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RESUMO

No presente trabalho investigou-se a potencialidade do sistema de Analise por Injecao
em Batelada com deteccdo por Amperometria de Mdultiplos Pulsos (BIA-MPA) usando
diamante dopado com boro (BDD) na determinagdo simultanea de 8-cloroteofilina (CTF) e
difenidramina (DIF), e destes simultaneamente com piridoxina (PIR) ou cafeina (CAF), em

formulagGes farmacéuticas.

A determinagdo simultdnea de CTF e DIF por BIA-MPA foi realizada através da
aplicacdo de trés pulsos de potenciais em funcdo do tempo ao eletrodo de BDD usando
NaAc/HAc 0,05 mol L(pH = 4,7) como eletrdlito suporte. Em +1,35 V/50ms, CTF foi
detectada (oxidacao) sem a interferéncia de DIF. Em +1,80 V/50ms, ambos os compostos (CTF
+ DIF) foram oxidados. A corrente de oxidacdo da DIF foi obtida pela subtracdo entre as
correntes detectadas em ambos 0s pulsos de potenciais mediante uso de um fator de corregéo.
O pulso de 0,7 /200 ms foi aplicado para evitar a contaminagdo/passivacao da superficie do
eletrodo de trabalho (BDD). O método proposto apresentou estabilidade (RSD = 2,4 e 2,5%
para CTF e DIF, respectivamente; n=20), alta frequéncia analitica (70 injecGes h't), faixa linear
de resposta entre 10 e 60 umol L (r > 0,998) e os LD e LQ de 2,2 ¢ 7,3 pmol L para CTF e
em 0,5 e 1,7 umol L? para DIF, respectivamente. O método proposto foi aplicado na
determinacgdo simultanea de CTF e DIF em formulacdes farmacéuticas e os resultados obtidos

foram similares ao obtidos por HPLC, a um nivel de confianca de 95%.

O mesmo sistema (BIA-MPA) também foi adaptado para a determinacéo simultanea de
PIR, CTF e DIF. Neste método, os seguintes pulsos de potenciais foram aplicados
sequencialmente ao eletrodo de BDD usando H.SO4 0,1 mol L™ como eletrélito suporte: a) +
1,25 V/50 ms: oxidacdo da CTF sem interferéncia dos demais compostos; b) + 1,60 V/50 ms:
oxidacdo de CTF e PIR sem a interferéncia de DIF; ¢) + 1,80 /50 ms: oxidacdo de CTF, PIR
e DIF; d) + 1,0 V (150 ms): aplicado para evitar a contaminacdo do eletrodo de trabalho de
BDD. Expressdes matematicas simples e fatores de corre¢do foram utilizados para obtencéo
das correntes de oxidacdo de cada analito. Este método proposto apresentou 0s seguintes
resultados: estabilidade (RSD= 0,9, 1,5 e 1,5% para CTF, PIR e DIF, respectivamente; n=20),
alta frequéncia analitica (~60 injecGes h), faixa linear de resposta entre 20,0 e 60,0 umol L
para CTF e DIF e entre 10,0 e 30,0 umol L™ para PIR e os LD e LQ de 0,19 e 0,62 umol L*
para CTF, 0,54 e 1,81 umol L para PIR e 0,18 e 0,60 pmol L para DIF. O método proposto



foi aplicado na determinagdo simultdnea de CTF, PIR e DIF em amostras farmacéuticas
comerciais e os resultados obtidos foram similares ao obtidos por HPLC a um nivel de
confianca de 95%.

Um terceiro método (similar ao segundo) foi proposto para a determinagdo simultanea
de CAF, CTF e DIF. Os pulsos de potencial aplicados foram + 1,10 V (oxidagdo da CTF), +1,40
V (oxidagdo de CTF e CAF) e + 1,70 V (oxidacdo de CTF, CAF e DIF) usando NaAc/HAc
0,05 mol LY(pH = 4,7) como eletrélito suporte. O sistema BIA-MPA proposto apresentou alta
frequéncia analitica (120 injecGes h™), elevada precisdo (DPRs < 1,0%, n = 20) e baixos valores
deLDeLQ, (0,31 e1,03 umol L para CTF; 0,49 e 1,63 pumol L para CAF ¢ 0,76 e 4,09 umol
L* para DIF, respectivamente). O método proposto foi aplicado na determinagdo de CTF, CAF
e DIF em uma amostra farmacéutica manipulada e os resultados obtidos foram similares ao

obtidos por HPLC, a um nivel de confianga de 95%.

Palavras-Chave: Amperometria de maltiplos pulsos (MPA), Analise por Injecdo em Batelada
(BIA), andlise simultanea, diamante dopado com boro (BDD), dimenidrinato, piridoxina,

cafeina.



ABSTRACT

In this work, the potentiality of batch injection analysis with multiple pulse
amperometric (BIA-MPA) detection using boron doped diamond (BDD) electrode was
investigated for simultaneous determination of 8-chlorotheophylline (CTF) and
diphenhydramine (DIP), and these simultaneously with pyridoxine (RIP) or caffeine (CAF) in

pharmaceutical formulations.

The simultaneous determination of (CTF) and (DIF) was performed with the application
of three sequential pulses in function of time to the BDD electrode using NaAc/HAc 0.05 mol
L (pH = 4.7) as supporting electrolyte. At 1.35 V/50 ms, CTF was detected (oxidation) without
interference of DIF. At 1.80 /50 ms, both compounds (CTF + DIF) were oxidized. The current
of DIF can then be obtained by subtraction of the currents detected during application of both
potential pulses using a correction factor. The potential pulse of 0.7 VV/200 ms was applied to
avoid contamination/passivation of the BDD electrode surface. The proposed method presented
stability (RSD = 2.4 e 2.5% for CTF e DIF, respectively; n=20), high analytical frequency (70
injections h™), linear concentration range between and LOD and DOQ of 2.2 and 7.3 pmol L™
for CTF and 0.5 e 1.7 umol L™ for DIF, respectively. The proposed method was used for
simultaneous determination of CTF and DIF in pharmaceutical formulations and the obtained

results were similar to those obtained by HPLC (confidence interval = 95%).

The same system (BIA-MPA) has also been adapted for simultaneous determination of
PIR, CTF e DIF. In this method, the following potential pulses were applied sequentially to the
BDD working electrode using H2SO4 0.1 mol L™ as supporting electrolyte: (a) + 1.25 V/50 ms:
oxidation of CTF without interference of the other compounds; b) + 1.60 V/50 ms: oxidation
of CTF e PIR without interference of DIF; ¢) + 1.80 VV/50 ms: oxidation of CTF, PIR and, DIF;
d) + 1.0 V (150 ms): applied to avoid contamination/passivation of the BDD electrode surface.
Simple mathematical expressions and correction factors were used to access the oxidation
current of each analyte. The proposed method presented the following results: stability (RSD=
0.9, 1.5 e 1.5% for CTF, PIR and DIF, respectively; n=20), high analytical frequency (~60
injections h), linear concentration range between and 20.0 and 60.0 umol L for CTF and DIF
and between 10.0 and 30.0 umol L for PIR and the LD and LQ of 0.19 and 0.62 umol L for
CTF, 0.54 and 1.81 umol L™ for PIR and 0.18 e 0.60 umol L* for DIF. The proposed method
was applied for simultaneous determination of CTF, PIR and DIF in pharmaceutical samples

and the obtained results were similar to those obtained by HPLC (confidence interval = 95%).



A third method (similar to the second) was proposed for simultaneous determination of
CAF, CTF e DIF. The applied potential pulses were + 1.10 V (CTF oxidation), +1.40 V
(oxidation of CTF and CAF) and, + 1.70 V (oxidation of CTF, CAF and, DIF) using NaAc/HAc
0.05 mol LY(pH = 4.7) as supporting electrolyte. The proposed BIA-MPA system presented
high analytical frequency (120 injections h™), precision (RSDs < 1.0%, n = 20) and low LD and
LQ values (0.31 e 1.03 umol L for CTF, 0.49 and 1.63 pmol L for CAF and 0.76 and 4.09
pumol L for DIF, respectively. The proposed method was applied for determination of CTF,
CAF and, DIF in pharmaceutical sample and the obtained results were similar to those obtained
by HPLC (confidence interval = 95%).

Keywords: Multiple pulse amperometry (MPA), Batch Injection Analysis (BIA), Simultaneous
analysis, Boron doped diamond (BDD), dimenhydrinate, pyridoxine, caffeine.
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LQ Limite de quantificacdo

MPA Amperometria de multiplo pulso, do inglés “Multiple pulse Amperometry”
NaAc/HAc  Acetato de sodio/Acido acético

PAD Amperometria pulsada, do inglé€s “Pulsed Amperometric Detection”

PLS Minimos quadrados parciais, do inglés “Partial Least Squares”



PCR Regressao em componentes principais, do inglés “Principal Component

Regression”

PIR Piridoxina

Sat. Saturado

SWv Voltametria de onda quadrada, do inglés “Square wave voltammetry”
TEO Teofilina

UV/VIS Ultravioleta/Visivel
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1. Introducéao

1.1. Consideracdes gerais

Analises quimicas sdo fundamentais em diversos setores industriais e &reas do
conhecimento. Para isto, muitas vezes sdo usados 0s métodos instrumentais, que S&o
basicamente baseados em trés grandes grupos de técnicas: a espectroscopia, a cromatografia e
a eletroquimica. No entanto, alguns equipamentos e reagentes utilizados nestas técnicas
(principalmente na cromatografia) podem ser dispendiosos, tornando andlises de rotina

invidveis em muitos laboratorios de empresas de pequeno porte.

