um estudo em que foram avaliadas pessoas sadias
por meio de esofagogastroduodenoscopia e determinagdo de hemoglobina, antes e depois do
uso de medicamentos contendo aspirina, por quatro dias. Os participantes foram divididos
igualmente em quatro grupos: alguns fizeram uso de formulacdio comercial de AAS
tamponada sem associagcdo, outros de AAS nio tamponada sem associacdo, outros de AAS

ndo tamponada associada a paracetamol e cafeina, e alguns fizeram uso de formulacio



tamponada de AAS associada a dcido ascorbico (aspirina C efervescente). Nos participantes
do ultimo grupo foi verificado um menor nimero de lesdes gistricas, menor nimero de
petéquias e microsangramento na mucosa entérica, quando comparado aos demais [3].

Além disso, segundo Candelario-Jalil et. al (2006), ha eficicia no tratamento anti-
inflamatério de AAS em pequenas doses, quando combinado com AA, que por sua vez,
também apresenta os beneficios de um farmaco antioxidante [4].

Nos comprimidos efervescentes, os excipientes diluentes dessas duas substincias sdo
hidrogeno carbonato de sédio, manitol, 4cido citrico, sorbitol, polivinilpirrolidona, lactose,

flavorizante sabor limdo, dcido adipico e sacarina sédica.

1.1.1 - Acido Acetil Salicilico (AAS)

Esse fairmaco apresenta-se na forma de po cristalino ou cristais incolores a brancos.
Inodoro ou quase inodoro. Soldvel em 1:300 de 4gua e 1:5 em é&lcool. Possui maior
solubilidade em hidréxidos alcalinos, uma vez que a hidrélise descarboxila o H', tornando-se
idnico e, portanto, facilmente soldvel em dgua. A massa molecular do AAS é de 180,16 g
mol™ [1,5].

Desde o inicio do século vinte, depois de ter sido sintetizado em 1897 por Felix
Hoffman [5], o AAS é amplamente utilizado como antiinflamatério. Pertence a classe dos
antiinflamatdrios ndo-esteroidais (AINEs). Sua principal atividade € a inativacdo ndo seletiva
da ciclooxigenase (COX) por acetilacio irreversivel. Essa enzima € catalisadora da
transformacdo do 4cido araquiddnico em prostaglandinas e tromboxano, ambos prostandides.
Prostaglandinas sdo os mediadores mais importantes do processo de inflamacdo. Os principais
efeitos do tromboxano consistem em agregacdo plaquetdria e vasoconstriccdo [6, 7]. A

estrutura quimica do AAS € apresentada na Figura 1.1.



Figura 1.1: Férmula estrutural do dcido acetil salicilico (AAS)

O AAS ¢ indicado no alivio de sintomas de gripes e resfriados, febre, dores no corpo,
no tratamento da artrite reumatdide e na prevengdo da formacio de trombos. Porém, por ndo
ser um AINE inibidor seletivo da COX-2, inibe também a enzima COX-1 que sintetiza
prostaglandinas responsdveis por protegerem a mucosa gdstrica. Além das lesdes géstricas,
doses elevadas podem ocasionar salicilismo, caracterizado por reacdes adversas como tontura,
surdez e zumbido. Estd também ligada a um tipo de encefalite (sindrome de Reye) quando
administrada em criancas com infec¢des virais. Portanto, seu uso deve ser avaliado

principalmente em criangas, idosos e pessoas com ulcera géstrica [7].

1.1.1.1 — Tratamentos em que AAS ¢ indicado

A) Inflamacio

Inflamag@o ou flogose (do latim inflamare e do grego phlogos, que significam pegar
fogo) é uma reagdo dos tecidos vascularizados a um agente agressor. E caracterizada pela
saida de liquidos e de células do sangue para o intersticio. Embora, em geral, constitua um
mecanismo defensivo muito importante contra inimeras agressdes, em muitos casos a reacio

inflamatéria pode causar danos ao organismo [8].



O agente agressor que desencadeia a inflamagdo pode ser, entre outros: mecénico,
térmico, quimico ou microbiolégico. Esse ultimo é também chamado agente infeccioso, e
pode ocasionar infec¢do com diferentes gravidades e formas de contagio.

Os sinais e sintomas sd@o caracterizados pelo quinteto: rubor, calor - devido ao aumento
da intensidade de irrigacdo dos vasos e capilares no local atingido, tumor (inchago) — em
funcdo da exsudagdo plasmatica, dor — por atingir e comprimir os nervos locais, e disfunc¢do
dos 6rgdos — esse ultimo ocorre como forma de poupar esfor¢os do local atingido durante os

processos de regeneragdo e cicatrizagao.

B) Artrite reumatoide

As alteracOes articulares na maioria dos casos representam uma reagdo auto-imune e
consistem em inflamacéo, proliferacdo da membrana sinovial e erosdo da cartilagem do osso.
Os medicamentos indicados para esse tratamento incluem AINEs e, em casos mais graves,

agentes imunossupressores [7].

C) Trombose

A inativacdo inadequada dos mecanismos hemostaticos, como a secre¢ao inapropriada
de tromboxano, entre outros mediadores, pode causar trombose venosa que € associada a
ocorréncia de estase do sangue, ou trombose arterial que geralmente € associada a
aterosclerose. Parte do trombo pode desprender-se, e alojar-se mais adiante, causando
isquemia ou infarto agudo do miocérdio [8]. A posologia comum de administragdo da aspirina
para essa enfermidade € de 100 mg (um quarto do usual no caso de inflama¢do) uma vez ao

dia, uso continuo.



1.1.2 - Acido Ascérbico

O L-4cido ascérbico ou 3-oxo-L-gulofuranolactona (AA) ou vitamina C € uma
cetolactona de seis carbonos, com massa molecular igual a 176,1 g mol”". Sua matéria-prima
contém nao menos que 99% e ndao mais que 100,5 % de CgHsOs, de acordo com a
Farmacopéia Americana 32° edi¢do [1, 6, 9, 10]. A estrutura quimica do AA ¢é apresentada na

Figura 1.2.
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Figura 1.2: Férmula estrutural do dcido ascérbico (AA)

A substdncia se apresenta como po cristalino levemente amarelado ou cristais
incolores a brancos, inodoro ou quase inodoro, solivel em 1:3 de dgua, fotossensivel, e sua
solugd@o aquosa se degrada (oxidacdo) rapidamente em contato com o ar [6, 11].

A vitamina C é também utilizada na hidroxila¢do de vérias reagdes bioquimicas, sendo
um cofator para a biossintese de varios aminodcidos (entre eles triptofano), proteinas
(coldgeno), lipidios, carboidratos, dcido félico e algumas catecolaminas como norepinefrina e
seretonina. Também € um agente redutor que converte os radicais livres do oxigénio na forma
singlete, a formas inertes. Devido & sua ag@o antioxidante, é também amplamente utilizado

como conservante natural em produtos farmacéuticos e alimenticios [12].



1.1.2.1 — Tratamentos em que AA ¢ indicado

A) Anemia Ferropriva

A molécula é um nutriente necessario a hematopoiese por estimular a absorcdo do
ferro, em parte pela formacdo de quelatos soldveis e, em parte, através da redugdo do Fe’* na

sua forma ferrosa mais solivel. Sua deficiéncia, portanto, causa a anemia [13].

B) Estresse oxidativo

,

O estresse oxidativo refere-se a condigdes de excitotoxicidade como hipdxia. E
resultado da excessiva produg@o de espécies quimicas reativas, como radicais livres de
hidrogénio ou hidroxila ou peréxido de hidrogénio. Eles podem também ser produzidos como
um subproduto de outras vias bioquimicas incluindo a sintese de 6xido nitrico (NO) e o
metabolismo do 4cido araquidonico. Quando ndo controladas, as espécies reativas danificam
muitas moléculas-chave como enzimas, lipideos de membrana e o DNA. O AA interage com

essas espécies tornando-as inertes [8].

1.2 - Determinacao de AAS e AA

Conforme descrito nas farmacopéias Britanica (BP), Brasileira, Americana (USP), entre
outras, tabletes contendo AAS ou AA ndo devem apresentar menos que 90% e ndo mais que
110% da quantidade indicada na bula [1]. A metodologia padrdo indicada na andlise de AAS
descrita nos mesmos compéndios farmacéuticos oficiais € por espectrofotometria no

infravermelho, apds conversdo a salicilato em meio de hidréxido de sédio [10].



Os compéndios farmacéuticos oficiais ndo apresentam a descricdo da associacdo
especifica de AAS e AA, bem como a indicacdo de algum método para a determinacdo
simultdnea de ambos. Apenas cita o seguinte: tabletes efervescentes contendo AAS e mistura
de 4cidos orgénicos e um metal alquil carbonato ou bicarbonato. Neste caso, a preparacdo da
amostra e o0 método indicado para a andlise € o mesmo descrito no tépico proprio da aspirina,
o qual descreve que o espectro de absor¢do da amostra no infravermelho (dispersa em
brometo de potdssio) apresenta maximos de absor¢do nos mesmos comprimentos de onda e
com as mesmas intensidades relativas daqueles observados no espectro de AAS SQR
(substancia quimica de referéncia) preparado de maneira idéntica [1,14].

Alguns métodos que possibilitam a quantificacdo simultinea de AAS e AA foram
disponibilizados na literatura. At¢ o momento, segundo nosso conhecimento, as técnicas
empregadas para este fim foram espectrometria (com tratamento quimiométrico) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC).

Sena et al., em 2000, demonstraram a possibilidade da determinag¢do simultinea de AA
e AAS por espectrometria no ultra-violeta e calibragdo multivariada usando regressdo por
minimos quadrados parciais (PLS). Os estudos de adicdo e recuperacdo apresentaram
resultados entre 98 e 104 %. Segundo os autores, o método também permite a detec¢do da
presenca de tracos do produto de degradag¢do do AAS (4cido acetilsalicilico), além de permitir
estimar os pKas dos dcidos estudados (AAS e AA) [15].

Merckle et al., em 1998, utilizaram a espectroscopia do infravermelho préximo
(NIRS) para determinar aspirina em trés diferentes formula¢des farmacéuticas (AAS sem
associacdo, AAS em combinagdo com acido ascérbico e AAS em combinacdo com dcido
ascorbico e paracetamol). As trés formulacdes foram analisadas em tabletes intactos usando
transmitincia e reflectancia difusa e em tabletes macerados usando somente reflectancia

difusa. A calibragdo foi realizada pelo método dos minimos quadrados parciais (PLS) usando



os espectros de segunda ordem. Os resultados obtidos foram similares aos obtidos por HPLC,
mas com vantagens em relagdo a simplicidade, rapidez, ndo requerer reagentes nocivos a
satide e permitir a andlise sem destruicdo da amostra. [16].

Erdal Dinc, um pesquisador da Universidade de Ankara (Turquia) publicou cinco
trabalhos onde o foco principal foi a determinagdo simultinea de AA e AAS ou de AA, AAS
e paracetamol [17-20]. Em todos os trabalhos, o autor usou a técnica de espectrofotometria,
sendo que a diferenca entre os estudos estd no método quimiométrico empregado no
tratamento dos dados. Nesses trabalhos foi demonstrada a possibilidade do uso da calibracdo
espectral multivariada [18], da transformacdo wavelet discreta e regressdo pelo método dos
minimos quadrados parciais (PLS) [16,19], transformada wavelet continua com razio
espectral e com razdo espectral derivativa [17] e empregando wavelets do tipo Haar e Chapéu
Mexicano com divisor duplo de espectro [20]. Os limites de detec¢do foram calculados em
1,7 e 1,6 mg Lt para AA e AAS, respectivamente, sendo que este resultado somente foi
disponibilizado no artigo publicado no JBCS em 2008 [20]. Estudos de adi¢@o e recuperacio
foram apresentados na maioria dos trabalhos, sendo que em todos os casos, os resultados
obtidos ficaram préximos a 100 %. Em nenhum destes trabalhos, os resultados obtidos foram
comparados aos obtidos por HPLC. No entanto, os métodos propostos sdo apresentados como
alternativas (menor custo e maior rapidez) ao uso da cromatografia liquida em andlises de
rotina.

Toral et al., em 2001, propuseram um método espectrofotométrico empregando
derivada de primeira ordem para determinagdo simultinea de AA e AAS em formulagdes
farmacéuticas. O método permitiu a determinacdo simultdnea desses firmacos na faixa de
concentracdo entre 6,6 x 10%a 1,5 x 10*mol L' de AAS e 34 x 10%a 2,0 x 10* mol L™ de

AA. O limite de detec¢do foi calculado em 1,0 e 2,0 x 10° mol L' de AA e AAS,
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respectivamente. Os resultados obtidos nos estudos de adi¢do e recuperacio ficaram entre 98
e 103 % [21].

Em 1998, Dogan et al., descreveram um método espectrofotométrico com derivada de
primeira ordem para determinacio simultinea de AAS, AA e paracetamol em medicamentos.
Conforme consta no abstract do trabalho, os resultados obtidos foram comparados aos obtidos
por HPLC. No entanto, ndo temos a informacdo sobre a similaridade dos resultados (sem
acesso ao texto completo) [22].

Kmetec et al., em 1992, propuseram uma metodologia de andlise simultinea de AA,
AAS e paracetamol em medicamentos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).
Os autores concluem que o método aparenta ser mais conveniente do que os métodos
descritos na farmacopéia britdnica para andlise de cada um desses trés farmacos

separadamente [23].

1.3 - Técnicas e procedimentos explorados no trabalho

1.3.1 —Analise por injecao em fluxo

Andlise por injecdo em fluxo (do inglés, “Flow Injection Analysis” - FIA) baseia-se na
inser¢do de uma aliquota da solu¢cdo amostra ou padrdo em um percurso analitico (tubulagdo),
a qual sofre dispersdo ao ser conduzida através deste percurso analitico por uma solugdo
transportadora, que pode ser o proprio reagente ou eletrdlito, até o detector.