A presenga de dois ou mais principios ativos na mesma formulacéo inviabiliza o uso de
diversos procedimentos de analise disponiveis na literatura ou em Farmacopeias. Quando dois
ou mais principios ativos estdo presentes em uma formulacdo farmacéutica, é indicado que a
quantificagdo (controle de qualidade) deve ser realizada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) com deteccdo no ultravioleta (método padréo). Porém, caracteristicas como
alto custo de aquisicdo e de manutencéo, assim como a geracao de um volume consideravel de
residuos por andlise dificultam o uso da técnica de HPLC em larga escala ou mesmo em
microempresas com disponibilidade financeira limitada. Um exemplo disto sdo as farméacias de

manipulacdo, as quais comercializam diversas formulacdes sem controle de qualidade.

Atualmente, a legislacdo brasileira (ANVISA) ndo prevé ou ndo exige gque este controle
de qualidade seja realizado. No entanto, caso a legislacdo brasileira passasse a exigir este tipo
de controle de qualidade, microempresas como as farméacias de manipulacdo, por exemplo,
passariam a ter dificuldades na producdo de medicamentos com a presenca de mais de um
principio ativo, pois atualmente ndo possuem as condi¢cGes necessarias para realizacdo do
controle de qualidade deste tipo de formulacdo. Dentro deste contexto, estudos para o
desenvolvimento de metodologias que possibilitem analises simultaneas a um custo menor com
a manutencao da qualidade dos resultados € de alta relevancia. Empresas com menor poder
aquisitivo poderiam implantar estas metodologias de controle de qualidade, pois os custos de
aquisicdo e de manutencdo seriam consideravelmente inferiores. Algumas caracteristicas
devem estar presentes em metodologias analiticas para que sejam aplicaveis em laboratério com
infraestrutura limitada, como: facil automacdo, rapidez nas andlises, mantendo adequada

sensibilidade, seletividade, robustez, precisdo e baixo custo. Neste sentido, o sistema de analise
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por injecdo em batelada (BIA — “Batch Injection Analysis”) [1] tem sido explorado por

apresentar varios destes requisitos.

Dentre os diversos tipos de detectores possiveis de serem usados em sistemas BIA,
podemos destacar os eletroquimicos devido ao baixo custo operacional, simplicidade no uso e
possibilidade de minimizagdo nas etapas de pré-tratamento das amostras [2]. Entre as técnicas
eletroquimicas mais utilizadas em sistemas de fluxo, destaca-se a amperometria, a qual pode
ser dividida em: amperometria a potencial constante, amperometria pulsada (PAD, do inglés
“Pulsed Amperometric Detection”) e a amperometria de multiplos pulsos (MPA, do inglés
“Multiple Pulse Amperometry”). As PAD e MPA permitem a aplicagdo de um ou mais pulsos
de potenciais adicionais que podem ser responsaveis pela constante limpeza e/ou
condicionamento da superficie do eletrodo de trabalho empregado [2]. Além disso, a MPA
permite a aplicacéo de até 10 pulsos de potenciais com 0 monitoramento da corrente em funcéo
do tempo em todos os pulsos de potenciais (aquisicdo de até 10 amperogramas distintos e
simultaneos). A aplicacdo de varios pulsos de potenciais e aquisicdo simultanea de varios
amperogramas permite a determinacdo simultdnea de compostos presentes na mesma amostra,

0 que traz a0 método grande economia e rapidez.
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1.2.  Espécies quimicas estudadas
1.2.1. 8-Cloroteofilina (CTF) + Difenidramina (DIF)

Os principios ativos, 8-cloroteofilina (CTF) ou 8-cloro-1,3-dimetil-2,3,6,7-tetraidro-
1H-purina-2,6-diona e difenidramina (DIF) ou [2-(difenilmetoxi)etil]dimetilamina,(Fig. 1)
combinados em razdo equimolar (1:1), constituem o medicamento chamado dimenidrinato
(DIM) [3]. DIM pode ser vendido sem prescricdo médica e é utilizado principalmente em

combate a nduseas e vomitos [4].

HN
Cl fL/&O . .

CH
N

CH3

Figura 1. Férmula estrutural da CTF (A) e DIF (B).

A patente em termos de sintese do DIM foi apresentada em 1950 nos Estados Unidos
[5]. De acordo com o documento, DIM € produzido por uma mistura em propor¢do equimolar
de CTF e DIF em etanol quente. O DIM ¢ eficaz na prevencao e no tratamento de nauseas,
vOmitos e tontura associados a cinetose [6, 4] e como medicacdo sintomatica nas nauseas e
vomitos relacionados com a gravidez [8]. Seus efeitos centrais permitem que 0 medicamento
seja usado eficazmente no tratamento da doenca de Méniére e em outros tipos de vertigem. O
DIM tem sido usado com sucesso nos disturbios pos-tratamentos radioterapicos intensivos, pos-

cirurgias do labirinto e nos estados vertiginosos de origem central [9].

A capacidade de reduzir sintomas de ndusea é dada principalmente pela presenca da
DIF, entretanto, a presenca de CTF, que é um estimulante do sistema nervoso central, diminui
a sonoléncia causada pela DIF [10]. Estudos também mostram a existéncia de um efeito
sinérgico entre DIF e CTF [11] e, assim o DIM apresenta propriedades que ndo estdo presentes

qguando DIF ou CTF séo usados individualmente.
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Apds pesquisa na literatura, para determinagdo simultanea de CTF e DIF, foi verificado
que somente cromatografia liquida, em sua maioria com fase reversa (C8 e C18) e acetonitrila,
tampao fosfato e trietilamina (adicionada como base competitiva) como solvente, com detecgéo
UV, [12, 13] foi explorada para este fim até agora. Existem alguns trabalhos em HPLC que
tratam de somente um pico para DIM [14, 15], que é referente somente a CTF, ndo levando em
consideracdo o pico referente a DIF. Picos muito largos e com grande tempo de retencdo sdo
caracteristicos da DIF em HPLC, o que faz com que esses picos sejam muitas vezes
negligenciados [13]. Além disso, métodos cromatograficos possuem algumas limitagdes, como
elevados custos e tempos de analise, necessidade de uso de solventes organicos (geracao de

residuo mais téxico) e maior necessidade de manipulacdo da amostra.
1.2.2. Piridoxina (PIR)

A piridoxina (PIR) ou vitamina B6 ou 4,5-bis(hidroximetil)-2-metilpiridin-3-ol (Fig. 2)
é parte do grupo das vitaminas B e € importante, tanto para a saude mental quanto fisica. PIR &
uma vitamina essencial para a formacgéo das células vermelhas do sangue e auxilia as principais
funcdes vitais. Por exemplo, é necessaria no metabolismo de proteinas, assim como para o bom

funcionamento dos sistemas nervoso e imunologico [16].
CH,

HO
AN

HO =

OH

Figura 2. Férmula estrutural da PIR ou Vitamina B6.

Estudos demonstraram que a piridoxina € eficaz no controle de nausea e vomitos em
mulheres gravidas [10]. Quando DIM (CTF + DIF) € utilizado no controle de nausea e vomitos

no inicio da gravidez, melhores resultados foram observados quando um terceiro principio ativo
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(PIR) foi adicionado & formulacio farmacéutica [3]. E provavel que haja efeitos sinérgicos em
medicamentos em que os trés principios ativos (CTF, DIF e PIR) estejam presentes. Na
literatura ndo sdo encontradas metodologias para a determinagdo simultanea de CTF, DIF e
PIR.

1.2.3. Cafeina (CAF)
A cafeina (CAF) ou 1,3,7-trimetil-2,3,6,7-tetrahidro-1H-purina-2,6-diona ou 1-3-7-
trimetilxantina (Fig. 3) é um alcal6ide natural pertencente aos derivados N-metil da xantina. E

encontrada em diferentes tipos de alimentos e bebidas, como café, refrigerantes, cha, graos de

cacau e chocolate [17], assim como em medicamentos, onde é mais comumente usada como

H3C\ O
CH,
N N
S
N N 0
|

CH,

substancia psicoativa.

Figura 3. Férmula estrutural da CAF.

CAF é um estimulante do sistema nervoso central e pode ser adicionada a CTF e DIF
(DIM) em formulacgdes farmacéuticas [12], possivelmente com a funcao de diminuir os efeitos
sedativos da DIF, juntamente com a CTF. Para a determinacdo simultanea de CTF, DIF e CAF,
somente um método foi encontrado na literatura onde a cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) é usada empregando acetonitrila, tampdo fostato e trietilamina como fase

movel e a deteccdo UV [12].
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1.3.  Anélise por injecdo em batelada (BIA)

Andlise por injecdo em batelada (BIA, do inglés “batch injection analysis”) € uma
técnica analitica recente, apresentada na literatura no inicio da década de 90, por Wang e Taha
[1]. O procedimento BIA representa uma metodologia alternativa em relagdo aos métodos
baseados em Analise por Injecdo em Fluxo (FIA, do inglés “flow injection analysis™) [18] na
realizacdo de analises rapidas. Nesta técnica, volumes pequenos da solugdo amostra ou padréo
sdo injetados, com o auxilio de uma micropipeta (normalmente eletrénica), diretamente sobre

um detector imerso em um grande volume de solugdo inerte.

A Figura 4 apresenta o esquema de uma célula BIA, adaptada para o uso com eletrodo
de diamante dopado com boro (utilizada no presente trabalho). O sistema pode ser operado com
ou sem agitacao da solucdo no interior da celula [19]. A posi¢éo do eletrodo de trabalho é oposta
a ponteira do sistema de inje¢do. A injecdo da solugdao em andlise (geralmente de 100 a 150 pL)
¢ feita em configuracdo “wall-jet”, diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho

(deteccéo eletroquimica).

Polipropileno

Polipropileno

Figura 4. Esquema de uma célula BIA com detecc¢éo eletroquimica, adaptada para o uso com
eletrodo de diamante dopado com boro.
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(A) Antes da injecao
(B) Transporte

B (C) Fim da injecéo
(D) Dispersao

(E) Equilibrio final

Figura 5. Etapas de operacdo de um sistema BIA e resultado obtido [20].

A passagem do analito sobre a superficie do sensor resulta em sinais transientes (picos),
similar ao observado em sistemas FIA. Antes da injecdo observa-se uma corrente constante,
que se atribui a corrente gerada a partir do eletrolito inerte, indicando que néo existe reacdo de
transferéncia eletronica na interface eletrodo/solucdo (Fig. 5A). Quando a solucdo padréo ou
amostra € injetada, hd um rapido aumento da corrente (Fig. 5B), devido ao processo redox
relacionado ao analito de interesse transportado até a superficie do eletrodo de trabalho por
conveccao. Apos o fim do procedimento de injecdo, a corrente atinge um valor maximo
permanecendo constante durante um pequeno intervalo de tempo (Fig. 5C). ApGs este patamar
constante hd uma queda acentuada do sinal analitico referente a mudanca do transporte
convectivo para o transporte difusional (Fig. 5D), atingindo, portanto, o equilibrio existente
antes da injecdo (Fig. 5E). Este fendbmeno pode ser acelerado através de uso de agitacdo
mecanica da solucdo presente no interior da célula [21]. Esse procedimento possui diversas
caracteristicas analogas aquelas apresentadas por sistemas FIA, como: rapidez, simplicidade,
boa repetibilidade e sensibilidade e possibilidade de trabalhar com baixos volumes de amostras
e reagentes. Além disso, como em sistemas FIA, o fenbmeno da passivacdo ou contaminacao
da superficie do eletrodo de trabalho também é menor em relacdo aos sistemas estacionarios
devido ao menor tempo de contato entre o analito e o eletrodo de trabalho durante a analise
[20]. Apesar disso, os sistemas BIA tém sido pouco explorados até hoje, se comparados aos
sistemas FIA [22].
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Além das caracteristicas atraentes, os sistemas BIA também apresentam algumas
limitagBes quando comparados aos sistemas FIA. Devido a pequena distancia existente entre a
ponteira da micropipeta e o eletrodo de trabalho (percurso analitico reduzido), os sistemas BIA
apresentam limitacGes em procedimentos de derivatizacdo e pré-tratamentos ou diluicdes on-

line de amostras. Além disto, as possibilidades de automacdo sdo limitadas [1, 23].

Dentre as vantagens adicionais em relacé@o a FIA, o sistema BIA destaca-se pela menor
lixiviagdo do material usado em eletrodos modificados (auséncia de solucdes carregadoras em
tempo integral) [22], melhor sensibilidade (menor efeito de disperséo ou diluicdo da amostra)
[24, 25], possibilidade de injecdo da amostra sem prévia diluicdo no eletrélito suporte, devido
a forca ibnica se manter praticamente inalterada, pois um pequeno volume de amostra é injetado
em um volume muito grande de eletrolito [25], menor geracdo de residuos; descarta a
necessidade do uso de valvulas, bombas e tubos de conexéo eliminando problemas relacionados
a vazamento e presenca de bolhas de ar [24]. A maior simplicidade e robustez na aparelhagem
e maior facilidade de desenvolvimento de métodos analiticos portateis [26], permite a criagdo
de procedimentos analiticos portateis, que podem ser utilizados em analises em campo ou “in-
situ” [27].

As potencialidades, bem como 0s conceitos e principios do procedimento tém sido
explorados e ilustrados, considerando a associacdo de BIA com diferentes técnicas de detecgédo
(calorimetria, fluorescéncia, amperometria, potenciometria e voltametria) [28-34]. Alguns
parametros que influenciam a resposta do sistema foram discutidos e descritos na literatura
[2,35,36].

Apesar destas caracteristicas, um pequeno numero de estudos sobre o assunto foi
relatado na literatura até hoje [22], provavelmente, devido a necessidade do uso de pipetas
eletrnicas para obtencédo de reprodutibilidade no processo de injecéo. Estas pipetas geralmente
ndo estdo disponiveis nos laboratdrios comuns de pesquisa € no uso de pipetas manuais, a
repetibilidade do sistema é diretamente dependente da habilidade do operador [37].
Recentemente, porém, estudos mostraram que atraves do uso de um padrdo interno, a utilizacao
de pipetas manuais na injecdo no sistema BIA é possivel [38]. Além disto, problemas
relacionados com os fenbmenos de adsorcdo irreversiveis (contaminacdo) quando eletrodos

solidos sdo usados também podem ser contornados mediante uso de padrdo interno [23].
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O problema de contaminacdo/adsorcéo do analito ou demais componentes da amostra
no eletrodo de trabalho também pode ser evitado em sistemas em fluxo pela aplicacéo repetitiva
e alternada de pulsos de potenciais de limpeza (detecgdo amperométrica pulsada) [39-44]. No
entanto, até hoje, a amperometria pulsada foi pouco utilizada como modo de detecgdo em
sistemas BIA [19, 45], provavelmente porque a maioria dos estudos empregando BIA com
deteccdo amperométrica foram realizados com a solugdo no interior da célula no estado
estaciondrio, sendo que a limpeza eletroquimica é mais eficaz com o meio (solucdo) sob

conveccdo forgada.

Recentemente, o acoplamento de sistemas BIA com deteccdo por amperometria de
maltiplos pulsos (BIA-MPA) vem sendo realizado com sucesso. Nos primeiros trabalhos foi
demonstrada a possibilidade da determinagdo direta do antioxidante hidroxianisol butilado
(BHA) em biodiesel [46] e etanol em alcool combustivel [19]. Posteriormente também foi
demonstrado que a associa¢ao da amperometria de multiplos pulsos também pode ser explorada
para efetuar determinacGes simultaneas em sistemas BIA usando somente um eletrodo de
trabalho [36]. A deteccdo e quantificacdo seletiva de cada composto ocorre com a aplicacéo de
pelo menos dois pulsos de potenciais. Neste estudo, uma espécie foi oxidada e seletivamente
quantificada em um pulso de potencial (E1; menor energia) e em um segundo pulso de potencial
(E2; maior energia), ambas as espécies de interesse foram oxidadas. A quantificacdo da segunda
espécie foi possivel mediante subtracdo das correntes detectadas nos dois pulsos de potenciais
(ie2 — ie1). Esta aplicagéo foi possivel mediante o uso de um fator de correcdo (FC). A técnica
permite ainda a aplicacdo de um terceiro pulso de potencial para evitar a contaminacdo ou

promover a constante limpeza eletroquimica do eletrodo de trabalho empregado.

1.4. Técnicas Voltamétricas

Técnicas voltamétricas sdo amplamente utilizadas em diversas areas da quimica, tais
como, inorganica, bioquimica e fisico-quimica para propoésitos analiticos, e ainda estudos de
processos de oxidacdo e reducdo, processos de adsorcdo e mecanismos de transferéncia de

elétrons em superficies eletrodicas.

As técnicas voltamétricas abrangem um conjunto de técnicas eletroquimicas onde o

controle do potencial é feito entre um eletrodo de referéncia e o eletrodo de trabalho. Um sinal
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de excitacdo variavel (potencial) é aplicado ao eletrodo de trabalho (ET) em relacdo ao eletrodo
de referéncia (ER), presente em uma célula eletroquimica, geralmente de trés eletrodos (Fig.
6). Este sinal de excitagdo produz uma resposta caracteristica na forma de corrente (a qual é o
sinal de interesse), que flui entre os eletrodos de trabalho e contra eletrodo (CE) [47].

®.,

Eletrodo de
I'rabalho

Eletrodo de ‘ | Contra
Referéncia eletrodo

Figura 6. Esquema de arranjo de trés eletrodos (adaptado de [48])

As formas dos sinais de excitacdo (potencial aplicado entre o ET e 0 ER), € feita em
forma de varredura, variando-se o potencial em funcdo do tempo. O potencial e a corrente
resultante sdo registrados simultaneamente em forma de curva de corrente vs potencial,
denominada voltamograma. As diferentes formas de variacéo do potencial em funcao do tempo
definem as diferentes técnicas voltamétricas, entre as quais podemos destacar as lineares

(voltametria linear e ciclica) e as de pulsos (pulso normal, diferencial e de onda quadrada) [47].