Este procedimento de andlise foi descrito pela primeira vez em 1975 por Riizicka &
Hansen [24]. Desde entdo, em torno de 10.000 artigos cientificos relacionados ao tema ja
foram publicados [25-27]. Seu reconhecimento ou sucesso se deve a versatilidade do

procedimento que possibilita a execu¢do em linha de etapas de pré-tratamento da amostra
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(etapa muitas vezes tediosa em procedimentos de batelada). Além disso, sendo um sistema
fechado, inclui vantagens como minimiza¢do de contaminagdes, tanto das amostras como do
operador, alta freqiiéncia analitica, boa precisdo, economia de reagentes e facilidade de
associacgdo a detectores diversos [28-31].

Basicamente, um sistema FIA pode ser dividido em quatro componentes: propulsdo do
fluido ou do eletrdlito transportador, injecdo da amostra, reacdo em linha ou transporte da
solugdo e detecgdo.

O sistema de propulsdo comumente usado em sistemas FIA faz uso de bombas
peristalticas. O uso difundido destes equipamentos deve-se a algumas caracteristicas, como:
robustez, controle de vazio em um amplo intervalo e em vérios canais simultaneamente,
possibilidade de impulsionar e aspirar solu¢des e simplicidade de uso. Como limitagdo pode
ser citada o ruido gerado na linha base pela pulsacdo do fluido transportador, o que é
particularmente importante quando detectores amperométricos ou voltamétricos (sensiveis a
vazdo) sdo usados. Em fungdo disto, alternativas ao emprego de bombas peristélticas em
sistemas FIA foram investigadas por pesquisadores da drea de eletroquimica sendo que o uso
de mini-compressores de ar do tipo bomba de diafragma foi empregados com sucesso para
impulsionar solu¢des em sistemas de andlise em fluxo [32]. Baixo custo e geracdo de uma
vazdo isenta de pulsacdo, podem ser consideradas as principais caracteristicas deste sistema.
A alterac@o na vazdo em fungdo da variagdo na tensdo da rede elétrica e do aquecimento do
mini-compressor com o tempo de uso podem ser consideradas limitacdes do sistema.
Posteriormente, estas limitagdes foram contornadas mediante a adaptacdo de uma coluna de
dgua ao sistema (controle da vazdo sem aquecimento da bomba) [33].

Outra etapa ou componente de um sistema FIA € a inje¢do. O injetor insere a solucio
amostra ou padrdo ao percurso analitico contendo o fluido ou eletrdlito transportador

adequado. Riizicka & Hansen, em 1988 [24], descreveram um injetor de vdlvula giratdria, o
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qual foi e ainda € utilizado em vdrios trabalhos. Pesquisadores do CENA/USP (Piracicaba/SP)
desenvolveram um injetor constituido por duas pecas de acrilico dispostas paralelamente,
fixas numa base de aproximadamente 50 a 100 cm?, e entre elas uma peca central, que por
movimentos adequados para frente e para trés, abre e fecha os pequenos canais de coleta e
promove a inser¢do da amostra no percurso analitico [34].

Em relagdo a deteccdo, num primeiro momento, os trabalhos que empregavam FIA
foram desenvolvidos acoplados a detectores de absorcdo molecular. Posteriormente, uma
diversidade de detectores foi explorada, entre eles: absorcdo atdmica, fluorescéncia,
quimiluminescéncia, potenciometria, voltametria € amperometria, entre outros. Entre estes, os
detectores eletroquimicos se destacam quando os analitos apresentam eletroatividade, pois a
sensibilidade e a seletividade da andlise sdo na maioria das vezes compardveis aos
espectrofotométricos. O baixo custo da instrumentagdo e a simplicidade nas etapas de
preparacdo de amostras podem ser considerados vantagens adicionais. Em casos especiais, hé
possibilidade de pré-concentracdo de espécies sobre a superficie dos eletrodos, tanto pelos

processos de adsor¢do como de eletrodeposicdo (oxidag@o ou reducdo) [34].

1.3.2 - Amperometria

O desenvolvimento da instrumentagdo eletroanalitica desencadeou o crescimento da
utilizagdo de técnicas de deteccdo eletroquimicas, tais como: a voltametria de onda quadrada
(SWV), a voltametria de pulso diferencial (DPV) e a amperometria, com as quais € possivel a
aquisicdo de dados com sensibilidade compardvel a obtida com o emprego de técnicas
cromatograficas de separacdo e deteccdo [35]. Dentre essas técnicas, a amperometria é a mais

utilizada e comumente acoplada a sistemas em fluxo.
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A técnica se destaca em comparacdo aos métodos voltamétricos convencionais
(estaciondrios) devido a maior sensibilidade em funcdo do incremento no transporte de massa
devido ao fluxo da solucdo (convec¢do), menor efeito de contaminacdo da superficie do
eletrodo de trabalho devido ao curto tempo de contato da amostra e dos produtos do processo
redox com o eletrodo e, principalmente, estabilidade e reprodutibilidade devido a virtual
auséncia de corrente capacitiva, quando em potencial constante (amperometria convencional),
pois a corrente capacitiva cai rapidamente em funcdo do tempo. Isso favorece medicdes de
baixissimas correntes (e consequentemente, de baixas concentragdes).

Assim como na voltametria, na amperometria, trés eletrodos sdo normalmente
empregados: trabalho, referéncia e auxiliar (ou contra-eletrodo). Portanto, a célula é
constituida de trés eletrodos imersos em uma solu¢do contendo o analito e também um
excesso (+ de 50 vezes) de um eletrélito nio reativo chamado eletrélito suporte. O eletrodo de
trabalho € o dispositivo no qual o analito é oxidado ou reduzido. Neste eletrodo, o potencial é
controlado através da aplicagdo de uma diferenca de potencial (constante ou varidvel em
funcdo do tempo) entre o eletrodo trabalho e de referéncia. Como o potencial no eletrodo de
referéncia é constante e conhecido, independentemente da composicao da solu¢do contendo o
analito, a diferenca de potencial aplicado ao eletrodo de trabalho também passa a ser
conhecido. No entanto, para que o potencial no eletrodo de referéncia permanega constante,
este eletrodo deve operar na auséncia de corrente, o que € obtido mediante o uso do eletrodo
auxiliar. Assim, a corrente de eletrdlise flui entre o eletrodo de trabalho e auxiliar e o controle
de potencial € estabelecido entre o eletrodo de trabalho e de referéncia. No eletrodo auxiliar
ocorre, normalmente, a reagdo redox da dgua, que € contrdria a reacdo redox que ocorre no
eletrodo de trabalho durante a aplicagdo do potencial elétrico. Assim, quando o eletrodo de

trabalho € o anodo, o auxiliar € o catodo e vice-versa [35].
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A principal limitacdo da amperometria convencional (aplicacdo de um potencial
constante) € comum as demais técnicas voltamétricas, e diz respeito a falta de estabilidade do
sinal eletroquimico em funcdo do tempo quando determinados compostos sdo analisados. A
estabilidade do sinal eletroquimico é governada pela taxa de transferéncia de carga (elétrons)
entre o eletrodo e a espécie eletroativa (presente na interface eletrodo-solu¢do), que por sua
vez depende das condicdes da superficie do eletrodo. No emprego de eletrodos de trabalho
solidos, a superficie do eletrodo pode ser gradativamente modificada (de modo irreversivel ou
quase irreversivel) durante a andlise, devido a adsor¢do do composto envolvido no processo
eletroquimico ou de subprodutos de reagdes. Ocorre, portanto, a contaminagio ou passivagdo
gradativa do eletrodo de trabalho durante a andlise [34].

Porém, é importante mencionar que por ndo se tratar de um sistema estaciondrio, e
sim, de um sistema em fluxo, a FIA acoplada & detec¢do amperométrica minimiza o problema
de passivagcdo (em relacdo a sistemas estaciondrios), pois a amostra permanece em contato
com o eletrodo por um tempo muito reduzido (sinais transientes). Além disso, o volume de
amostra injetado normalmente € pequeno (em geral na ordem de microlitros).

Apesar disto, dependendo do tipo de analito e de sua concentra¢do (mais comum em
altas concentragdes), os sistemas FIA também apresentam problemas relacionados com a
contaminacdo ou passivacdo da superficie do eletrodo em funcdo do tempo de uso. A
adsor¢do ripida de produtos da reacdo redox podem passivar o eletrodo, mesmo em técnicas
em fluxo. Diversos artificios sdo usados visando evitar o problema de contaminacdo da
superficie do eletrodo de trabalho a comegar pela escolha do eletrodo de trabalho adequado de
acordo com a natureza da espécie envolvida na reacdo de oxidacdo ou reducdo ou a realizacao
da limpeza da superficie do eletrodo por polimento mecanico. Outro artificio usado € a
periddica limpeza eletroquimica com a aplicacido de um pulso de potencial de limpeza durante

0 experimento (amperometria pulsada) [36]. Recentemente foi proposta por Gimenes et al
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[37], a adicdo de um padrdo interno a solucdo amostra e solug¢@o padrdo a ser injetada, pois no
caso da contaminag@o, hd decréscimo gradativo do pico de corrente em todas as espécies
envolvidas. Considera-se, portanto, o valor da razdo entre o sinal da espécie analitica pelo do
padrdo interno. Mesmo com a contaminag@o ou passivagdo gradativa do eletrodo de trabalho,

a razdo continua a ser constante, pois o decréscimo ocorre em ambos os sinais [37].

1.3.3 - Amperometria de multiplos pulsos

A deteccio amperométrica acoplada a sistemas em fluxo também pode ser
implementada no modo pulsado, onde pulsos de potenciais sdo aplicados ao eletrodo de
trabalho sequencialmente e continuamente, em fungdo do tempo. Esse modo de deteccio é
conhecido na literatura como detec¢do amperométrica pulsada, representada pela sigla PAD,
do inglés “Pulsed Amperometric Detection”. A PAD geralmente contorna de forma simples as
limitacdes da deteccdo amperométrica convencional em relacdo a estabilidade do sinal
eletroquimico em fun¢do do tempo. Esta técnica permite que a resposta do eletrodo apresente
estabilidade por um periodo de tempo maior devido a periddica limpeza eletroquimica
realizada durante o experimento, evitando ou diminuindo a contaminac¢io da superficie do
eletrodo [37].

A técnica PAD ¢ disponibilizada em diversos softwares comerciais de potenciostatos
do mercado. O ndmero de pulsos de potenciais aplicdveis varia entre os diferentes
equipamentos comercializados (minimo de dois até seis pulsos de potenciais). Porém, a
aquisicdo do sinal de corrente € normalmente restrita a um tnico pulso de potencial. Uma
alternativa bastante vantajosa a esta técnica somente & disponibilizada (segundo nosso
conhecimento) pelo software que controla os potenciostatos comercializados pela empresa

Metrohm - Eco Chemie (software GPES). Este software permite a aplicacdo de até 10 pulsos
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de potenciais com a possibilidade de aquisicdo da corrente em fun¢do do tempo em cada pulso
de potencial (o que corresponde a aquisicio de 10 amperogramas distintos
“simultaneamente”). A técnica é conhecida como Amperometria de Muiltiplos Pulsos,
representada pela sigla MPA, do inglés “Multiple Pulse Amperometry”. O tempo minimo de
aplicacdo de cada pulso é de 30 ms (limitacdo do software).

Na literatura sdo descritos diversos trabalhos que aplicam a detec¢do MPA ou PAD
associados a sistemas em fluxo, com a finalidade de melhorar o desempenho de métodos
analiticos empregados em amostras de origens diversas. Grande parte dessas aplicagdes tem o
intuito de realizar a limpeza e/ou ativacdo da superficie do eletrodo de trabalho. Ainda que
pouco explorada, alguns artigos descrevem a utilizacio da MPA em FIA para detec¢do
indireta ou simultanea de analitos eletroativos. Informacgdes sobre as recentes aplicacdes da
técnica de amperometria de multiplos pulsos, assim como alguns aspectos tedricos relevantes
e pouco explorados na literatura sobre esta técnica podem ser localizados em um artigo de

revisdo aceito para publicacdo na revista Quimica Nova [34] e em trabalhos do grupo onde

este estudo foi desenvolvido [38].

1.3.4 - Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica ¢ uma técnica em que se estuda a relagdo corrente potencial em
uma célula eletrolitica apropriada quando submetida a uma varredura de potencial ciclico e
linear. A célula voltamétrica normalmente consiste de trés eletrodos, como na amperometria,
imersos em uma solug@o da espécie eletroativa de interesse, contendo excesso de eletrélito
inerte, responsavel por diminuir a resisténcia da solucdo e garantir que os fendmenos de
migracdo e difusdo das espécies de interesse sejam constantes. Os trés eletrodos estdo

conectados a um potenciostato que aplica potenciais num intervalo pré-definido e faz
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aquisi¢do do sinal de corrente. O sinal de corrente registrado d4 origem ao voltamograma, que
se trata de uma curva de corrente vs potencial.

O grifico gerado usando a técnica de voltametria ciclica (voltamograma ciclico) indica
em que regido de potencial ocorre determinada rea¢do de oxidacdo ou reducgdo da espécie de
interesse. Além disto, fornece também informacdes a respeito de: reversibilidade do sistema
eletroquimico, quantidade de elétrons envolvidos; possivel formacdo de espécies
intermedidrias; parametros cinéticos através da variacdo da velocidade de varredura; e do
processo em que espécies interagem com a superficie do eletrodo (adsorcdo ou difusdo).
Devido a estas caracteristicas, essa técnica normalmente é o primeiro experimento realizado
quando se deseja estudar o comportamento eletroquimico de um composto ou a superficie do
eletrodo.