Estas técnicas baseiam-se nos fendmenos que ocorrem na interface entre a superficie do
ET e a camada fina da solucédo adjacente a essa superficie, denominada camada de Nernst. Esta
camada surge de um gradiente de concentracdo proximo a superficie do eletrodo devido ao
consumo ou origem de espécies eletroativas nesta area. Portanto, ap0s o inicio do experimento,
a concentracdo nesta camada difere da concentracdo existente no seio da solucdo. Para que a
relacdo entre o sinal eletroquimico medido e a concentracdo da espécie analitica de interesse
seja linear é indispensavel que a velocidade do transporte de massa nesta camada seja constante.
Para isso, um eletrélito inerte cuja concentracdo seja pelo menos 50 vezes superior ao das
espécies analiticas de interesse é utilizado como eletrélito suporte. Este eletrélito deve estar
presente em concentragdo semelhante nas amostras e nas soluc6es padrdo ou amostra para que

forca ibnica seja mantida constante, minimizando varia¢6es na regido da dupla camada elétrica
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e garantindo que o sinal transiente registrado possa ser atribuido ao processo faradaico

preferencialmente controlado por difuséo e minimizando o efeito de migragéo [47, 49].
O transporte de massa ocorre por trés diferentes mecanismos [49]:

e Difusdo: movimento espontdneo sob a influéncia de um gradiente de
concentracdo, de regibes de altas concentracOes para regides de baixas
concentragdes de forma a minimizar essa diferenca.

e Conveccdo: transporte para a superficie do eletrodo por movimento fisico,
associada com agitacao ou fluxo da solucdo, ou rotagéo ou vibracéo do eletrodo
(convecgdo forcada). A convecgdo também pode ocorrer como resultado de
gradientes de densidade.

e Migracdo: movimento de particulas carregadas através do campo elétrico (onde
a carga é transportada pela solucao por ions de acordo com sua carga).

Dois tipos de processos podem gerar corrente na interface eletrodo/solucéo, a corrente
faradaica (ir) e a corrente ndo faradaica ou capacitiva (ic) [50]. A corrente faradaica tem origem
na transferéncia de elétrons entre 0 ET e as espécies eletroativas da solu¢do obedecendo a lei
de Faraday, a qual determina que a corrente é proporcional quantidade de reagentes formados
ou consumidos junto do eletrodo. A corrente capacitiva € gerada pela dupla camada elétrica
formada na interface eletrodo/solucdo devido a uma variacdo de potencial (cada eletrodo se
comporta como uma placa de um capacitor) ou até mesmo a potencial constante, caso a
capacitancia do eletrodo estiver mudando por alguma razdo (cinética ou termodindmica). A

corrente capacitiva ndo depende de nenhuma reacao quimica [49].

1.4.1. Voltametria Ciclica

Devido a facilidade de utilizacdo e versatilidade, a voltametria ciclica é utilizada em
diversas areas de aplicacdo. Frequentemente, a voltametria ciclica € o primeiro experimento a
ser realizado quando se deseja estudar o comportamento eletroquimico de um composto ou a
superficie de um eletrodo [50], além de fornecer uma excelente ferramenta para investigacéo e
elucidacdo de mecanismos de muitos sistemas quimicos [51, 52]. Sdo encontrados na literatura,
artigos de revisdes [53-55] e livros texto, [50-52, 56-58] dedicados a aspectos fundamentais e

aplicagdes de voltametria ciclica.



29

Na técnica de voltametria ciclica, basicamente, o potencial € linearmente variado com o
tempo, partindo de um valor inicial, até atingir um potencial final. Neste ponto, a varredura é
invertida até atingir novamente o potencial de partida. O resultado é uma relacdo potencial
aplicado versus corrente, denominado voltamograma ciclico (Fig. 7).

(A) ()

06T T TT T TT T T |JF T T T 7 T T T ™3
I 05 & E q = » F ]
— 0.4F 1 = 2 A
2= 03F 4{ =5 9r 2R
82  o2F {1 g o02p —> .
‘5 0 1 _-_ Emlcml : 8 03 F —-
LA _ —_ =L ~ -
& 0.0f U 1 8 -osf .
-0.1 gl g g Lo B g b g ol o 1 g ~13 ST R i T T S

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 ~0.1 0.0 0.1 02 03 04 0.5 06

Tempo, T Potencial, E

Figura 7. (A) Perfil de varredura de potencial usado em CV. (B) Voltarln\c/J]grama ciclico
obtido (adaptado de [48]).

A andlise dos voltamogramas ciclicos indica em que regido de potencial ocorre
determinada reacdo de oxidacdo e/ou reducdo de compostos eletroativos, além de indicar
informacGes a respeito de mecanismos de reaces, tais como, reversibilidade destes compostos,
da quantidade de elétrons envolvidos, da possivel formacdo de espécies intermediarias e se 0
sistema é controlado por processos difusionais ou adsortivos. Deve-se enfatizar, porém, que a
técnica gera em muitas situacdes somente resultados qualitativos de diagnosticos das reacdes
eletroquimicas. Medidas quantitativas mais precisas sdéo comumente obtidas com o emprego de

técnicas de pulso [59].

1.4.2. Amperometria

Um sensor voltamétrico registra varios pontos em uma regido selecionada do perfil
corrente-potencial. Um sensor amperométrico, por sua vez, mede uma corrente a um potencial
aplicado fixo, isto é, para um determinado ponto na curva de corrente-potencial
(voltamograma). Portanto, um sensor amperométrico € um sensor voltamétrico para um
potencial fixo [60] sendo aplicado um unico degrau de potencial (Figura 8A), produzindo-se

uma corrente que decai rapidamente com o tempo (Figura 8B).
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Figura 8. (A) Degrau de potencial aplicado; (B) resposta de corrente para um experimento de
degrau unico de potencial [22].

Quando um potencial é aplicado no eletrodo de trabalho e, uma reacdo de oxidacdo ou
de reducdo de uma espécie analitica em solugdo ocorre, podemos chamar o monitoramento
desse sinal de deteccdo amperométrica a potencial constante. Este tipo de deteccdo é
amplamente utilizada, conforme relatado na literatura [61-67]. Porém, devido a adsor¢édo de
alguns subprodutos e/ou impurezas na superficie do eletrodo, pode haver contaminacdo ou
passivacdo do eletrodo (variagdo na éarea do eletrodo), e consequentemente, falta de
repetibilidade em anélises sucessivas. Como por exemplo, na determinacéo eletroquimica de
fendis e de derivados fendlicos [68], onde ocorre a contaminagdo ou a passivagéo do eletrodo,
comprometendo, assim, a taxa de transferéncia de carga entre o0 eletrodo e a espécie analitica
de interesse. Além disto, subprodutos de reacdes que ocorrem no eletrodo podem gerar
interferéncias nas analises. Para a obtencao de resultados reprodutiveis durante a analise, deve-
se realizar a limpeza frequente da superficie do eletrodo, quer pelo polimento mecéanico ou por

um procedimento de limpeza eletroquimica [69].

Existem diversas estratégias para promover a limpeza da superficie do eletrodo de
trabalho ou impedir sua contaminacgdo ou passivacdo, tais como, adicao de EDTA ao eletrdlito
suporte [68], o uso de eletrodos modificados [70, 71] ou regeneracdo da superficie do eletrodo
realizada constantemente (“on line”) [72]. O sistema BIA ou FIA acoplado & detecgédo
amperométrica, em muitos casos, minimiza o problema da contaminacdo da superficie do
eletrodo, uma vez que pequenos volumes da amostra sdo injetados (alguns microlitros). Assim,

a contaminacdo pode levar mais tempo para ocorrer. Além disto, a amostra ndo permanece em
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contato com o eletrodo em tempo integral (sinais transientes), o que contribui para que o

eletrodo permaneca limpo por um periodo de tempo maior [73].

Uma grande vantagem da amperometria a potencial constante é que, uma vez que o
potencial do eletrodo € mantido constante, a corrente capacitiva torna-se constante,
virtualmente igual a zero. Isso confere a técnica maior sensibilidade, em relac&o & voltametria
baseada na varredura de potenciais. Normalmente, aconselha-se utilizar uma concentracao
relativamente alta de eletrélito inerte, que deverd ter concentracdo similar na solugdo
carregadora (FIA) ou na solucdo contida no interior da célula BIA, e na solu¢do amostra ou
padrdo a serem analisadas. Desta forma, a forca idnica serd mantida constante, minimizando
variacdes na regido da dupla camada elétrica e garantindo que o sinal transiente registrado possa
ser atribuido somente ao processo faradaico [57]. Vale ressaltar que nas técnicas voltamétricas,

o eletrélito também é necessario.

Determinagdes simultaneas de compostos eletroativos em potenciais redox distintos (AE
> 0,1 V) [70] somente sdo possiveis empregando a técnica de amperometria a potencial
constante quando mais de um eletrodo de trabalho sdo usados na detecgdo [75-77]. Quando
somente um eletrodo de trabalho € usado, determinacGes simultaneas somente sdo possiveis se
a técnica de amperometria de multiplos pulsos (MPA, do inglés “multiple pulse amperometry”)

[78] € empregada.

Esta técnica € disponibilizada no software GPES, que controla os potenciostatos
comercializados pela empresa Metrohm - Autolab. Este software permite aplicar de 2 até 10
pulsos de potencial de forma sequencial e repetitiva no mesmo eletrodo de trabalho, sendo
possivel a aquisicdo da corrente em cada pulso de potencial (o0 que corresponde a aquisicdo de
até 10 amperogramas distintos “simultancamente”). O programa permite o controle da
quantidade, sequéncia e do tempo (minimo de 30 ms) dos pulsos de potencial aplicados ao ET.
Na Figura 9 é apresentado um exemplo de aplicacdo da técnica de MPA. O esquema de
aplicacdo dos 9 pulsos de potenciais e 0s respectivos amperogramas obtidos foram extraidos do

software GPES 4.9 da empresa Metrohm - Autolab.
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Figura 9. Esquema de aplicagé@o de 9 pulsos de potenciais e respectivos amperogramas obtidos
(Fonte: software GPES 4.9 — empresa Metrohm Autolab).

Diferentes estratégias (esquemas) podem ser adotadas dependendo da natureza das
espécies oxidadas e/ou reduzidas no ET [23] para determinacdo simultanea de duas espécies
empregando a técnica de MPA acoplada a sistemas FIA ou BIA. A estratégia mais comum € a
aplicacéo de dois pulsos de potenciais (E: e E2) e aquisi¢do de dois amperogramas distintos

simultaneamente:

- em E1, somente uma das espécies é reduzida ou oxidada, sendo o sinal de corrente

proporcional a concentracdo desta espécie (ndo ha interferéncia da outra espécie).
- em E», ambas as espécies sdo oxidadas ou reduzidas.

A corrente proveniente da espécie que somente é oxidada no potencial E2 pode ser obtida
mediante subtraco da corrente detectada em E1 sem [79, 80] e com [81, 82] o uso de um fator
de correcdo (FC). O uso do FC é mais comum, pois a corrente da espécie detectada nos dois
pulsos de potenciais, muitas vezes, ndo € igual. Este procedimento pode ser usado em sistemas
FIA [81] ou BIA [83]. Outra estratégia possivel € a aplicacdo de trés pulsos de potenciais (E1,
E> e E3). Os potenciais E1 e E> tém a mesma fungéo anterior, no entanto, somente o produto de
oxidacdo de uma das espécies oxidadas em E é eletroquimicamente reduzivel e é seletivamente
detectada em Es [40, 84].
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A técnica de MPA acoplada a sistemas FIA ou BIA também permite a aplicacdo de um
pulso de potencial adicional para prevenir a contaminagéo do eletrodo de ET (possibilidade de
constante limpeza eletroquimica). Neste caso, a forma de funcionamento da MPA é similar a
deteccdo amperométrica pulsada (PAD, do inglés “pulsed amperometric detection”). A técnica
PAD também permite a aplicacdo de pulsos de potenciais, no entanto, a aquisicdo de corrente

se restringe a um potencial (limitacdo de software).

Informagdes a respeito dos aspectos tedricos da deteccdo empregando a MPA sdo pouco
divulgadas na literatura, o que obviamente contribui para a baixa quantidade de trabalhos
publicados empregando esta técnica. Dos Santos et al, em um artigo de revisao [78], abordam
alguns aspectos teoricos, potencialidades (determinacdo simultanea, analises indiretas, limpeza
eletroquimica, insercédo de padrdo interno para correcéo de variaveis do sistema em fluxo, etc.)
e revisdo bibliografica sobre o tema FIA-MPA. A seguir, alguns pontos sobre a teoria a técnica

MPA serdo discutidos.

Quando pulsos de potenciais séo aplicados alternadamente, a corrente amperometrica
monitorada € governada por dois componentes de corrente, a corrente capacitiva, ic (referente
ao carregamento da dupla camada elétrica quando um potencial é aplicado e ndo envolve a
ocorréncia de reagdo quimica) e a corrente faradaica, ir (referente a transferéncias de elétrons
que ocorrem na interface eletrodo-solucéo) [57]. Quando ha na solucéo espécies que podem ser
oxidadas ou reduzidas no eletrodo ha a geracdo da ir. Assim, na deteccdo amperometrica
pulsada acoplada a um sistema em fluxo ou batelada (BIA), quando apenas a solucdo
carregadora inerte estiver passando sobre o eletrodo de trabalho, a magnitude de ir dependera
da concentracdo de impurezas eletroativas presentes na solucdo, que em geral sdo baixas. A
magnitude da ic depende da amplitude do pulso de potencial e do tempo de aplicacdo. A ic sera
diretamente proporcional a amplitude do pulso e inversamente proporcional ao tempo de
aplicacdo do pulso de potencial. Quando a zona da amostra contendo uma espécie eletroativa
passar atraves da célula eletroquimica, a magnitude de ir serd governada pela concentracdo da

espécie analitica que chega a superficie do eletrodo de trabalho.

A dependéncia da ir e de ic com o tempo de aplicacdo do pulso de potencial séo
diferentes. A ic é alta no inicio da aplicacdo do pulso de potencial, mas diminui
exponencialmente com o tempo de aplicacdo do pulso. Em uma solucdo que contém uma
espécie analitica eletroativa, a dependéncia da corrente faradaica com o tempo de aplica¢do do

pulso depende das condicdes do transporte de massa da espécie analitica em dire¢éo ao eletrodo.
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Em condigBes estacionarias, a corrente faradaica diminui mais lentamente com o tempo de
aplicacdo do pulso quando comparada com a corrente capacitiva. Ja em fluxo constante, a
corrente faradaica mantém-se constante. Portanto, se a vazao da solugdo carregadora contendo
a aliquota da amostra é mantida constante, a taxa do transporte de massa sera constante, e por
consequéncia, a magnitude da corrente faradaica dependerd somente da concentragdo da espécie
analitica na zona de amostra que alcanca o eletrodo. Considerando-se a dependéncia da corrente
faradaica e da corrente capacitiva com o tempo de aplicacéo do pulso, tem-se que, quanto maior
0 tempo de aplicacdo do pulso de potencial, menor sera a contribuicdo de ic na corrente

amperométrica total monitorada.

Entretanto, deve-se ressaltar que, apesar da contribuicéo de ic ser maior quando pulsos
de potenciais séo aplicados por curtos periodos de tempo, esta contribui¢do nédo afetara o sinal
amperométrico de interesse, pois, a corrente amperomeétrica esta sendo medida continuamente,
antes, durante e ap0s a passagem da zona da amostra. Dessa forma, a contribuicao de ic sera a
mesma antes, durante e apds a passagem da zona da amostra, que contém a espécie analitica de
interesse (considerando que a forga idnica constante). Por conseqiiéncia, durante a passagem da
zona da amostra, monitora-se somente a contribuicdo da ir (proporcional a concentracdo da
espécie analitica) para o sinal amperométrico. Como a corrente faradaica depende somente da
concentracdo da espécie analitica no fluido de solucdo que passa atraves do eletrodo, o tempo

de aplicacdo do pulso de E governara a quantidade da espécie analitica que reagira no eletrodo.

Levando em consideracdo o potencial na MPA acoplada a sistemas FIA ou BIA, o
desenvolvimento de novas metodologias de analise se torna vantajosa, uma vez que apresenta
custo reduzido, boa reprodutibilidade, seletividade e sensibilidade, tempo reduzido de analise

e simplicidade de execucéo.

1.5. Determinac@es simultaneas com deteccéo eletroquimica

Uma das perspectivas presentes no desenvolvimento de novos métodos de andlise se
refere a possibilidade de determinacBes simultaneas, ou seja, a determinacdo de mais de um
componente na amostra na mesma operacgdo experimental. Neste sentido, as metodologias nas
quais 0s constituintes sdo previamente separados sdo amplamente utilizadas, tal como

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou a cromatografia gasosa (GC). No entanto,
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sdo técnicas relativamente caras, seja em relacdo a aquisicdo dos equipamentos ou em relacéo
aos custos de manutencéo. Separacdes por eletroforese capilar (CE) apresentam vantagens em
relacdo as separacGes cromatograficas em relagdo aos custos de manutengdo, no entanto, o custo
de aquisicdo do equipamento é similar. Além disso, determinagdes simultaneas sem etapa
prévia de separacdo em coluna também podem ser encontradas, por exemplo, trabalhos
baseados em deteccdo espectrofotométrica com tratamento dos dados por técnicas
quimiométricas (PCR, PLS ou calibracdo multivariada) [85-88] ou técnicas eletroquimicas, que
geralmente apresentam maior simplicidade, possibilidade de automacédo, baixo custo e facil
tratamento dos resultados.

Na literatura podem ser encontrados trabalhos de determinacao simultanea empregando
diferentes técnicas eletroquimicas. Dentre estes podemos citar a potenciometria [89, 90], as
voltametrias de pulso (SWV e DPV) [91-97], voltametria de redissolugdo [98-100]
amperometria de maltiplos pulsos acoplada a sistemas FIA (FIA-MPA) [40, 79-81, 84, 101] e
acoplada a sistemas BIA (BIA-MPA) [21, 82, 102-104].

1.6. Parametros analiticos utilizados nos métodos propostos.

Métodos analiticos sdo caracterizados e validados por inimeros parametros de mérito,
tais como sensibilidade, seletividade, limites de deteccao e quantificacdo, fator de recuperacéo,
robustez, precisdo, reprodutibilidade, dentre outros. A seguir uma breve descricdo dos

parametros utilizados no presente trabalho [105-108].

1.6.1. Sensibilidade

A sensibilidade ou sensibilidade da calibracdo é a variacdo no sinal de resposta pela
variacdo da unidade de concentracdo da espécie analitica. A sensibilidade da calibracdo é,
portanto a inclinagdo da curva analitica. Se a curva analitica for linear, a sensibilidade sera
constante e independente da concentracdo. Se a curva analitica ndo for linear, a sensibilidade

variard com a concentracdo e ndo tem um valor dnico.
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A sensibilidade da calibragdo ndo indica as diferencas de concentragcdo que podem ser
detectadas. O ruido presente nos sinais de resposta precisa ser considerado a fim de que se
possam expressar quantitativamente as diferencas passiveis de serem detectadas. Por essa raz&o,
algumas vezes o termo sensibilidade analitica é utilizado. A sensibilidade depende da natureza
da espécie analitica e da técnica de detecc¢do utilizada.

1.6.2. Especificidade e Seletividade

A especificidade e a seletividade estéo relacionadas ao evento da deteccdo. Um método
que produz resposta para apenas um analito é chamado especifico. Um método que produz
respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, €
chamado seletivo. Entretanto, os termos especificidade e seletividade sdo frequentemente

utilizados indistintamente ou com diferentes interpretacdes.