Um sensor amperométrico mede corrente em um potencial aplicado fixo, o que
corresponde a um ponto da curva de corrente-potencial, enquanto que um sensor voltamétrico
registra vérios pontos em uma regido selecionada do perfil corrente potencial. Pode-se
considerar, entdo, que um sensor amperométrico € um sensor voltamétrico com a aplicagdo de

um potencial fixo [27].

1.3.5 - Eletrodo de Diamante Dopado com Boro

As respostas obtidas pelas técnicas eletroquimicas sdo relacionadas as reagdes redox
que ocorrem na interface eletrodo-solu¢do de maneira que o analito de interesse interaja com
a superficie eletrddica, resultando na transferéncia de elétrons. Assim sendo, a escolha do
material do eletrodo de trabalho é de grande importancia, devendo ser levado em conta
algumas informacdes a ele relacionadas, como: razdo sinal-ruido, reprodutibilidade em fung¢éo

do tempo, intensidade das correntes residuais, janela de potencial de trabalho, condutividade
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elétrica, reprodutibilidade da superficie, propriedades mecanicas, além do custo da fabricagdo,
disponibilidade e toxicidade [39, 40].

Ha vérios tipos de materiais a base de carbono utilizados como eletrodos de trabalho,
tais como: carbono pirolitico, carbono vitreo, pasta de carbono, nanotubos de carbono,
diamante dopado com boro (DDB), etc. Estes materiais apresentam algumas vantagens, como:
ampla janela de potencial de trabalho, razodvel inércia quimica e facilidade na modificacdo de
sua superficie [40].

A descoberta de que o diamante é constituido apenas de carbono se deu por volta de
1772, por Antoine Lavoiser [39]. Este cristal é de grande interesse para diferentes areas
tecnoldgicas, devido a propriedades exclusivas que possui, tais como: alta dureza e densidade
atdmica, capacidade de isolamento elétrico, alta condutividade térmica e forca de flexdo [42,
44].

Em fungdo dessas caracteristicas, desde o final do século 19, vdrios estudiosos
tentavam sintetizar o diamante, sendo que a facanha somente foi conseguida em 1950, por
pesquisadores da empresa General Eletric através de um método de altas pressdes e
temperaturas (HPHT — High pression high temperature). Porém, seu alto custo impossibilitou
a producdo em larga escala. Na mesma década, um pesquisador da Union Carbide conseguiu
sintetizar filmes de diamante a um custo bem inferior, por decomposi¢do quimica a vapor
(CVD - chemical vapor deposition) usando um fluxo de metano sobre uma grade de diamante
aquecida. A Figura 2.1 apresenta um esquema da producdo de diamante por CVD [39]. Esse
método baseia-se em produzir hidrogénio atdmico e ativar uma fonte carbonicea gasosa
produzindo um precursor de carbono sp’ nas proximidades de um substrato. Na escolha do
substrato deve ser considerado a tolerancia a temperaturas maiores do que 700 a 900° C e a
similaridade do coeficiente de expansdo térmica com o diamante (1,1 x 10 K'l). Os

substratos mais empregados para sintese de filmes de diamante sdo: silicio, molibdénio,
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tungsténio e quartzo [44-47]. Nas tltimas décadas as pesquisas sobre a sintese do diamante
avancaram significativamente, tendo o custo reduzido devido as melhorias na nucleacio e

taxas de crescimento [39, 43, 48].
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Figura 2.1: Mecanismo sugerido para o processo CVD de sintese de filmes de diamante por

decomposicao quimica a vapor [39].

O diamante puro ndo € um bom condutor elétrico, contudo, apds ser estabelecida a
tecnologia para produzir filmes finos de diamantes sintéticos, através de reagentes gasosos
pela técnica CVD, surgiu interesse de crescer filmes de diamante com caracteristicas semi-
condutoras. Em meados da década de 80 surgem relatos sobre a dopagem com boro, a baixas
pressoes, a partir da mistura B,He/CH, usando graos de diamante natural como substrato [40,
44]. Quando dopado com boro ou outros agentes como fosforo e nitrogé€nio, o material torna-
se semicondutor ou com propriedades elétricas semi-metdlicas, dependendo do nivel de

dopagem. Além disto, apresenta também boa transparéncia Optica, inércia quimica, baixo
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coeficiente de fric¢do, extraordindria estabilidade morfolégica e micro-estrutural a altas
temperaturas (em torno de 180° C) e alta resisténcia quimica [49].

Nos tltimos anos, um nimero considerdvel de trabalhos tém sido publicados em que o
eletrodo de diamante dopado com boro (do inglés, boron-doped diamond - BDD) ¢ utilizado.
Nestes estudos sdo descritas suas vantagens frente a eletrodos de outros materiais comuns,
como as demais formas de carbono ligados por sp2 (vitreo — CV, nanotubos, fulereno, grafite
pirolitico, pasta e fibras), e frente a eletrodos de ouro e platina. Sdo elas: [5, 46, 50, 51]:

® boa resposta a alguns analitos em solugdes aquosas e ndo-aquosas, sem
qualquer pré-tratamento convencional (polimento mecanico);

e estabilidade morfoldgica e microestrutural a altas temperaturas;

e transparéncia Optica;

e estabilidade a corrosao em meios muito agressivos;

¢ fraca adsorcdo de moléculas polares, o que melhora a resisténcia do eletrodo a
desativacdo ou envenenamento;

e estabilidade de resposta a longo prazo;

e corrente de fundo muito baixa o que possibilita determinacdo de quantidades
bem pequenas da espécie analitica;

e Jarga janela de potencial elétrico, tendo sido descrito até +3,5 V;

e alta sensibilidade;

O estabelecimento do contato elétrico, normalmente 6hmico (contato entre um metal e
um semi-condutor), bem como o isolamento para que somente o superficie do diamante
dopado fique em contato com a solu¢@o de medida sdo parametros de extrema importincia na
montagem do eletrodo de BDD. Alguns dos contatos mais usados s@o: indio/gdlio, gélio,

subcamada de titanio, pasta de prata, ouro ou Au/Ta [44].
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1.3.5.1 Analises eletroquimicas de farmacos empregando DDB como eletrodo de

trabalho

O DDB vem sendo usado como eletrodo de trabalho na determinacio eletroanalitica de
farmacos em preparacdes farmacéuticas a mais de uma década. Em alguns destes trabalhos, a
determinacdo destes farmacos também foi implementada em amostras bioldgicas e ambientais
(principalmente dgua). Segue uma breve revisdo sobre trabalhos localizados na literatura
sobre este tema.

Wangfuengkanagul et al., em 2002, desenvolveram uma metodologia de eletroandlise
de medicamento contendo D-penicilamina em meio de tampao fosfato 0,1mol L' (pH 7,0)
empregando eletrodo de DDB. Os resultados obtidos com o DDB foram comparados aos
obtidos com um eletrodo de carbono vitreo (CV). Sobre DDB e usando voltametria ciclica, a
D-penicilamina apresentou um pico de oxidacdo irreversivel bem definido (~0,7 V), com
sensibilidade e defini¢do superiores ao do eletrodo de CV. A andlise foi realizada por FIA
com detec¢do amperométrica (0,75 V). A faixa de resposta linear foi entre 0,5 a 50,0 umol L'
e o limite de deteccdo foi calculado em 10 nmol L. Os resultados obtidos nos estudos de
adi¢d@o e recuperagdo ficaram entre 98 e 104 %. Os resultados obtidos ndo foram comparados
com os de outro método de andlise [52].

Posteriormente (2004), Wangfuengkanagul et al. propuseram um método usando FIA
com deteccdo amperométrica e DDB como eletrodo de trabalho para a determinacdo de
antibidticos (tetraciclina, clortraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina). O comportamento
eletroquimico foi estudado por voltametria ciclica, sendo que todos os antibiticos estudados
apresentaram pico de oxidagdo e comportamento irreversivel. Assim como no trabalho

anterior, o eletrodo de DDB apresentou melhor sensibilidade quando comparado ao de CV. A
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faixa linear de resposta obtida foi de 0,1 a 50 pmol L' para tetraciclina e 0,5-50 umol L' para
clortraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina. As substancias apresentaram quantidades
percentuais entre 99 - 103% em relacio ao declarado na bula. Estudos de adig¢do e
recuperagdo geraram resultados entre 98 e 102 %. O limite de detec¢do foi calculado em 10
nmol L para cada antibidtico [53].

Suryanarayan et al., em 2005, publicaram um estudo envolvendo a determinagdo de
naproxeno em formula¢des farmacéuticas usando voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial (DPV) e DDB como eletrodo de trabalho em meio ndo aquoso. O eletrodo DDB
proporcionou melhor relagdo sinal-ruido e voltamogramas ciclicos mais reprodutiveis em
comparagdo ao eletrodo CV. O método apresentou faixa linear de resposta entre 0,5 a
50 umol L, com limite de detec¢do de 30 nmol L. Segundo os autores, 0 método proposto é
répido, preciso e tem boa seletividade [54].

Karuwan et al. [55], em 2006, propuseram a amperometria pulsada em substitui¢do a
amperometria a potencial constante (usando DDB) para a determinacédo de trés medicamentos
da classe dos agonistas beta adrenérgicos: salbutamol, terbutalina e clenbuterol. As faixas
lineares obtidas para estes compostos foram entre 0,5-100 pumol L™, 1,0-100 umol L™ e 0,5-50
pmol L e os limites de detecgdo de 0,1; 0,5 e 0,3 pmol L', respectivamente. Segundo o teste
t a um nivel de confianga de 95%, o método proposto ndo apresentou diferenca significativa
em relacdo aos resultados obtidos por eletroforese capilar [55].

Voltametria de onda quadrada e DDB como eletrodo de trabalho foi a estratégia usada
por Oliveira et al. [56] na determinacdo de lidocaina em dgua e géis comerciais em meio de
tampdo Britton-Robinson 0,1 mol L' Nessas condicdes, a lidocaina apresentou
comportamento irreversivel e pico de oxida¢do em aproximadamente 1,7 V (versus Ag/AgCl).

Os limites de deteccio e quantificagdo obtidos em 4gua pura foram de 10,0 e 34,4 pg L™,
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respectivamente. O propilenoglicol, veiculo do gel, ndo apresentou interferéncia na resposta
voltamétrica. Estudos de adi¢@o e recuperagdo geraram resultados entre 97 e 99% [56].

O comportamento eletroquimico da atorvastatina cdlcica foi estudado por Dogan-Tubal
et al. [57], em 2007, sobre eletrodos de CV e DDB. Sobre estes eletrodos, a atorvastatina €
oxidada (processo irreversivel) e o processo € controlado por difusdo. O método apresentou
faixa linear de resposta entre 9,65 x 107 a 3,86 x 10° mol L' em meio de H,SO4 0,1 mol L!
(CV e DDB). Os limites de detec¢do (por SWV) foram estimados em 2,05 x 107 mol L™ (CV)
e 1,31 x 107 mol L' (DDB). O método foi aplicado com sucesso na determinagdo de
atorvastatina em medicamentos, plasma humano e urina [57].

O comportamento anddico do farmaco perfloxacina sobre eletrodos DDB e CV, bem
como sua determina¢@o em amostras farmacéuticas e plasma humano foi tema de um trabalho
desenvolvido por Uslu et al [58]., em 2008. Este composto apresentou pico de oxidacio
(comportamento irreversivel) em torno de +1,20 V (versus Ag/AgCl) em meio de H,SO4
0,5 mol L' com linearidade na faixa de concentracao entre 2 X 10%a2 x10* mol L™ (SWVe
DPV). O método apresentou repetibilidade, reprodutibilidade, precisdo e seletividade
adequada para andlise deste composto em amostras farmac€uticas e bioldgicas (urina e
plasma) [58].

Ribeiro et al. [59], em 2008, descreveram um método de determinacdo de cloreto de
prometazina em medicamentos usando voltametria de onda quadrada adsortiva (ASWV) e
DDB como eletrodo de trabalho. O mecanismo de oxidacdo envolve a formagdo de dois picos
de oxidagdo, o primeiro relacionado com a oxidacdo direta do composto em +0,77 V
(primeiro ciclo) e o segundo com a oxidacdo do produto de oxidacdo (+0,44 V), o qual
adsorve na superficie do eletrodo durante o primeiro ciclo. O melhor resultado foi obtido com
a pré-concentragdo da prometazina em 0,77 V durante 30 s e conseqiiente andlise por

redissolu¢do. Nessas condi¢des, o método apresentou linearidade na faixa de concentracio
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entre 5,96 x 107 e 4,76 x 10 mol L'l, com limite de deteccao de 2,66 x 10® mol L' em
0,44 V e de 4,61 x 10® mol L em 0,77 V. Os resultados obtidos com o método proposto
foram similares aos obtidos pelo método espectrofotométrico recomendado pela farmacopéia
britanica, considerando o teste ¢ a um nivel de confianca de 95 % [59].

Souza et. al [60]., em 2008, apresentaram um método por voltametria de onda quadrada
usando DDB como eletrodo de trabalho para a quantificagdo de sulfadiazina e sulfametoxazol,
separadamente, em produtos farmacéuticos. A determinagdo eletroquimica da sulfadiazina
ocorreu em meio de etanol/H>SO4 0,5 mol L! (50/50; v/v) e de sulfametoxazol em meio de
etanol/tampdo fosfato (50/50; v/v). Ambos os analitos apresentam pico de oxidacdo
irreversivel em aproximadamente +1,1 V. O método apresentou faixa linar de resposta entre
8,01 x 10° ¢ 1,19 x 10 mol L™ para a sulfadiazina e entre 6,10 x 10° ¢ 6,01 x 10° mol L
para a sulfametoxazol. Os limites de detec¢do foram calculados em 2,19 x 10% ¢ 1,15 x 10°¢
mol L™, respectivamente. Os resultados obtidos com método proposto foram similares aos
obtidos por HPLC considerando o teste ¢ a um nivel de confianca de 95 % [60].