Na pratica, a seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que podem
interferir com a sua determinacdo em uma amostra complexa. A seletividade garante que a
resposta seja exclusivamente do composto de interesse A seletividade mede o grau de
interferéncia de outras espécies, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem como

outros compostos de propriedades similares que possam estar presentes na amostra.

1.6.3. Linearidade

Linearidade corresponde a capacidade de um método analitico em produzir resultados
gue sejam diretamente proporcionais a concentracdo da espécie analitica em uma dada faixa de
concentracdo. A correlacdo entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a massa ou
concentracdo da espécie a ser quantificada muito raramente é conhecida. Na maior parte dos
casos, a relacdo matematica entre o sinal e a concentracdo ou massa da espécie de interesse
deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentracées
conhecidas dessa espéecie. Essa relagdo matematica, muitas vezes, pode ser expressa como uma

equacéo de reta chamada de curva de calibracéo.
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A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis é:
y=ax+b

Onde:

y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracao;

a = inclinacdo da curva de calibragdo = sensibilidade;

b = intersecdo com o eixo Yy, quando x = 0.

O coeficiente de correlacdo linear (r) permite uma estimativa da qualidade da curva
obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor é a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. A relacdo linear
descrita pela equacéo da reta so € valida em um determinado intervalo de massa ou concentracdo
da espécie medida, no qual se pode construir uma curva analitica linear e é a chamada faixa
linear dindmica. Para definicdo da faixa linear de resposta necessita-se de pelo menos cinco
niveis crescentes de concentracdo, no minimo trés analises de cada concentracdo, com

estimativa do desvio padrao relativo inferior a 5%.

1.6.4. Limite de Deteccéo

Quando séo realizadas medidas em amostras com baixos niveis da espécie analitica ou
de uma propriedade, como por exemplo, analise de tracos, é importante saber qual o menor
valor de concentracdo da espécie analitica ou da propriedade que pode ser detectado pelo
método. Portanto, o limite de detec¢do (LD) é a menor concentracdo da espécie analitica que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢6es experimentais
estabelecidas. Toda técnica analitica tem um limite de deteccdo. Para os métodos que empregam

uma curva analitica, o limite de deteccdo pode ser expresso como:

_ 3 xDPB,
N a

LD
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onde,
DPy, = desvio padréo relativo do branco;

a = coeficiente angular da curva analitica ou sensibilidade da calibrag&o.

1.6.5. Limite de Quantificacéo

O Limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentracdo da espécie analitica que pode
ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo (concordancia entre os varios resultados
obtidos da mesma forma) e exatiddo (é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em

estudo em relagdo ao valor verdadeiro).

A determinacdo do LQ representa um compromisso entre a concentragéo, a preciséo e
a exatidao. Isto significa que, quando decresce o nivel de concentracdo do LQ, a medicao torna-
se menos precisa. Se houver necessidade de maior precisdo, uma concentracdo maior deve ser

registrada para o LQ. O LQ pode ser calculado como:

_ 10 x DR,

LQ -
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1.6.6. Repetibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas de um mesmo
mensurando, efetuadas sob as mesmas condicdes de medicdo, chamadas de condicGes de
repetitividade a seguir: mesmo procedimento de medi¢do; mesmo observador; mesmo

instrumento usado sob mesmas condicGes; mesmo local, e repeticdes em curto espaco de tempo.

A repetibilidade do método é verificada contemplando uma faixa de concentracdo
dentro do intervalo linear do método e pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio padrdo

relativo de uma série de medidas. O desvio padrdo relativo € calculado da seguinte forma:

X

X

DPR (%) = x 100

onde:

DPx = Desvio padréo da concentracdo encontrada;

X = concentracdo meédia encontrada.

1.6.7. Recuperacao

A recuperacdo (ou fator de recuperacdo) é definida como a proporcéo da quantidade da
substancia de interesse, presente ou adicionada (“spike ) na porcao analitica do material teste,

que € extraida e passivel de ser quantificada. E é calculada como:

G-G
Cs

Recuperagio (%) = ( ) x 100

Onde:
C1 = concentracdo do analito na amostra fortificada,
C2 = concentragéo do analito na amostra néo fortificada,

C3 = concentragdo do analito adicionada a amostra fortificada.
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A limitagdo do procedimento de recuperacéo é a de que a substancia adicionada néo
esta, necessariamente, na mesma forma que a presente na amostra. Isso pode implicar, por
exemplo, a presenga de substancias adicionadas em uma forma que proporcione melhor
deteccdo, ocasionando avaliagdes excessivamente otimistas da recuperacédo. Pelo fato de outros
componentes da matriz em interferir na separacéo, detecgcdo ou na quantificacdo da substancia,

efeitos dos componentes da matriz devem ser investigados.

E importante considerar como a eficiéncia do método varia em fungéo da concentracio
da substancia. Na maioria dos casos, a dispersao dos resultados aumenta com a diminuigédo da
concentracdo e a recuperacao pode diferir substancialmente a altas e baixas concentragdes. Por
esse motivo, a recuperacdo deve ser avaliada na faixa de concentracdo esperada para o
composto de interesse. Isto pode ser feito adicionando a substancia em pelo menos trés
diferentes concentracGes, por exemplo, préximo ao limite de quantificacdo, proximo a
concentracdo maxima permitida pelo método em teste e em uma concentragao proxima a média

da faixa de uso do método.
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2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma metodologia simples, rapida e de
baixo custo, empregando analise por injecdo em batelada com detec¢do por amperometria de
multiplos pulsos (BIA-MPA), O foco do trabalho foi direcionado para determinacéo simultanea
de espécies em amostras farmacéuticas sem a necessidade de etapas morosas para a preparacgao
da amostra ou modificacdo quimica/eletroquimica da superficie do eletrodo de trabalho. Os

seguintes compostos foram objeto de estudo no presente trabalho:

e Determinacdo simultdnea e estequiométrica de 8-cloroteofilina e difenidramina
(dimenidrinato);

e Determinacéo réapida e simultanea de 8-cloroteofilina, difenidramina e piridoxina;

e Determinacéo réapida e simultanea de 8-cloroteofilina, difenidramina e cafeina;

e Aplicacdo dos métodos desenvolvidos para anélises em formulagdes farmacéuticas.
Dentre os parametros estudados para que os objetivos fossem alcancados estéo:

v/ Comportamento eletroquimico das espécies analiticas de interesse.

v Parametros do sistema BIA: velocidade de injecdo e volume de amostra a ser
injetado.

v Deteccdo amperométrica de maltiplos pulsos: pulsos de potenciais a serem
aplicados e tempos de aplicacdo de cada pulso.

v Necessidade de uso de pulso de potencial de limpeza;

(\

Aplicacdo em amostras reais de formulacdes farmacéuticas;

v Validacdo dos métodos propostos.
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3. Parte Experimental

3.1. Instrumentacgéo
3.1.1. Deteccdo eletroquimica

Nas medidas amperométricas e  voltamétricas foram  utilizados um
potenciostato/galvanostato fAUTOLAB tipo Il (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands -
Metrohm;) interfaceado a um computador e controlado através do software GPES 4.9.007.

3.1.2. Eletrodos de trabalho

Neste trabalho foram utilizados trés diferentes eletrodos de trabalho: carbono vitreo
(GC; area geométrica = 7,07 mm?), ouro (Au; area geométrica = 7,07 mm?) e diamante dopado
com boro (BDD; area geométrica = 22,9 mm?). A seguir, detalhes adicionais sobre cada

eletrodo sdo apresentados.

Os eletrodos GC e Au foram adquiridos da empresa Metrohm Autolab B. V. (Utrecht —
Netherlands) e utilizados nas medidas voltamétricas e amperométricas. Na limpeza destes
eletrodos usou-se o0 polimento manual com alumina (granulometria 0,3 um) com posterior
lavagem com agua deionizada. Antes do uso nos estudos propostos, a superficie de resposta dos
eletrodos foi testada (ativacdo) através de voltamogramas ciclicos sucessivos em meio do
eletrolito em estudo (até obtencdo de estabilidade). Os voltamogramas eram registrados na faixa
de potencial de -0,8 VV a +1,5 V para o eletrodo de GC e de -0,2 V a +1,2V para o eletrodo de

Au com velocidade de varredura de 50 mV s para ambos.

O material usado como eletrodo de BDD foi adquirido da empresa Adamant
Technologies SA, La Chaux-de-Fonds, Suica (atualmente chamada NeoCoat SA - La Chaux-
de-Fonds, Suica). Trata-se de placas a base de silicio (0,7 x 0,7 cm) com espessura de
aproximadamente 1,2 mm e cobertas com um fino filme de diamante com nivel de dopagem de
boro de 7000 a 8000 ppm. Antes do inicio das medidas eletroquimicas, o eletrodo de BDD foi
submetido a um processo de limpeza/ativacdo, uma vez que nao seria possivel a limpeza manual
com polimento, pois se trata de um filme de BDD muito fino (~1,2 um). Neste trabalho dois
modos de limpeza eletroquimica foram empregados, uma anddica (aplicando um potencial de

+2,0 V ou uma corrente de +0,01 A) em meio de tampao Britton-Robinson 0,1 mol L (pH 2,0)
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e uma catddica (aplicando-se um potencial de - 2,0 V ou uma corrente de - 0,01 A) em meio de
H2SO4 0,1 mol L. Estes tratamentos s&o similares aos descritos na literatura [36, 109]. Os
tempos de ativacdo (limpeza) variavam de 15 a 30 minutos. A limpeza catddica foi feita
diariamente previamente ao uso. Ja a limpeza anddica somente foi realizada quando o sinal
voltamétrico registrado em voltametria ciclica em meio de H.SO4 0,1 mol L superava uma
corrente de 10 pA. Apos a ativagdo anddica, sempre foi necessario fazer também a ativacdo
catodica. O tempo de aplicacdo de cada limpeza foi definido mediante registro voltamétrico
posterior. A limpeza era considerada adequada quando a corrente de fundo usando voltametria
ciclica na faixa de potencial entre 0,0 e 1,4 V (v = 50 mV s) em meio de H2S04 0,1 mol L

ficava proxima a 1 pA.

3.1.3. Eletrodo de Referéncia

Em todos os experimentos utilizou-se um mini eletrodo de referéncia Ag/AgCI (KCI
sat.) [110] preparado no préprio laboratorio pela eletrodeposicdo de AgCl sobre um fio de Ag

através da aplicacdo de +0,3 V em meio de uma solugdo de HCI 0,10 mol L durante 1 h.

3.1.4. Eletrodo Auxiliar

Utilizou-se como eletrodo auxiliar, um fio de platina.

3.1.5. Célula Eletroquimica para medidas estacionarias

Nas medidas voltamétricas estacionarias com os eletrodos de GC e AU utilizou-se uma
célula convencional de vidro (béquer de 10 mL). Os eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia
foram posicionados na célula através de uma garra de fixacdo. Nas medidas voltamétricas
estacionarias com o eletrodo de BDD, uma célula de polipropileno (~10 mL) (fig. 10) foi
utilizada. Nesta célula, o eletrodo de BDD foi posicionado no fundo da mesma com auxilio de
um anel (“o-ring”) de borracha. O anel de borracha foi posicionado no fundo da célula e um

pedaco de BDD (0,7 x 0,7 cm) foi fixado (pressionado) sobre o anel com auxilio de parafusos,
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similar ao apresentado na Figura 10. Todos os experimentos foram realizados sem a remocao

do O dissolvido e a temperatura ambiente.

Figura 10. Célula de polipropileno utilizada nos experimentos estacionarios com eletrodo de
BDD.

3.1.6. Sistema BIA

Nos estudos com o sistema BIA, utilizou-se uma célula construida no proprio
laboratdrio [46]. A célula foi constituida a partir de um tarugo de polipropileno com as seguintes
dimens6es: @ = 7,5 cm; comprimento: 6 cm. Com auxilio de um torno (oficina da Faculdade
de Mecéanica — UFU), um orificio com as seguintes dimens@es foi efetuado no tarugo: Dinterno =
6 cm; profundidade = 5 cm; volume total = = 150 mL. A Figura 11A ilustra um diagrama
esquematico da célula BIA utilizada no trabalho com o posicionamento do micro-motor DC
para agitacdo [19], sendo este de uso opcional.
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Figura 11. (A) Esquema da célula BIA utilizada no trabalho; (B) Imagem da célula BIA,

Uma tampa de polipropileno foi fixada no lado aberto do tarugo. Um orificio central foi
feito tanto na tampa e na base do tubo. Além do orificio central (para o posicionamento da
ponteira do sistema de injecdo), a tampa superior contém mais trés orificios: dois para fixacéo
dos eletrodos auxiliar e referéncia e um para a insercao do agitador mecanico. O sistema de
agitacdo é composto por um micro-motor DC de 12 V usado originalmente em secadores de
cabelo ou brinquedos elétricos. Ao eixo deste micro motor foi adaptado com uma haste de teflon
[19] e a velocidade de agitacdo é controlada com uma fonte universal de tenséo variavel (3 a
12 V - 700 a 4000 rpm) figura 12A. Quanto maior a voltagem selecionada, maior é a rotacdo

do motor.

No orificio efetuado no centro da base (5,0 mm de diametro) foi posicionado um anel
de borracha (O-ring) e sobre este anel, a peca de BDD (0,7 x 0,7 cm) [111]. A éarea util do
eletrodo de BDD ¢ definida pelo didmetro interno deste anel (5 mm; area = 22,9 mm?). Para
fixacdo da peca de BDD e manter o contato elétrico, uma placa metalica foi presa atraves de
dois parafusos colados nas extremidades da parte inferior da célula. A célula foi construida de
forma que durante a injecdo, a ponteira fique posicionada a aproximadamente 2 mm [20] do

eletrodo de BDD com o objetivo de obter resultados reprodutiveis durante as analises. Para a
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injecdo neste sistema utilizou-se uma pipeta motorizada (Eppendorf® Multipette stream) que
permite injecdes de 10 a 1000 pL (usando um combitip® de 1 mL) com velocidades de injecéo
de 28 a 250 uL s* (fig.12B).

(A)

Fonte

Micro-motor

Spike’
RSAL
AclljggzvaAPTOR
\ Pipeta
/( ¥
t:i
\ Haste de Teflon ==

!
— Ponteira

Figura 12. (A) Sistema de agitacdo para célula BIA; (B) Pipeta motorizada utilizada para as
injecOes no sistema BIA.

3.1.7. Analises comparativas por cromatografia liquida

Nestas analises, foi utilizado o equipamento Shimadzu LC-10 VP equipado com um
detector UV-VIS (SPD-10AV), colunas cromatograficas com fase estaciondria C18
(Lychrispher 100A° RP18-C18, 250 mm x 4.6 mm, 5 pum) para os testes de comparacao para a
metodologia desenvolvida para CTF e DIF e C12 (Phenomenex 80A° MAX-RP-C12, 250 mm
X 4.6 mm, 4 um) para oS demais testes comparativos, um injetor manual com alca de
amostragem de 20 pL. e uma bomba LC-10AD-VP.
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3.2.  Solucdes, reagentes e preparagdo das amostras.

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada (resistividade superior a 18
MQ cm?) obtida de sistema de purificagdo Direct-Q (Millipore). Todos os reagentes utilizados
apresentavam pureza analitica e foram usados sem purificacdo prévia. Na Tabela 1 constam os

reagentes usados neste estudo com sua respectiva procedéncia.

Tabela 1. Lista de reagentes usados no presente estudo e respectivas procedéncias.

Reagente Origem Reagente Origem
8-cloroteofilina (CTF)  Alfa Aesar Cafeina (CAF) Synth
Acetonitrila Vetec Difenidramina (DIF)  Sigma-Aldrich
Acido Acético Synth Dimenidrinato (DIM)  Sigma-Aldrich
Acido Bérico Sigma Etanol Synth

Acido Fosforico Synth Furosemida Henrifarma
Acido Sulftrico Vetec Hidroxido de Sédio  Dindmica
Amido Synth Piridoxina (PIR) Sigma-Aldrich
Amilorida DEG Trietilamina Sigma-Aldrich

As solucdes estoque de CAF e PIR foram obtidas a partir da dissolucdo do sal em agua
deionizada, formando uma solugdo estoque com concentracéo de 10 mmol L. Como o DIM,
DIF e CTF séo pouco soltveis em agua deionizada, as solugcdes estoque de DIM e DIF foram
preparadas em uma mistura de agua e etanol (80/20; v/v) e de CTF em tampao acetato 0,05 M
pH 4,7 e etanol (80/20; v/v). Todas estas solucbes padrdes foram previamente diluidas em
eletrdlitos de suporte apropriados usados nos estudos (tamp&o acetato 0,05 mol L (pH 4,7),
acido sulfarico 0,1 mol L, tampao fosfato 0,1 mol L (pHs 2,0 e 7,2)) para posterior injecdo
no sistema BIA-MPA.

No preparo das amostras de formulacdes farmacéuticas contendo DIM, os comprimidos
presentes em uma cartela (6 comprimidos) foram pesados em uma balanca analitica (precisdo
de quatro casas decimais) e macerados utilizando um almofariz e pistilo de porcelana. Em
seguida, uma massa adequada de cada amostra (obtencdo de solu¢do com concentragdo similar
a solucdo estoque padrao) foi diluida no mesmo solvente usado na preparacdo das solucgdes
padréo. A etapa final de preparo de amostra consistiu em uma diluicdo desta solugdo em

eletrolito suporte para concentragdo que consta na faixa linear do método.
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Para as amostras contendo DIM associado com PIR, além de amostras de comprimidos
(preparada com descrito acima), também foi utilizada uma amostra liquida, a qual foi somente
diluida para concentracdo final adequada em eletrélito suporte usado na analise. Para amostras
contendo a associagdo DIM + CAF, devido & auséncia do medicamento que contém a
formulacdo no mercado brasileiro, uma amostra manipulada em farméacia local foi adquirida,
com proporc¢do e concentracdo igual ao medicamento encontrado a venda no exterior. Com a

amostra manipulada foi feito o mesmo pré-tratamento descrito acima para amostra sélida.