A determina¢do do AAS em formulagdes farmacéuticas usando BDD como eletrodo de
trabalho foi explorada por Sartori ef al. [61], em 2009, empregando SWV. Neste trabalho, o
AAS ¢ oxidado (H,SO4 0,01 mol L'l) sem prévia hidrélise a dcido salicilico. Nesta condi¢do,
o AAS apresenta um pico de oxidagdo proximo a +1,97 V vs. Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L") com
caracteristicas de uma reacdo irreversivel. A curva analitica obtida foi linear na faixa de
concentracio entre 2,50 x 10%e 1,05 x 10™* mol L'l, com o limite de deteccdo calculado em
2,0 pmol L". No estudo de repetibilidade (n = 10), o desvio padrdo relativo foi menor que
1,4% para uma solu¢io contendo 45 pumol L' de AAS. Os resultados obtidos foram
concordantes com um método oficial da Farmacopéia Britanica, a um nivel de confianca de

95% [61].
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A determinagdo de nitrofutantoina (NFT) em medicamentos, bem como a influéncia do
nivel de dopagem (5.000; 10.000 e 20.000 mg L™) do eletrodo de DDB com boro em seu
respectivo comportamento eletroquimico foram investigados por de Lima-Neto er al, em
2009. Em meio de tampdo Britton-Robinson (pH 4,0), o NFT apresentou um pico de reducio
em torno de -0,5 V, sendo que o nivel de dopagem do DDB de 10.000 e 20.000 mg L
apresentou os melhores resultados em relacdo a defini¢do e intensidade do pico. Empregando
a técnica de SWV, o método proposto apresentou boa linearidade (R = 0,9998), faixa linear de
resposta entre 5 e 60 x 107 mol L' e baixos limites de deteccao (2,69 x 10% e
8,96 x 10°* mol L) para o eletrodo de DDB com 10.000 e 20.000 mg L' de boro,
respectivamente. Os resultados obtidos na determinacio de NFT em formulagoes
farmaceéuticas sdo comparéveis aos do método recomendado pela Farmacopéia Britanica (UV-
vis) [62].

Lourencdo et al., em 2009, desenvolveram uma metodologia para determinacio
simultinea de paracetamol (PA) e cafeina (CA) em medicamentos usando eletrodo de DDB
em meio de tampdo acetato pH 4,5. Tanto por DPV como por SWV, os fiarmacos
apresentaram uma boa separacio entre seus respectivos picos de oxidagdo (~ 550 mV). As
curvas analiticas apresentaram linearidade entre 5,0 x 107 e 8,3 x 107 mol L™ para PA e CA.
Os limites de deteccdo para PA e CA foram calculados em 4,9 x 107 e 3,5 x 10 mol L'l,
respectivamente. Os resultados foram similares aos obtidos HPLC (nivel de confianca de
95%) [63].

Altun et al., em 2010, fizeram um estudo com intuito de determinar os niveis de
sertindol em plasma humano e em formulagdes farmacéuticas usando os eletrodos de CV e
DDB. Segundo os autores, os eletrodos apresentaram resultados similares tanto por DPV

como por SWV. As curvas de calibracdo apresentaram faixa linear de resposta entre 1 x 10° e
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1 x 10" mol L em meio de tampao acetato (pH 3,5). O limite de deteccdo foi calculado em
2,5x107 2,9 x 107 mol L' para o eletrodo de DDB e CV, respectivamente [64].

No mesmo ano (2010), Altun et al. publicaram outro trabalho usando DDB como
eletrodo de trabalho. Um método foi desenvolvido para a determinacdo de lercanidipena
(LRC) em plasma humano e em formulacdes farmacéuticas. A LRC apresentou um pico de
oxidacdo bem definido préximo a 0,94 V em meio de H,SO4 como eletrdlito suporte. O
método apresentou faixa linear de resposta entre 4 x 10°e2 x 10* mol L™ de LRC [65].

Em 2010, Sartori et al., publicaram uma metodologia para determina¢do independente
de dois agentes bloqueadores beta-adrenérgicos em formulacdes farmacéuticas: propranolol
(PROP) e atenolol (ATN). Empregando a técnica de SWV e H,SO4 0,01 mol L' como
eletrdlito suporte, o método proposto apresentou linearidade entre 0,20 a 9,0 pmol L' para
PROP e entre 2,0 a 41,0 pmol L! para ATN, com limite de detec¢ao de 0,18 e 0,93 umol L'l,
respectivamente. Os resultados obtidos sdo similares aos obtidos com o método oficial
(espectrofotometria) em um nivel de confianca de 95% [66].

Lourencdo et al., em 2010, desenvolveram uma metodologia para andlise simultianea de
dcido ascorbico (AA) e cafeina (CAF) em formulagdes farmacéuticas por DPV utilizando o
DDB como eletrodo de trabalho. Uma curva de calibracdo linear foi obtida na faixa de
concentracdo entre 1,9 x 10° e 2,0 x 10* mol L' de AA e entre 9,7 x 10%a 1,1 x 10* mol L
de CAF, com limite de deteccdo de 19 pmol L' e 70 pmol L, respectivamente. Os
resultados obtidos foram similares aos obtidos por HPLC [67].

Citrato de sildenafil, principio ativo do medicamento de nome comercial “Viagra” foi o
farmaco estudado por Batista et al. usando DDB como eletrodo de trabalho. A técnica de
andlise explorada foi DPV em meio de H,SO4 0,01 mol L' como eletrélito suporte. A curva

de calibracdo mostrou-se linear nas concentragdes entre 7,3 x 107 a 7,3 x 10 mol L' com um
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limite de deteccdo de 6,4 x 107 mol L. Os resultados obtidos sdo similares aos obtidos por

HPLC a um nivel de confianca de 95% [68].

1.4 - Objetivos

1.4.1. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um método simples,
répido e economicamente vidvel para determinacdo simultinea de 4cido acetil-salicilico
(AAS) e écido ascorbico (AA) em formulages farmac€uticas. Propdem-se o emprego do
sistema de Andlise por Injecio em Fluxo com deteccio Amperométrica de Multiplos Pulsos

(FIA-AMP) e diamante dopado com boro (DDB) como eletrodo de trabalho.

1.4.1. Objetivos especificos

» Investigagdo do comportamento eletroquimico do AA e AAS por voltametria ciclica e
hidrodindmica, empregando DDB como eletrodo de trabalho;

» Identificagdo dos pulsos de potenciais que permitam a determinacdo simultdnea de AA
e AAS, usando FIA com deteccdo amperométrica;

» Otimiza¢do dos parametros FIA objetivando prioritariamente: (1) obtencdo de
estabilidade no sinal de corrente em funcdo do tempo, usando um eletrodo sélido sem
modificagdo quimica ou eletroquimica; (2) elevada frequéncia analitica; (3) geracdo de

um volume reduzido de residuos por andlise;
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» Validacdo da metodologia proposta: linearidade, repetibilidade, limites de detecgdo e
quantificagdo, estudos de adicdo e recuperagdo, frequéncia analitica e comparacio dos

resultados obtidos com o método proposto aos obtidos por HPLC.



PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
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2.1 — Reagentes, solucoes e amostras

As solucdes utilizadas nos experimentos foram preparadas com dgua deionizada
(resistividade superior a 18 MQ cm) obtida do ultra purificador de dgua Master System
Gehaka. Os reagentes utilizados na preparacdo das solu¢des eram de pureza analitica e foram

utilizados sem purifica¢io prévia.

2.1.1 - Soluciio tampdo acido acético/acetato de sédio 0,1 mol L™: No preparo desse
eletrélito, aproximadamente a metade de um baldao volumétrico de 1000,0 mL foi previamente
preenchida com dgua deionizada. Em uma capela de exaustdo, foram adicionados ao balao
12,0 mL de 4cido acético glacial (Vetec) e 4,0 g de hidréxido de sdédio (Dinamica)
previamente pesado em béquer. Em seguida, o volume do baldo volumétrico foi completado

com 4gua deionizada.

2.1.2 — Solucéo de hidréxido de sédio 0,2 mol L'': 8,0 g de hidréxido de sédio (Dindmica)
foram adicionados a um baldo volumétrico de 1000,0 mL, cujo volume foi completado com
dgua deionizada. Essa solu¢do foi utilizada na hidrélise do AAS formando 4cido

salicilico (AS).

2.1.3 — Solucao estoque de AAS 0,01 mol L hidrolisado: Uma massa de 0,018 g de AAS
(Vetec) foi transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL. Em seguida, o baldo foi
completado com uma solu¢do de hidréxido de sédio 0,2 mol L1, Nesse meio, o AAS é
hidrolisado a AS rapidamente (menos de 10 minutos) [69]. A Figura 2.1 apresenta a reagdo de
hidrélise do AAS gerando salicilato e acetato. O estoque é preparado em cada dia de

experimento.
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Figura 2.1 - Equacdo de hidrélise do dcido acetilsalicilico (AAS) em meio de hidréxido de

sddio formando salicilato e acetato de sodio.

2.1.4— Solucio estoque de AA 0,01 mol L: Uma massa de 0,0176 g de AA (Vetec) foi
transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL. Em seguida, o baldo foi completado com

dgua deionizada. O estoque € preparado a cada dia de experimento.

2.1.5 - Solucdo tampio Britton-Robbinson 0,04 mol L™: Aproximandamente 500,00 mL
de dgua deionizada foram transferidos para um baldo volumétrico de 1000 mL. Em seguida
foram transferidos para esse baldo 2,472 g de 4cido bérico, 2,30 mL de 4cido acético glacial e
2,33 mL de 4cido fosférico. Posteriormente o recipiente foi completado com dgua deionizada.
Finalmente, o pH da solucdo foi ajustado em 2,0 com uma solucdo de NaOH descrita no item

2.1.2, e o volume do balao foi completado com dgua destilada.

2.1.6 - Soluciio de écido sulfirico 0,5 mol L™': uma aliquota de 27 mL de 4cido sulftrico
98% (Synth) foi adicionada a um baldo volumétrico de 1000,0 mL, em que previamente
continha dgua destilada até quase metade de sua capacidade. Em seguida, o baldo foi

completado até o menisco com dgua deionizada.
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2.1.7 — Preparo das solucoes amostras de medicamentos: As amostras de quatro diferentes
lotes de comprimidos efervescentes de Aspirina C® (400 mg de AAS + 240 mg de AA) foram
adquiridas em drogarias na cidade de Uberlandia. Os comprimidos de cada lote foram
macerados gerando quatro amostras. No preparo da amostra, uma massa de aproximadamente
0,144 g do p6 foi transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL e o volume foi
completado com uma solug@o de hidréxido de sédio 0,2 mol L. As solugdes injetadas no
sistema FIA consistiam de aliquotas de 100 pL e 120 uL de solug@o, diluidas em 10 mL de
eletrdlito suporte (tampdo HAc/NaAc 0,1 mol L.

Estudos realizados no transcorrer do trabalho demonstraram que uma solu¢do de 4cido
ascorbico diluida em dgua ou em solu¢do de NaOH gerava o mesmo sinal no sistema FIA
empregado neste trabalho. Como as dilui¢des realizadas nas amostras eram grandes, a forga
idnica e o pH eram controlados pela solucdo tampdo usada no trabalho (HAc/NaAc
0,1 mol L™).

Na andlise comparativa das amostras por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), o mesmo procedimento de preparo de amostras foi seguido, ou seja, 0 AAS também
foi previamente convertido em &cido salicilico (AS). Isto se deve ao fato de que na injecdo de
AAS no sistema HPLC sem prévia hidrdlise, dois picos foram detectados, sendo que o pico
correspondente a0 AS aumentava a cada injecdo, enquanto o pico observado para o AAS

decrescia.
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2.2 - Instrumentacao

2.2.1 — Analises eletroquimicas

As medidas amperométricas em fluxo (amperometria de multiplos pulsos) e de
voltametria ciclica foram realizadas utilizando-se um potenciostato/galvanostato pAutolab
Type III (Eco Chemie - Metrohm) interfaceado a um computador em gerenciado pelo
software GPES versdo 4.9. O mesmo equipamento foi usado na limpeza eletroquimica do
eletrodo de DDB e na confeccdo do eletrodo de referéncia (formagdo de AgCl sobre um fio de

prata) [70]. Em ambos os casos, a técnica de amperometria foi utilizada.

2.2.1.1 - Célula eletroquimica usada no sistema FIA

Uma célula eletroquimica do tipo “wall jet” com trés eletrodos (trabalho, referéncia e
auxiliar) foi utilizada nos estudos estacionarios e em fluxo. Na Figura 2.2 é apresentado um

esquema da célula.
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Figura 2.2: Célula do tipo “wall-jet” usada no sistema FIA.

A célula do tipo “wall-jet”, com capacidade de aproximadamente 10 mL foi construida
a partir de um tarugo de teflon (2,0 cm de comprimento e 3,0 cm de didmetro). A partir de um
dos lados do tarugo, um orificio foi aberto com auxilio de um torno mecanico (0,9 cm de
profundidade e 1,2 cm de didmetro), permanecendo, desta forma, um dos lados do tarugo
obstruido (parte de baixo da célula). Neste lado, um orificio central foi confeccionado
(3,0 mm de didmetro), no qual, com auxilio de um anel de borracha (oring) [71] foi
posicionado o substrato condutor de silicio (7 x 7 mm) com 1 mm de espessura coberto em
um dos lados com um filme de DDB (~ 8000 ppm; 1,2 um de espessura). A dimensdo do anel
de borracha (didmetro interno) é responsdvel pela definicao da drea do eletrodo. A tampa da
célula contém trés orificios para o posicionamento dos eletrodos de referéncia e auxiliar e
uma agulha de uma seringa descartdvel (entrada da solucdo do sistema FIA). A agulha
também foi posicionada no centro da tampa superior a menos de 2 mm do eletrodo de
trabalho (célula do tipo “wall-jet”) [72]. Esta célula permite que o procedimento de limpeza

eletroquimica seja realizada com o eletrodo de trabalho posicionado na célula em fluxo, o que
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pode ser considerado uma vantagem em relacdo a célula semelhante usada por outros autores

[73].

2.2.1.2 - Eletrodo de referéncia: foi utilizado um mini eletrodo de Ag/AgCl (KClgy)
construido no préprio laboratério através da eletrodeposicdo de AgCl sobre um fio de Ag. Um
potencial de +0,3 V foi aplicado ao fio de Ag em meio de uma solucdo de HCI 0,1 mol L1
durante uma hora. O fio de Ag coberto com AgCl foi inserido em uma ponteira de
micropipeta de 100 ou 1000 pL cuja extremidade inferior (didmetro menor) foi obstruido com
um polimero poroso (separador de bateria). Para finalizar, o volume interno da ponteira foi

preenchida com uma solugio saturada em KCl e em Ag* [70].

2.2.1.3 - Eletrodo de trabalho: Diamante dopado com boro (DDB). O material foi adquirido
da empresa Adamant Technologies SA, La Chaux-de-Fonds, Suica. O material consiste de
uma pequena placa de silicio de aproximadamente 49 mm? (7 x 7 mm) coberta com uma fina
pelicula de diamante dopado com boro (DDB), que foi pressionada sobre um anel de borracha
posicionado na parte inferior da célula. Como a pelicula de DDB é muito fina (~ 1,2 pm), o
eletrodo ndo pode ser submetido a limpeza mecénica (polimento com alumina, por exemplo),
como comumente € realizado com eletrodos sélidos de carbono vitreo, ouro, platina, entre
outros. Portanto, com este tipo de eletrodo, apenas a limpeza eletroquimica € possivel. Neste
trabalho, dois tipos de limpezas (ativacdes) foram realizadas com o eletrodo de DDB, a
anddica e a catddica. Inicialmente, a ativacdo anddica era realizada com a aplicacdo de um
potencial de +2,6 V, durante 2000 s em meio de tampao Britton-Robinson (pH 2,0), seguida
da ativacdo catddica aplicando um potencial de -3,0 V durante 2000 s em meio de H2SO4
0,5 mol L'! [74]. O procedimento catédico era realizado diariamente antes do inicio dos

trabalhos. O anddico somente quando limpezas mais extremas eram necessarias.
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2.2.14 - Eletrodo auxiliar: Um fio de platina posicionado no interior de uma ponteira de

micropipeta (10 uL).

2.2.1.5 - Sistema FIA: A Figura 2.3 apresenta um esquema do sistema FIA de linha unica
usada no presente trabalho. A bomba peristéltica usada é da marca Gilson modelo Minipuls 3.
O injetor comutador manual (acrilico) foi adquirido do CENA-USP, o qual foi construido de
forma semelhante ao injetor apresentado em um trabalho publicado anteriormente [75]. O
diametro interno das tubulagdes de polietileno utilizadas era de 1 mm. O comprimento da

tubulagdo entre o injetor e o detector era de aproximadamente 20 cm.

Injetor
comutador
e B T [ ] Célula
perlstaltlca Walliot
Eﬂ |
m — | Alga|
Amortecedor
Eletrélito
de pulso
Amostra
Sol. padrao Seringa

Figura 2.3: Esquema ilustrativo do sistema FIA de linha dnica utilizado neste trabalho.



A Figura 2.4 apresenta uma imagem do sistema FIA montado no laboratério.
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Figura 2.4: Imagem do sistema FIA usado neste trabalho.
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2.2.1.5 - Sistema BIA

A Figura 2.5 apresenta um esquema da célula BIA usada no trabalho.

Polietileno

Polietileno

Polietileno

—pPlaca de cobre -
(circuito impresso)

Figura 2.5. Esquema da célula usada nas andlises por andlise por injecdo em batelada (BIA)

A célula BIA foi construida a partir de um tubo de vidro (Dinemo = 6,5 cmy;
altura = 6,5 cm; Volume = 200 mL). As duas extremidades foram tampadas com polietileno.
Um orificio central foi aberto em ambas as tampas. Na tampa inferior foi posicionado o
eletrodo DDB com auxilio de um anel de borracha e a tampa superior foi posicionada a
ponteira (1 mL) da pipeta eletrdnica usada na injecio (Eppendorf Multipette® stream). A
célula foi construida de forma que a ponteira (durante a injecdo) fique posicionada

reprodutivelmente a ~2 mm do eletrodo de DDB.
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2.2.2 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O equipamento de cromatografia de liquida de alta eficiéncia utilizado na validag¢do da
metodologia proposta consistiu de uma bomba L-2130 da marca HITACHI VWR; fase
estacionaria coluna C18 marca SHIM-PAC CLC-ODS, detector UV-VIS marca MERCK-
HITACHI, com o comprimento de onda (1) ajustado em 210 nm.

As condi¢des cromatograficas foram adaptadas a partir de um artigo no qual firmacos
AAS, paracetamol, cafeina e fenobarbital sdo quantificados por HPLC [76]. A fase mével
usada na andlise de AAS e AA foi definida ap6s testes com diferentes propor¢des de uma
mistura de solucdo aquosa de dcido fosférico (pH ajustado em 2,1) e acetonitrila grau HPLC.
Uma boa resolucdo entre AA e AS foi obtida com a fase mdével composta com 60% da

solugd@o aquosa e 40% de acetonitrila.

2.3 — Metodologia

2.3.1 — Estudo do comportamento eletroquimico do AA e AS usando DDB

como eletrodo de trabalho

O comportamento eletroquimico do AA e AS foi inicialmente estudado empregando a
técnica de voltametria ciclica. A varredura foi registrada na faixa de trabalho entre 0,0 e
+1,6 V vs Ag/AgCl sobre eletrodo de DDB com velocidade de 50 mV s™!, em meio de solucdo
tampdo 4cido acético/acetato 0,1 mol L'! (eletrdlito suporte). Posteriormente, este estudo foi

repetido no sistema FIA, usando a técnica de amperometria de multiplos pulsos.
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2.3.2 — Estudo de repetibilidade

O estudo da repetibilidade do método proposto (FIA/AMP) foi realizado com inje¢cdes
consecutivas de uma solug@o contendo simultaneamente AA e AS. Solu¢des de concentragdes
diferentes foram injetadas alternadamente para comprovar a auséncia de efeitos de memoria.
O desvio padrio relativo (DPR) foi calculado usando o software Origin 7.0 (Estatistica de

colunas - desvio padrdo da média).

2.3.3 — Limite de deteccao e quantificacao

O limite de detec¢do (LD) refere-se a concentracdo minima do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Em métodos que empregam uma curva
analitica, o limite de detec¢do pode ser definido como a concentracdo do analito que produz
um sinal que excede em trés vezes o desvio padrdo do sinal obtido ao passar o branco.

LD=3XS,/a
Onde,
Sy, = desvio padrao do sinal do branco

a = coeficiente angular da curva analitica ou sensibilidade da calibracdo.

Precisdo ¢é definida como dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condi¢des definidas,
sendo avaliada pelo desvio padrdo absoluto (d). Exatiddo é definida como a proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo, em relagdo ao supostamente conhecido, ou aceito

como verdadeiro.
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O Limite de Quantificacdo (LQ) representa a determinag@o do valor limite que define
o quanto de uma amostra pode ser detectada e quantificada com elevada precisdo estatistica,
sendo este valor acima do LD. Assim, o LQ representa um compromisso entre a concentragao,

a precisdo e a exatidao exigidas e pode ser medido multiplicando o LD por 3,33 [77].

2.3.4 — Estudos de adicio e recuperacao

Recuperacdo ou fator de recuperagdo pode ser definido como a propor¢cdo da
quantidade da espécie de interesse, presente ou adicionado na amostra teste que € possivel de
ser extraida e/ou quantificada.

O procedimento analitico apresenta limitagdes se a substincia adicionada ndo est4,
necessariamente, na mesma forma do que a substincia presente na amostra especifica,
implicando em avaliagdes excessivamente otimistas da recuperacdo. Os efeitos dos
componentes de matriz também devem ser investigados, pois pode haver interferentes na
separacdo, detec¢do ou quantifica¢do da substancia.

Os testes de recuperacdo devem ser realizados na faixa de concentragdo tipica da
substancia de interesse na amostra em estudo, pois comumente, a dispersdo dos resultados
aumenta com a diminuicdo da concentragdo, e o fator de recuperagdo pode diferir

substancialmente em altas e baixas concentracdes.



RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 — Estudo do comportamento eletroquimico do AA e AS sobre o eletrodo

de DDB

Inicialmente, foram realizados estudos usando voltametria ciclica com o intuito de
verificar o comportamento eletroquimico de AA e AS (AAS hidrolisado) sobre eletrodo de
diamante dopado com boro (DDB). A Figura 3.1 apresenta os resultados obtidos usando

solucio tampdo de 4cido acético/acetato 0,1 mol L' como eletrélito suporte.

100
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Figura 3.1: Voltamogramas ciclicos obtidos em tampao 4cido acético/acetato 0,1 mol L' (a)

sem e (b) com a adi¢do de 2,0 mmol L'de AA ou (c) 2,0 mmol L'de AS. V=50 mV s

Conforme pode ser observado na Figura 3.1, ambos os compostos apresentam picos
voltamétricos, indicando que tanto o AA quanto o AS oxidam sobre o eletrodo de DDB, no
intervalo de potencial estudado. A oxidacdo do AA (b) a 4cido dehidroascérbico se inicia em
torno de +0,50 V, sendo que apresenta corrente de difusdo maxima em +1,0 V. Embora a

oxidacdo do AA a 4cido dehidroascérbico (DHA) seja uma reacdo reversivel, o DHA gerado
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reage rapidamente com a 4gua tornando-se eletroquimicamente inativo. Sendo assim, o
processo se caracteriza como irreversivel nessas condi¢cdes experimentais, ndo apresentando
sinal no sentido inverso da varredura [78, 79]. A oxidacdo do AS (b) a 4cido dihidroxi-
benzdico se inicia em aproximadamente +0,9 V apresentando um pico anédico miximo em
+1,2 V. Diferentemente do AA, o AS apresenta um sinal no sentido inverso da varredura a
partir de +0,45 V (redu¢do). No entanto, a corrente de redugdo € diversas vezes inferior a
corrente de oxidag@o (~20 vezes). Segundo a literatura, este sinal de menor intensidade se
deve a reducdo de uma espécie formada em uma reacdo quimica acoplada ao processo de
oxidacdo do AS [80]. Segundo Oliveira Brett et al. [81], durante a oxidacio do AS sobre
eletrodo de DDB, radicais hidroxila sdo gerados no eletrodo e ocorre uma hidroxilagio do
produto de oxidacdo formando o dcido dihidréxi-benzdico (2,3 e 2,5) [82]. As Figuras 3.2 e

3.3 apresentam, respectivamente, as reacdes de oxidacdo do AA e AS sobre o eletrodo de

DDB.
HO HO
HO— 00 W20
HO  OH AN + 2¢ *+ 24" (a)
AA DHA
HO HO
- 0 —0 i (o]
7N + HO RQ (j—f (b)
o © 2 o gHo “oH
DHA Composto inativo

Figura 3.2: (a) Representacdo da reagdo eletroquimica (RE) de oxidacdo do 4cido ascérbico
(AA), formando 4cido dehidroascérbico (DHA) na superficie do eletrodo de diamante dopado
com boro (DDB); (b) Reacdo quimica (RQ) do DHA com a 4gua, formando um composto

eletroquimicamente inativo.
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Figura 3.3: Representagdo da reacdo eletroquimica de oxidac¢do do 4cido salicilico (AS),
formando 4cido 2,3 dihidroxi-benzéico (2,3-DHBA) e 4acido 2,5 dihidroxi-benzéico (2,5-

DHBA), na superficie do eletrodo de diamante dopado com boro (DDB).

Antes de propor o uso do eletrodo de DDB em meio de tampdo 4dcido acético/acetato
na determinacdo simultinea de AA e AS, diversos estudos foram realizados com outros
eletrodos de trabalho (ouro e carbono vitreo) e eletrélitos suportes (dcido sulftirico, tampao
fosfato, tampao Britton-Robbinson e NaOH). Os eletrodos de ouro e carbono vitreo
apresentaram problemas relacionados com repetibilidade de sinal em todos os meios
estudados, com uma gradativa queda do sinal em fun¢do do tempo, provavelmente devido a
adsorcdo do AS ou de algum produto de oxidacdo na superficie dos eletrodos. Estes resultados
estdo de acordo com os apresentados na literatura que informam que a oxidagdo do AS pode
formar um filme polimérico isolante sobre o eletrodo de trabalho sélido usado [80].

O eletrodo de DDB ndo apresentou resultados reprodutiveis em meio de NaOH,

tampao fosfato (pH = 7,2) e tampao Britton-Robbinson (pH = 2,0). Porém, em meio de dcido
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sulfirico e tampdo 4cido acético/acetato, os resultados obtidos foram mais estdveis
comparados com as outras solucdes estudadas. Entre os eletrdlitos que apresentaram bons

resultados, a op¢do foi pelo emprego do tampao dcido acético/acetato como eletrélito suporte.

3.2 - Estudo da resposta eletroquimica do AA e AS em FIA com deteccao

amperométrica usando DDB como eletrodo de trabalho

Tradicionalmente, o comportamento eletroquimico de um composto € estudado usando
voltametria ciclica (resultados obtidos no modo estaciondrio), conforme estudos apresentados
no item 3.1. No entanto, o objetivo do presente trabalho € a determinacdo de AA e AS por
FIA com detec¢do por amperometria de multiplos pulsos (FIA/AMP), a qual é uma técnica
hidrodindmica, ou seja, as solugdes estdo sob constante conveccdo. Dependendo da
configuragdo da célula FIA, os resultados obtidos podem ser diferentes dos obtidos por
voltametria ciclica. Portanto, as respostas eletroquimicas do AA e AS também foram
estudadas neste sistema.

A Figura 3.4A apresenta a escada de potencial aplicada ao sistema FIA/AMP em
funcdo do tempo (forma ciclica) e a Figura 3.4B apresenta os amperogramas obtidos apds a
injecio de duas solugdes de composi¢des diferentes (100 e 60 umol L' de AS e AA,

respectivamente).
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Figura 3.4: (A) Escada de potencial aplicada ao eletrodo de trabalho em fun¢do do tempo
(50 ms cada); (B) Amperogramas obtidos usando o sistema FIA/AMP na inje¢do de 60 pmol

L' de AA e 100 umol L™ de AS. Vazio: 3,0 mL min'; Volume injetado: 100 pL.

A Figura 3.5 apresenta os voltamogramas hidrodindmicos obtidos a partir dos
resultados da Figura 3.4 em que as correntes de pico em func¢do dos potenciais aplicados sdo

plotados, gerando um grafico i (uA) vs E (V).
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Figura 3.5: Voltamogramas hidrodindmicos obtidos a partir dos resultados da Fig. 3.4.
Solugdes: (1) 60 umol L' de AA; (¢) 100 umol L' de AAS. Eletrélito: tampdo 4cido

acético/acetato 0,10 mol L! (pH 4,7). Vazdo: 3,0 mL min’l; Volume de injecdo: 100 L.

Através das Figuras 3.4 e 3.5 € possivel ser observado que em condicdes
hidrodindmicas (sistema FIA), a oxidacdo do AA inicia em torno de +0,65 V e atinge a
corrente limite maxima em +1,1 V. A oxidacdo do AS inicia em torno de +1,1 V e ndo atinge
corrente limite mdxima em +1,40 V versus Ag/AgCl, o que difere dos resultados obtidos por

voltametria ciclica.
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3.3 — Identificacao dos pulsos de potenciais que possibilitem a

analise simultinea de AA e AS por FIA/AMP

A partir de informacdes obtidas nas Figuras 3.1 e 3.4, uma sequéncia (escada) ciclica de
dois pulsos de potenciais a ser aplicada em funcdo do tempo foi selecionada, a qual é
relacionada a seguir:

(1)+0,9 V/50ms: oxidacdo e quantificacdo de AA sem a interferéncia do AS;

(2)+1,35 V/50ms: oxidacdo de ambos os analitos (AA e AS);

A Figura 3.6 apresenta os amperogramas obtidos com a injecdo de uma solugdo contendo
somente AA (60 wmol L"), somente AS (100 pmol L") e uma solucdo contendo ambos os
compostos (AA+AS) na mesma concentragio anterior (60 pmol L' de AA e 100 pmol L' de
AS) no sistema FIA com deteccio amperométrica pulsada. Neste experimento foram
aplicados em fun¢do do tempo dois pulsos de potenciais (alternadamente): 0,9 e 1,35 V

(50 ms cada). As solugdes foram injetadas em duplicata.
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Figura 3.6: Amperogramas obtidos nos pulsos de potencial 0,9 V e 1,35 V com a inje¢do de
trés solucdes de composigdes diferentes: 60 pmol L' de AA; 100 pmol L' de AS e uma
solucio contendo ambos os compostos (AA+AS) na mesma concentracio (60 pmol L de

AA; 100 pmol L' de AS). Eletrélito: dcido acético/acetato 0,10 mol L™ (pH 4,7); Vazdo:

4,5 mL min™'; Volume injetado: 100 pL.

Como pode ser observado na Figura 3.6, o AA é oxidado em ambos os pulsos de
potenciais e AS somente em 1,35 V. Desta forma conclui-se que o AA pode ser detectado e
quantificado no pulso de potencial de +0,9 V sem a interferéncia do AS. O AS, por sua vez,
somente € eletroativo no pulso de potencial de 1,35 V, onde o AA também é oxidado. A
estratégia proposta neste trabalho para a quantificacdo do AS sem a interferéncia do AA € o

uso da diferenga de sinal detectada nos dois pulsos de potenciais, segundo a Equacgéo 1:

Ins =Li3sv—1loov Equacao 1
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Porém, conforme pode ser observado na Figura 3.6, a corrente de oxidacdo do AA ndo
apresenta a mesma magnitude em ambos os pulsos de potenciais, o que impede o uso de uma
subtracdo simples de sinal para ter acesso a corrente proveniente da oxidacdo de somente o
AS em 1,35 V. Uma opc¢do adotada neste trabalho foi a seguinte: solu¢des contendo somente
AA sdo injetadas para determinar a intensidade (diferenca) de corrente detectada para este
composto nos dois pulsos de potenciais utilizados (+0,9 e +1,35 V). A partir deste resultado

experimental, um fator pode ser calculado, utilizando-se a Equacdo 2:

fator = I+1,35 V/I+O,9 \% Equagdo 2

O fator é usado para determinar a corrente proveniente da oxida¢do do AS no pulso de
potencial de +1,35 V quando uma solugdo contendo os analitos € injetada. No caso do estudo

de seletividade (Figura 3.6), o fator encontrado foi de 1,16.

Ias = I+1,35 v — (fator X I+(),9 V) Equagdo 3

3.4 — Estudo de repetibilidade

Conforme ja descrito anteriormente [80], a oxida¢do do AS pode contaminar a
superficie de um eletrodo de trabalho sélido usado no procedimento eletroquimico. Este
problema pode ser minimizado em sistemas FIA devido a um menor tempo de contato entre a
superficie do eletrodo de trabalho e o(s) analito(s) em questdao. Com o objetivo de minimizar
os problemas relacionados a contaminagdo do eletrodo, uma vazado considerada relativamente
alta para sistemas FIA passou a ser usada (4,5 mL min"), assim como um volume de injecdo

relativamente baixo (100 uL). Desta forma, o tempo de contato entre o analito e o eletrodo
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passou a ser menor e, simultaneamente, a frequéncia analitica (nimero de inje¢des h™) foi
incrementada. Outro pardmetro que também foi considerado nesta etapa do estudo € o nimero
de aquisicOes (leituras) realizadas pelo software do equipamento durante a aquisicio de um
pico transiente. Neste trabalho, por seguranca, 20 pontos foi considerado o nimero minimo
aquisi¢des por pico transiente.

Empregando estes parametros (vazdo = 4,5 mL min"'; volume injetado = 100 pL), um
estudo de repetibilidade foi realizado com o sistema proposto. A Figura 3.7A apresenta os
resultados obtidos em funcdo de inje¢des sucessivas de solugdes padrdo contendo uma
mistura de AA e AS em duas concentragdes diferentes (30 + 50 e 80 + 130 umol L' de AA +
AS, respectivamente) no sistema FIA com detec¢do amperométrica pulsada (0,90 V/50 ms e
1,35 V/50 ms V) usando DDB como eletrodo de trabalho e tampao 4cido acético/acetato
(pH = 4,7) como eletrdlito suporte. Como pode ser observado, apesar do eletrodo de DDB
apresentar boa resisténcia a passiva¢do ou envenenamento de sua superficie eletrédica (além
do curto periodo de tempo de contato entre eletrodo e a solucdo amostra), uma queda na
corrente de oxidacdo dos compostos estudados em fungdo do tempo foi verificada, o que pode
ser facilmente observado com auxilio das linhas tracejadas inseridas na Fig. 3.7A. Uma opc¢do
para tentar melhorar este desempenho seria diminuir o nimero de injecdes hora, pois assim
aumentaria o tempo de aplica¢do do pulso de potencial de limpeza. Porém, isto iria diminuir a
frequéncia analitica e aumentaria a quantidade de residuo gerado por andlise.

Como a técnica de amperometria de multiplos pulsos (AMP) permite a aplicacdo de
até 10 pulsos de potenciais sequenciais (tempo de aplicagdo de cada pulso na ordem de
milissegundos) em fungdo do tempo (software GPES — Metrohm Autolab), a estratégia testada
foi a inclusdo de um terceiro pulso de potencial no sistema de detec¢do (com a funcio de

periddica ou “constante” limpeza eletroquimica da superficie do eletrodo).
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Figura 3.7. Amperogramas obtidos com o sistema FIA proposto mostrando injecdes
sucessivas de solucdes padrdo contendo uma mistura de AA e AS em duas concentracdes
diferentes (30 + 50 e 80 + 130 pmol L' de AA + AS, respectivamente). (A) Sem aplicacdo do
pulso de potencial de limpeza; (B) Com aplica¢do do pulso de potencial de 0,0 V por 300 ms

(amperograma ndo apresentado); Vazao de 4,5 mL min™'; Volume injetado: 100 pL.



54

A Figura 3.7B apresenta os resultados obtidos com inje¢des sucessivas das mesmas
solugdes injetadas no experimento 3.7A, mas com a inclusdo de um terceiro pulso de
potencial no sistema de detec¢do (0,90 V/50 ms; 1,35 V/50 ms V e 0,00 V/ 300 ms). Neste
caso, € importante observar que o eletrodo de trabalho permanece por 100 ms promovendo a
oxidacdo de AA ou AA+AS (etapa de contaminacdo) e por 300 ms promovendo a limpeza
eletroquimica do eletrodo. Em outras palavras, o eletrodo permanecerd 25 % do tempo na
etapa de contaminagdo e 75 % do tempo na etapa de limpeza eletroquimica. A opcdo pelo
pulso de potencial de 0,0 V se deve ao fato de que neste potencial um sinal de reducdo ou
dessorcdo é observado para o AS no experimento de voltametria ciclica (Fig. 3.1). A Tabela

3.1 apresenta os resultados obtidos nos estudo de repetibilidade.

Tabela 3.1. Desvios padrdes relativos (n = 9) calculados a partir dos estudos de repetibilidade
com o sistema FIA proposto sem e com o emprego de um pulso de potencial de limpeza

(0,0 V/300 ms).

Solucao Injetada Sem E de Com E de limpeza

(AA + AS)/pmol ™! limpeza (0,0 V/300 ms)

090V 135V 090V 1,35V
30+ 50 223% 221% 0,95% 0,66%

80 + 130 291% 2,15% 1.48% 1,09%

Como pode ser observado, uma melhora considerdvel nos resultados foi obtida apds a
inclusdo do pulso de potencial que promove “constante” limpeza eletroquimica do eletrodo de
trabalho (DDB). E importante salientar que o uso do pulso de potencial de limpeza nio

implica em perda de desempenho do método. Somente ocorre um aumento na corrente



55

capacitiva devido ao incremento na amplitude do pulso de potencial. A média (n = 10) do
ruido da linha base foi de 5,3 £ 0,6 ¢ 7,0 £ 1,0 nA no experimento sem e com o uso do pulso
de potencial de limpeza eletroquimica, respectivamente. Assim, podemos concluir que com a

inclusdo do pulso de potencial de limpeza, o limite de detec¢do varia muito pouco.

3.5 — Estudos para a identificacao da faixa linear de resposta entre

concentraciao e corrente de oxidacao de AA e AS

Uma vez definidos os pulsos de potenciais de oxidag¢do e limpeza eletroquimica na
determinacdo simultinea de AA e AS, estudos foram realizados com o objetivo de identificar
o intervalo no qual existe uma relacdo linear entre a corrente de oxidacdo e a concentracdo de
cada composto.

A Figura 3.8 apresenta os resultados obtidos com a injecdo de solugdes contendo
concentracdes crescentes de AA no sistema FIA-AMP com o objetivo de identificacdo da
faixa em que ha uma relacdo linear entre a corrente de oxidacdo e a concentracdo de AA. As
solugdes injetadas continham as seguintes concentracdes de AA: a = 10; b=30; c = 60;

d=90; e = 120 pmol L™
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Figura 3.8: Amperogramas obtidos com a injecdo no sistema FIA de solugdes padrdo
contendo concentracdes crescentes de AA: a) 10 ;b) 30 ;¢) 60 ;d) 90 ; e) 120 umol L. Pulso

de potencial de limpeza: 0,0 V/300 ms; Vazdo de 4,5 mL min’l; Volume injetado: 100 uL.

Usando a média (n = 3) das correntes de pico de cada concentragio injetada no estudo
de identificacdo da faixa linear, duas curvas analiticas foram construidas. Uma referente ao a
corrente detectada no pulso de potencial 0,9V e a outra referente ao pulso de potencial 1,35 V,
tendo sido obtidos excelentes coeficientes de correlacio linear em ambos os pulsos de

potenciais (R = 0,999), conforme apresentado na Figura 3.9.
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Figura 3.9: Curvas analiticas obtidas a partir das correntes de oxidagdo do AA nos

amperogramas apresentados na Fig. 3.8. (a) 0,9 V; (b) 1,35 V.

A equagdo de regressdo linear entre a corrente de oxidacdo de AA e sua respectiva

concentracdo no pulso de potencial de +0,9 V € dada por:

I (uA)=0,03543 +0,01488 C (umol L'); R = 0,999 Equacio 4

No pulso de potencial de +1,35 V, a equag@o da regressdo linear entre a corrente de

oxidacdo de AA e sua respectiva concentragdo é dada por:

I (uA) =0,02648+ 0,01493 C (umol L™"; R=0,999 Equacao 5

Para o AA, uma resposta linear na faixa de concentracio estudada (10 a 120 umol L™)

foi observada em ambos os pulsos de potenciais (0,90 e 1,35 V), e com coeficientes lineares

iguais a 0,999 em ambos 0s casos.
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Os estudos realizados para a identificagdo da faixa de concentracdo no qual o sinal
amperométrico de oxidagdo de AA ¢é linear versus concentracdo também foram usados para
averiguar em que faixa de concentragdo o fator entre a corrente de oxidagdo do AA em
+1,35V e +0,90 V (InA em +135 v/IaA em 0900 v) € constante. Este fator serd usado para
identificar a corrente proveniente da oxidacdo de AS no pulso de potencial de + 1,35 V, de

acordo com equagdo 3. A Tabela 3.1 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 3.2: Variacdo do fator (Iaa+1,35 v/Iaa+0,00 v) em funcdo da concentracdo de AA.

AA (umol L) Média Média *Fator
I135v (uA) Lp,ov (UA) de correcao*
10 0,207 0,200 1,03
30 0,513 0,500 1,03
60 0,897 0,896 1,00
90 1,337 1,336 1,00
120 1,847 1,847 1,00

*Fator = I13sv/ Iogov

Os resultados apresentados na Tabela 3.1 demonstram que o fafor de correcdo
(Iaa+135/Tan+0.00) a ser usado para identificar a corrente proveniente da oxidacdo do AS em
+1,35 V € relativamente constante na faixa de concentracio estudada (entre 10 e
120 pmol L'l). Nesta faixa, o valor médio foi calculado em 1,01 + 0,02, o que corresponde a
um desvio médio relativo de 2,75% (n = 5). Segundo estudos realizados, em cada nova
calibragdo do método para andlise simultinea de AA e AS € aconselhdvel que uma solucio
contendo somente AA seja injetada para a determinagdo do fator existente entre os sinais

adquiridos nos pulsos de potenciais de +0,90 e 1,35 V. Pequenas variacdes podem ocorrer no
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fator (entre um experimento e outro) em funcio da vazdo, do tempo de aplicacdo dos pulsos
de potenciais e principalmente em fun¢@o do procedimento de limpeza eletroquimico usado
com o eletrodo de DDB.

O mesmo estudo foi repetido para o AS (estudo de linearidade). Na Figura 3.10 sdo
apresentados os resultados obtidos na injecio de solug¢des contendo concentracdes crescentes
de AS, com o objetivo de identificar a faixa de concentracio em que hd uma relacdo linear
entre corrente de oxidacdo e sua respectiva concentragdo. As solugdes injetadas continham as

seguintes concentragdes de AS: a=16; b =50; c =100; d = 150; e = 200 pmol L

20 -
e
15
b
a
g‘ 10 1,35V/0,05s
= 10-
8 =
6 0,9V/0,05s
T T T T T ? T i L
0 100 200 300 400

Tempo /s
Figura 3.10: Amperogramas obtidos em funcdo da injecdo de solucdes padrdo contendo
concentracdes crescentes de AS: a) 16; b) 50; c) 100; d) 150; e) 200 pmol L. Pulso de

potencial de limpeza: 0,0 V/300 ms; Vazdo: 4,5 mL min’l; Volume injetado: 100 uL.

Considerando o sinal médio de corrente (n = 3) detectado em 1,35 V, uma curva
analitica foi construida, com a obtencdo de excelente coeficiente de correlagdo linear

(R=0,999), conforme apresentado na Figura 3.11
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Figura 3.11: Curva analitica obtida a partir das correntes de oxida¢do do AS do amperograma

apresentado na Fig. 3.11.

No pulso de potencial de +1,35 V, a equagdo da regressdo linear para a andlise do AS
¢é dada por:

I (uA) =-0,12216 +0,04143 C (umol L™); R = 0,999 Equacao 6

Conforme pode ser observado, o AS apresenta uma relacdo linear entre concentragio e
corrente amperométrica de oxidagdo na faixa estudada. Além disto, também pode ser
observado que o AS somente € eletroativo no pulso de potencial de 1,35 V, sendo que ndo
apresenta sinal em 0,90 V. A corrente detectada em 0,90 V na injecdo da solu¢do contendo
120 umol L' é negligencidvel, pois a corrente detectada no pulso de potencial de 1,35 V ¢
noventa vezes maior. No entanto, na inje¢do de concentracdes superiores de AS (nestas
condi¢des experimentais), este problema tende a se agravar. Portanto, neste estudo, a

concentragio de 120 umol L™ foi considerada a concentracio mdxima de AS a ser utilizada.



61

3.6 — Curvas analiticas para determinacao simultinea de AA e

AAS em formulacoes farmacéuticas

Trés condi¢des foram consideradas para definir a faixa de concentracao a ser usada na
construcdo da curva de calibracdo na andlise simultinea de AA e AAS em formulagdes
farmacéuticas:

(1) Faixa de concentracio onde hi linearidade entre corrente de oxidacdo detectada e a
concentracdo, tanto para AA, como de AS;

(2) Faixa de concentracdo de AA onde o fator de correcdo (iaa+1.35 vliaa+09 v) € constante;

(3) Relagdo entre a concentragcdo de AA e AS existente em formulacdes farmacéuticas

comerciais (AA =240 mg; AAS =400 mg; 1,7 vezes).

A Figura 3.12 apresenta os amperogramas obtidos nos pulsos de potenciais de +0,90 V
e +1,35 V em funcdo da injecdo, em triplicata, de solu¢des padrdo contendo, respectivamente,
AA e AS: (a) 30 e 50 pmol L'"; (b) 40 e 65 pmol L™; (¢) 50 e 80 umol L; (d) 60 e
100 umol L™, (e) 70 e 115 pmol L™, (f) 80 e 130 umol L. Além disto, uma solucdo contendo
somente (g) 20 pmol L' de AA também foi injetada com o objetivo de obter (calcular) o fator
de correcdo a ser usado na Equacdo 3 para ter acesso a corrente proveniente da oxidacdo do
AS no pulso de potencial de 1,35 V. As solugdes contendo AA + AS foram injetadas em

ordem crescente e decrescente de concentracao.
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Figura 3.12: Amperogramas obtidos a partir de inje¢cdes de solugdes padrdo contendo,
respectivamente, as seguintes concentracdes de AA + AS: (a) 30 e 50 pmol L''; (b) 40 e
65 umol L'"; (¢) 50 e 80 pmol L™"; (d) 60 e 100 pmol L™; (e) 70 e 115 umol L™; (f) 80 e
130 pmol L (g) apenas AA 20 umol L". Pulso de potencial de limpeza: 0,0 V/300 ms.

Vazdo: 4,5 mL min"'; Volume de inje¢do: 100 pL.

A Figura 3.13 apresenta as curvas analiticas (em ordem crescente e decrescente de
concentracdo), para a quantificacdo de AA, obtidas a partir do amperograma (médias das
alturas das correntes) detectado no pulso de potencial de 0,90 V (deteccdo do AA).

Ambas as curvas apresentaram bom coeficiente de correlacdo linear (R=0,994 na

curva da concentracao crescente, e R=0,999 na curva da concentracio decrescente).
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Figura 3.13: Curvas analiticas obtidas para AA com a inje¢cdo das solu¢des em ordem

crescente (a) e decrescente (b) de concentracdo. Os dados foram obtidos a partir do
amperograma da Fig. 3.12 (0,90 V/ 50 ms).

As equacOes de regressao linear (andlise de AA) obtidas a partir do grafico da Fig.
3.13 s@o as seguintes (0,90 V):

- Ordem crescente de concentragdo: I (uA) =0,1601 + 0,04009 C (umol L'l)

....... Equacao 7
- Ordem decrescente de concentracdo: I (uA) =0,01732 + 0,04118 C (umol L Equacao 8

A Figura 3.14 apresenta as curvas analiticas (em ordem crescente e decrescente de
concentracdo) para a quantificacdo de AS obtidas a partir do amperograma (médias das alturas

das correntes) detectado no pulso de potencial de 1,35 V (Fig. 3.13). Neste caso, a corrente de
oxidagdo de AS foi obtida mediante o uso da equagdo 3:

Ias = Liuss v— (fator x Lioov)
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O fator usado na equacdo acima foi obtido a partir do sinal gerado pela injecio de uma
solu¢d@o contendo somente AA (Fig. 3.13 g). O valor do fato encontrado foi de 0,9

Fator de corregdo = 14135 v/1109 v (solugdo contendo somente AA)

R =0,998

(IJ 2I0 4I0 6|0 8|0 1 (IJO 1 2IO 1 tltO -20 (IJ 2|0 4I0 6|0 8|0 1 OIO 1 2|0 1 :to
[AS] / umol L™ [AS] / pmol L™
Figura 3.14: Curvas analiticas obtidas para AS com a injecdo das solugdes em ordem

crescente (a) e decrescente (b) de concentracdo. Os dados foram obtidos a partir do

amperograma da Fig. 3.13 (1,35 V/ 50 ms) usando a seguinte equacao:

Ias = L35 v — (fator x Lo v).

As equagdes de regressdo linear (andlise de AS) obtidas a partir do grafico da Fig. 3.14

sdo as seguintes (1,35 V):

- Ordem crescente de concentracdo: I (uA) =0,019238 + 0,06309 C (umol L")  Equacdo 9

- Ordem decrescente de concentragio: I (uA) = 0,00441 +0,06541 C (umol L") Equacio 10
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3.7 — Limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ)

Os limites de detec¢do e quantificagdo calculados para AA e AS com o método

proposto, bem como o coeficiente de correlacdo (R) sdo apresentados na Tabela 3.2.

Tabela 3.3: Limites de deteccdo e quantificagio e coeficiente de correlagio

Farmacos R LD LQ
AA 0,998 174 nmol L 579 nmol L’
AAS 0,999 164 nmol L 547 nmol L

3.8 - Analise de amostras de formulacoes farmacéuticas contendo

AA e AAS

Amostras de quatro lotes diferentes de comprimidos efervescentes contendo AA e
AAS foram adquiridas e preparadas conforme descrito no procedimento experimental. A
Tabela 3.2 apresenta uma comparagdo entre os resultados obtidos usando o método proposto e

os obtidos por HPLC.
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Tabela 3.4: Comparacdo entre os resultados obtidos na determinacdo simultinea de AA e
AAS em quatro formulagdes farmacéuticas empregando o método proposto (FIA-AMP) e

HPLC.

Amostra Firmaco Bula! FIA-AMP! HPLC! Ei(%) Ex%)’

1 AA 240 224 +4 233 +3 -7 -3,7
AAS 400 364 +£6 349+ 3 -9 4,3
2 AA 240 220 +7 238 +4 -4,5 -3,7
AAS 400 392+9 385 +5 -2 2
3 AA 240 279+6 280 +4 16 -1
AAS 400 430 +3 430 +4 7,5 0
4 AA 240 2876 287 +6 19,5 0
AAS 400 424 + 4 430 +5 6 -1.4

1 - Em mg; 2- Erro relativo em relag@o a bula do comprimido efervescente; 3 — Erro relativo
em relacido ao HPLC.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 3.3, o método proposto de
determinacdo simultanea de AA e AAS apresentou resultados similares aos obtidos por
HPLC. Os resultados obtidos com ambos os métodos foram comparados estatisticamente
usando o “teste ”” e 0 “teste t” [83, 84]. Aplicando o “teste F”, foi possivel verificar que dois
métodos fornecem precisdes equivalentes considerando um nivel de confianca de 95 %.
Todos os valores calculados foram inferiores ao valor tabelado (Frabelado = 19,00).
Considerando o feste ¢, os resultados médios (n = 3) de ambos os métodos ndo apresentaram
diferenca significativa em um nivel de confianca de 95%, sendo que 0 Z.4cuqdo TO1 inferior ao
tabelado (2,78). Somente a amostra 1 apresentou um valor calculado superior ao valor tabelado.

Além disso, estudos de adi¢do e recuperacdo também foram realizados com as

amostras contendo simultaneamente AA e AAS. O objetivo deste estudo foi de obter
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informacdes sobre possiveis interferéncias geradas pela matriz dessas amostras sobre a
resposta obtida. Para este estudo foram feitos experimentos em triplicata, por meio da adi¢ao
de aliquotas de solucdo padrdo de AA e AAS as solu¢des contendo amostras diluidas das

formulacdes farmacéuticas. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 Resultados obtidos nos estudos de adi¢do e recuperagdo na determinagdo de AA e

AAS em formulagdes farmacéuticas usando o método proposto.

Amostra  Farmaco  Concentragio  Concentracdo  Concentracio  Recuperacio

encontrada (mg)  adicionada (mg)  encontrada (mg) (%)

1 AA 38+2 54 102 £3 111
AAS 82 +3 90 171 £2 99

2 AA 38+2 70 117 £1 108
AAS 821 117 217 £1 109

3 AA 43 +1 54 102 £1 105
AAS 821 90 170 £2 99

4 AA 43 £2 70 102 £1 90
AAS 82 +3 117 219 £3 110

Como pode ser observado na Tabela 3.5, as recuperagdes variaram entre 90 e 111%
para 0 AA e 99 % e 110% para o AAS. Esses valores obtidos indicam que ndo houve
interferéncia significativa da matriz das amostras nas determinacdes de AA e AAS nas

formulacdes farmacéuticas comerciais estudadas.
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3.8 - Estudos complementares

3.8.1 Anailise por injecio em batelada (BIA)

3.8.1.1 - Breve introducao sobre a técnica

Em 1991, Wang e Taha [85] introduziram a técnica de Andlise por Inje¢do por
Batelada (BIA). Esse procedimento consiste na inje¢do de uma pequena quantidade da
solu¢do amostra ou padrdo, por meio de uma micropipeta (normalmente eletrdnica), que tem
sua ponteira disposta proxima a interface do eletrodo de trabalho (~ 2 mm). Sendo assim, a
célula eletroquimica, onde ha a solugdo de eletrdlito, é também considerada do tipo wall-jet.
Por ndo depender de propulsio de eletrdlito e tubulagdo para carreamento do analito, a técnica
nao é considerada em fluxo. O detector registra um pico de resposta transiente que reflete a
passagem da amostra sobre a interface do eletrodo de trabalho.

Os autores deste trabalho descreveram as vantagens da operacdo por BIA, semelhantes
as do sistema FIA. Sdo elas: alta frequéncia analitica, necessidade de pouca quantidade de
amostra ou padrdo, boa sensibilidade e reprodutibilidade. Em adi¢do, como vantagem sobre
FIA, tem-se: ndo dependéncia de bomba de propulsio, minimiza¢do de problemas com
vazamentos e com bolhas no sistema, consumo de menor quantidade de eletrélito (dependente
do ndmero de andlises) e maior facilidade em sua implementagdo, principalmente fora do

ambiente de laboratdrio (andlises “in situ’) [86].
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3.8.1.2 — Aplicacao da técnica neste trabalho

Os estudos iniciais para a determinacdo simultinea de AA e AAS foram realizados
empregando BIA. Porém, o sistema BIA ndo apresentou resultados reprodutiveis em fungdo
do tempo (no modo estaciondrio - sem agitacio mecanica da solugdo), mesmo com a
aplicagdo constante do pulso de potencial de limpeza eletroquimica. O uso de um agitador
mecanico comum ndo era possivel, pois na célula BIA usada nos estudos, o eletrodo de
trabalho de DDB € posicionado na parte inferior da célula, local onde a barra magnética
ficaria operando. Um agitador mecanico que permite a agitacdo da solucdo através da inser¢do
de uma haste metdlica pela parte superior da célula foi adquirido pelo grupo, mas o ruido
gerado na linha base por este sistema de agitagdo foi excessivo, impossibilitando sua
utilizagdo. Assim, optamos em desenvolver a metodologia por FIA.

No entanto, recentemente, com auxilio de um micro-motor DC (24 V), normalmente
usados em impressoras, miquinas copiadoras ou brinquedos, um agitador com melhor eficicia
foi construido. Uma pequena adaptacdo foi necessiria. Um tubo de teflon (& = 1,0 cm;
comprimento = 5,0 cm) foi adaptado ao eixo do micro-motor. A velocidade de agitacido pode
ser controlada mediante o uso de uma fonte de tensao varidvel (1,5 a 12 V).

As condicdes otimizadas em FIA (eletrdlito, eletrodos, pulsos de potenciais aplicados,
faixa linear de resposta) foram mantidas no sistema BIA. Somente o volume de inje¢do foi
variado de 100 para 150 pL e a velocidade de injecdo usando da pipeta eletronica foi de
30 uL s™. A velocidade e o volume de injecdo foram definidos para aumentar o nimero de
aquisi¢des por pico transiente do sistema BIA.

A Figura 3.15 apresenta os resultados obtidos com o sistema BIA (sob agitacio

constante) e inje¢des sucessivas (n = 10) de uma solucdo padrdo contendo uma mistura de AA
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e AS (40 e 65 umol L', respectivamente). Os pulsos de potenciais aplicados foram os
u P

seguintes: 0,90 V/50 ms; 1,35 V/50 ms e 0,0 V/300 ms.
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Figura 3.15: Amperogramas obtidos com o sistema BIA (sob agitacdo) em funcdo de 10
injecdes sucessivas de uma solugio contendo 40 e 65 umol L de AA e AS, respectivamente.
Pulso de potencial de limpeza: 0,0 V/300 ms. Eletrélito tampao 4cido acético/acetato

0,10 mol L™ (pH 4,7). Velocidade de injecdo: 30 uL s”'. Volume de inje¢do: 150 uL.

Os desvios padrdes relativos foram calculados em 1,0 e 0,6 % nos amperogramas
obtidos em 0,9 V e 1,35 V, respectivamente. Quando o sistema BIA foi usado nas mesmas
condi¢des, porém, sem agitacio mecanica da solucdo, os desvios padrdes relativos foram
calculados em 3 e 7 %, respectivamente.

A Figura 3.16 apresenta os amperogramas obtidos com o sistema BIA (sob agitacio
constante) para a injecio de uma solucdo de 20 pmol L de AA (a) e de solugdes contendo
concentracdes crescentes de AA e AS, respectivamente (30 e 50; 40 e 65; 50 e 80; 60 e 100;

70 e 115, 80 e 130 umol L.
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Figura 3.16: Amperogramas obtidos a partir de inje¢cdes de solu¢des padrdo contendo (a) AA
20 pumol L'e concentracdes crescentes de AA + AS, respectivamente: (b) 30 e 50, (c) 40 e
65; (d) 50 e 80; (e) 60 e 100; (f) 70 el15; (g) 80 e 130 pmol L. Pulso de potencial de
limpeza: 0,0 V/300 ms. Eletrdlito: tampao HAc/Ac 0,10 mol L! (pH 4,7). Velocidade de

inje¢do: 30 uL s'; Volume injetado: 150puL.

A Figura 3.17 apresenta as curvas analiticas obtidas a partir dos amperogramas
apresentados na Figura 3.16. Assim como no sistema FIA, a quantificacdo de AA ¢ realizada
com a corrente detectada em 0,90 V (deteccdo do AA) e a quantificacdo de AS foi obtida
mediante o uso da equagdo 3:

Ias = L35 v — (fator x 1o v)

O fator de correcao foi calculado a partir da inje¢do de uma solucio contendo somente
AA (fator = 0,83). Ambas as curvas analiticas apresentaram bom coeficiente linear de

correlacdo (R=0,999 para AA e R=0,998 para AS).
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Figura 3.17: Curvas analiticas obtidas para AA (a) e AS (b) empregando o sistema BIA. Os

dados foram obtidos a partir dos amperogramas da Figura 3.16.

As equacdes de regressdo linear, obtidas a partir do grifico da Fig. 3.17 s@o as
seguintes:
- No potencial de 0,9 V (AA): I4 (uA) = 0,16667+ 0,05894 C (umol LY Equacao 11

- IAS = I+1,35 vV — (fator X I+(),9 V)Z IAAS (}JA) = 0,06825+ 0,10218 C (}.11’1101 L_l) Equagdo 12

Conforme os resultados apresentados empregando o sistema BIA e considerando a
similaridade entre BIA e FIA, ndo é exagero afirmar (apesar do nimero reduzido de testes)
que o sistema BIA pode ser usado com sucesso na determinag@o de simultinea de AA e AAS
em formulacdes farmacéuticas. O sistema de injecdo empregando a pipeta eletrOnica
adquirido da empresa Eppendorf (Multipette® stream) é altamente reprodutivel, mesmo as

inje¢des realizadas por diferentes operadores.
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3.8.2 — Analise simultinea de AA e AAS por voltametria de onda quadrada

A andlise simultinea de AA e AAS por FIA ou BIA € conveniente se um niimero
considerdvel de amostras necessitam ser analisadas. Uma calibrag@o externa é realizada e em
seguida as amostras sdo rapidamente injetadas e o resultado € obtido rapidamente. No entanto,
quando um ndmero reduzido de amostras necessitam ser analisadas (menos de trés, por
exemplo), um procedimento usando uma célula estaciondria, o método de adi¢do de padrdo e
voltametria de onda quadrada (SWV) ou de pulso diferencial (DPV) pode ser vantajoso. Neste
caso, certo volume de eletrélito € adicionado a uma célula, em seguida uma aliquota da
amostra e trés ou quatro aliquotas de uma solucido padrdo e o resultado pode ser fornecido
(com registro de um voltamograma a cada adicdo).

A célula empregada neste estudo é semelhante a usada no procedimento BIA, mas
com capacidade inferior em volume (100 mL). A Figura 3.18 apresenta os voltamogramas
obtidos na andlise de uma amostra simulada usando SWV. O experimento foi realizado sob
constante agitacdo mecanica da solugdo e é apresentado com corre¢do de linha de base

(software GPES).
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Figura 3.18: Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solucdo amostra
convenientemente diluida (a) e trés adicdes sucessivas de aliquotas de uma solucdo padrdo
contendo, respectivamente, AA e AS: (b) 25 e 40; (c) 50 e 80; (d)75 e 120 umol L.
Frequéncia: 20 Hz; Amplitude: 40 mV; Incremento de potencial: 4 mV; Potencial de pré-

tratamento: 0,0 V/ 10 s; Eletrodo de trabalho: DDB; Eletrélito: Tampao HAc/Ac™ 0,1 mol L

Apesar dos parametros da técnica de SWV nao terem sido devidamente otimizados, o
método apresentou boa estabilidade e seletividade adequada para a determinagdo de AA e AS
nesta amostra (boa separacdo entre os picos), sendo que o AA apresentou um pico de
oxidacdo em +0,7 Ve o AS em +1,1 V. A andlise foi realizado sob constante agitacdo e com a
aplicacdo de um potencial de pré-tratamento (0,0 V/10 s), antes do registro de cada

voltamograma.

A Figura 3.19 apresenta as regressoes lineares obtidas a partir das correntes de pico

dos voltamogramas apresentados na Fig. 3.18.
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Figura 3.19: Grificos de regressdo linear obtidas para uma amostra simulada contendo AA

(a) e AS (b). Os dados foram obtidos da Fig. 3.18.

As equacgOes de regressdo lineares obtidas a partir do grafico da Fig. 3.19 sdo as

seguintes:

- No potencial de 0,9 V (AA): 144 (uA) = 0,3449+ 0,01596 C (umol LY Equacao 13

- No potencial de 1,35 V (AS): 145 (uA) = 1,327+ 0,03255 C (umol LY Equacao 14

Na Tabela 3.6 sdo apresentados os resultados obtidos na andlise de duas amostras
sintéticas usando voltametria de onda quadrada e o método de adi¢do de padrdo. Conforme
pode ser observado, as recuperagdes estdo proximas de 100 %, o que permite concluir que o
método tem potencial para ser usado no controle de qualidade de formulagdes farmacéuticas

com esta composi¢ao.



Tabela 3.6: Resultados obtidos na determinacdo sequencial rdpida de AA e AAS por SWV

Amostra Farmaco Conc. Simulada Conc. Recuperacao
(mg) analisada (mg) (%)
A AA 240 264 +2 110
AAS 400 432 +£3 108
B AA 240 233 +1 97

AAS 400 412 +4 103
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4.1 — Conclusoes

Neste trabalho foi demonstrado que o método proposto (Andlise por inje¢do em Fluxo
com detecgdo Amperométrica de Miltiplos Pulsos — FIA/AMP) € eficiente na determinacdo
simultinea de aspirina (AAS) e vitamina C (AA) em formulacdes farmacéuticas. Os
resultados obtidos sdo similares aos obtidos por HPLC a um nivel de confianga de 95 %.

O sucesso foi obtido mediante o uso de DDB como eletrodo de trabalho em meio de
tampao 4cido acético/acetato (pH = 4,7) e a aplicag@o dos seguintes pulsos de potenciais:

e 0,9 V/50 ms — Oxidag@o do AA gerando 4cido dehidroascérbico (DHA).

e 1,35 V/ 50 ms — Oxidagdo de ambos os compostos: dcido ascérbico gerando
dcido dehidroascérbico e dcido salicilico gerando 4cido benzdico 2,3-
dihidroxilado (2,3-DHBA) e acido benzdico 2,5-dihidroxilado (2,5-DHBA).

e 0,0 V/ 300 ms — pulso de potencial necessdrio para constante limpeza ou
manutencdo da superficie do eletro de trabalho.

A corrente detectada em 0,9 V foi usada na quantificagdo do AA, sendo que na
quantificacdo de AAS, a estratégia usada foi a subtragc@o da corrente detectada entre 1,35 € 0,9
V mediante o emprego de um fator de corre¢do. O fator de correcdo € obtido com a inje¢do no
sistema de uma solug@o contendo somente AA. Seguem as equagdes utilizadas:

Jator =Iaaem135v/ Iaaemo v Ins =li3sv — (Iog v X fator)

O método proposto apresentou faixa linear de resposta entre 30 e 80 pmol L' para AA
e entre 50 e 130 umol L' para AAS. Os coeficientes de regressio linear calculados estavam
préximos a 0,999 para ambos os fairmacos nesta faixa de concentracdo. O método € estavel em
funcdo do tempo (DPR = ~ 1,05 %; n = 18). Os limites de deteccdo foram calculados em 0,17
e 0,16 umol L' para AA e AAS, respectivamente. A frequéncia analitica foi calculada em

125 injecdes h™.
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Adicionalmente foi demonstrado que o método FIA proposto pode ser implementado
em BIA (anélise por inje¢do em batelada), desde que o sistema esteja sob conveccio constante
(agitacdo mecanica da solugd@o). Diversas condi¢des otimizadas em FIA podem ser utilizadas
no sistema BIA. Além disto, também foi demonstrado que a técnica de voltametria de onda
quadrada (SWV) empregando o método de adi¢do de padrdo pode ser usada na determinacdo

de AA e AAS em formulagdes farmacéuticas.
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