Nas analises por cromatografia liquida de amostras contendo DIM (CTF + DIF), a fase
mdvel utilizada foi constituida de 22 % acetonitrila (grau cromatografico e espectroscopico) e
78% de 0,01 M H3PO4 pH = 2,8 ajustado com trietilamina. A vazéo e o comprimento de onda
foram fixados em 1,0 mL min e 229 nm, respectivamente [12]. Na analise de amostras que
continham somente CTF e DIF foi utilizada a coluna com fase estacionaria C18. Para analise
de amostras que continham PIR ou CAF, foi utilizada a coluna cromatografica C12, pois com
a coluna C18 nédo havia separacdo entre CTF e CAF, desse modo o uso da C12 possibilitou uma
diferenca dos tempos de retencdo para CTF (5,28 min) e CAF (4,59 min) e PIR (3,51 min).
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4. Resultados e Discussoes
4.1. Estudos para determinagdo simultdnea e quantificacdo estequiométrica de 8-
cloroteofilina e difenidramina

4.1.1. Comportamento eletroquimico de CTF e DIF em diferentes eletrodos e eletrolitos

Inicialmente, o comportamento eletroquimico da CTF e da DIF foi estudado utilizando
diferentes tipos de eletrodos de trabalho (CV, ouro e BDD) por voltametria ciclica. Na janela
de potencial de trabalho Util dos eletrodos de CV (-0,5V a+1,5V) e ouro (-0,2V a+1,3 V) em
meio de H,SO4 0,1 mol L, somente a CTF apresentou pico de oxidagdo. Nenhum sinal de
oxidacao ou reducdo foi observado para a DIF. No entanto, na janela de potencial de trabalho
atil do eletrodo de BDD (por volta de -0,5 V a 1,9 V), a oxidagdo de ambos 0s compostos foi
observada. A oxidacdo da DIF somente ocorreu em potenciais acima de +1,6 V, regido de
potencial onde os eletrodos de CV e ouro ndo podem ser utilizados, pois a oxidagédo do eletrodo
e/ou evolucdo de Oz. Em funcdo disto, somente o eletrodo de BDD foi usado nos estudos

seguintes.

A partir da escolha do eletrodo de BDD como eletrodo de trabalho, estudos foram
realizados por voltametria ciclica em eletrélitos com diferentes pHs, como H2SO4 0,1 mol L
(pH = 1,0), tamp&o acetato/acido acético 0,05 mol L (pH 4,7) e tampdes fosfato 0,1 mol L
(pH 2,1 e 7,2). A Figura 13 mostra a regido de potencial onde ocorre a oxidacdo dos compostos
de interesse (CTP e DIF) em cada eletrolito (pH) estudado.
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Figura 13. Separacéo entre 0s potenciais de oxidagao estimados para CTF (e) ¢ DIF (A) em
eletrdlitos de diferentes pHs: (a) H2S04 0,1 mol L (pH = 1,0), (c) tamp&o NaAc/HAc 0,05 mol
L (pH 4,7) e tampdes fosfato 0,1 mol L™ pH 2,1 (b) e 7,2 (d).

A partir da Figura 13 pode ser observado que existe uma separacdo nos potenciais de
oxidacdo da CTP e DIF nos eletrolitos estudados (AE > 0,3 V). Uma separagdo ligeiramente
maior foi observada em meio de H.SO4 0,1 mol L™ e tamp&o acetato/acido acético 0,05 mol L-
1 (pH 4.7). Em funcéo de evitar a geracdo de residuos de maior acidez para a determinagdo
simultanea de CTF e DIF, o tamp&o acetato/acido acético 0,05 mol L (pH 4.7) foi adotado nos

estudos seguintes.

A Figura 14 mostra os voltamogramas ciclicos para CTF e DIF nas condicdes definidas
de eletrodo e eletrélito. A varredura foi registrada na faixa de trabalho entre +0,4 Ve +1,9 V
vs Ag/AgCl em meio de tamp&o acetato/acido acético 0,05 mol L (pH 4,7), utilizando BDD

como eletrodo de trabalho.
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Figura 14. Estrutura das moléculas de CTF e DIF e voltamogramas ciclicos obtidos em meio
de NaAc/HAc 0,05 mol L sem (—) e com a presenga de (—) 1 mmol Lt de CTFe (—) 1
mmol L de DIF. ET: BDD. Velocidade de varredura = 50 mV s

Conforme apresentado na Figura 14, a oxidacdo eletroquimica da CTF apresenta um
comportamento irreversivel com um pico bem definido em +1,1V e um processo de oxidacéao
sem pico definido em potenciais superiores a +1,5V. O pico de oxidacdo observado em +1,1V
esta de acordo com estudos realizados anteriormente usando BDD como eletrodo de trabalho
na eletro-oxidacdo de uma xantina (teofilina) que apresenta estrutura muito similar a CTF [112].
Para fins de comparacdo, estudos também foram realizados com solucdo contendo teofilina

(TEO) (Fig. 15) nas mesmas condicBes usadas para a CTF na Fig. 14.

Como pode ser observado, nestas condi¢des, a TEO apresenta um pico de oxidacdo bem
definido (+1,5V) em potencial mais positivo do que a CTF (0,4 V mais positivo). A reducéo no
potencial de oxidacdo da CTF em relacdo a teofilina (de +1,5 a + 1,1 V) pode ser atribuida a
presenca do atomo de cloro na posicdo 8 na molécula de CTF, permitindo assim, a formacéao de

um intermediario mais estavel apos a transferéncia de elétrons.
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Figura 15. Estrutura da molécula de TEO e voltamogramas ciclicos obtidos antes (linha
continua) e apds a adicdo de 1 mmol L de TEO (linha tracejada). Demais condicdes: idem Fig.

14.
Um estudo para verificar o efeito da variacdo na velocidade de varredura em voltametria

ciclica na oxidag&o da CTF foi realizado no intervalo de velocidade entre 10 a 400 mV s, Os

voltamogramas ciclicos deste estudo sdo apresentados na Figura 16.

80

60 -

204

Figura 16. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura (10 a 400
mv s™) na oxidagéo de 1,0 mmol L CTF sobre BDD em meio de NaAc/HAc 0,05 mol L.
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Conforme pode ser observado, a intensidade de corrente aumenta com 0 aumento na
velocidade de varredura. De acordo com a equacgdo de Randles-Sevick (1) [113], quando a
relacdo entre as correntes de pico e a raiz quadrada da velocidade de varredura € linear, o
processo eletroquimico envolvido é preferencialmente controlado por difusdo. Os outros termos

da equacéo sdo constantes.
i, = 12,686 x 10°n3/2C,D/2v1/2A (1)
Onde:

ip — corrente de pico em ampere (positiva: corrente anddica e negativa: corrente
catddica);

n —numero de elétrons envolvidos na reagéo redox;
A — area do eletrodo (cm?);

D — coeficiente de difusdo (cm? s?);

Co — concentragdo das espécies eletroativas;

v — velocidade de varredura (V s¥).

40 -

30+

ip TuA

10

5 10 15 20

V12 | (mv s1)1"2

Figura 17. Dependéncia das correntes de pico (LA) em fungdo da raiz quadrada da velocidade

de varredura (mV s)Y2. Dados obtidos a partir da Fig. 16.
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Analisando o grafico da Figura 17 (dados obtidos a partir dos voltamogramas da Fig.
16), podemos observar que existe linearidade (r > 0,99) entre as duas variaveis descritas no
grafico. Isto indica que a transferéncia de massa no processo de oxidagdo da CTF (em 1,1V)
em meio de NaAc/HAc 0,05 mol L é preferencialmente controlado por difuséo.

Como j& reportado na literatura, similar & oxidacdo da xantina e teofilina, em altas
velocidades de varredura, um processo anddico adicional aparece nos voltamogramas [112,
114], que, no caso da xantina, foi atribuido a oxidacao do &cido Urico, subproduto do processo
de oxidacdo da xantina. Na Figura 18 é apresentado um esquema das etapas envolvidas na

oxidacdo eletroquimica da xantina [112].
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Figura 18. Esquema representando as etapas de oxidacgéo eletroquimica de uma xantina [112].

O esquema acima representa as etapas de oxidacdo da xantina que, devido a similaridade
das estruturas moleculares, podemos estender para seus derivados como a TEO, e,
consequentemente a CTF, (com a substituicdo por dois grupos metilas nas posicdes 1 e 3). Esse
esquema mostra que a oxidagdo eletroquimica da xantina (1) é dada por uma oxidacéo inicial
envolvendo 2e” e 2H" a acido drico (1), que é rapidamente oxidado a bis-imida (llla, 11Ib),
numa segunda reacdo de 2e” e 2H". Assim, 0 pico Unico de oxidacdo para a xantina envolve
uma oxidacdo global envolvendo 4e” e 4H*. Em velocidades de varredura altas, é assumido que
uma pequena quantidade de bis-imida (llla, Illb), é reduzida novamente a &cido Urico

resultando assim no segundo pico de oxidacdo mal definido [112].

O efeito do pH na eletro-oxidacdo da CTF também foi estudado. Esse estudo foi na faixa
de pH de 2,0 a 8,0 utilizando o tampéo Britton-Robinson. Em valores de pH maiores que 8,0

foi observada a precipitacdo da CTF. De acordo com a Figura 19, pode-se observar que existe
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uma relacdo linear entre os potenciais de oxidacdo da CTF na faixa de pH entre 2,0 e 5,0
(inclinagdo = -0,061V/pH). No entanto, a inclinagdo (-0,061V/pH) dessa relacdo muda a partir
do valor de pH em torno de 5,3 (Fig. 19). Segundo a literatura [115], esse valor de pH pode ser
considerado como sendo o pKa da molécula em estudo. Paraa CTF, o pKa segundo a literatura
é 5,14 [116], o que esta de acordo com o valor encontrado experimentalmente.
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Figura 19. Estudo do efeito do pH sobre o potencial de oxidacdo da CTF por voltametria ciclica

em meio tampao Britton Robinson (0,4 mol L?). Velocidade de varredura: 50mV s,

A relacdo Ep vs. pH encontrada pode ser usada para o calculo do nimero de protons que

participam no processo de oxidacdo da CTF. Essa relacdo pode ser expressa como:
E, =A+ B x pH (2)

Para a equacdo encontrada na Figura 19, foram calculados para o intercepto A = 1,296

V (£0,016) e para a inclinacdo B = -0,061 (+0,0045). Considerando a equacéo eletroquimica:
CTF — ze~ - CTF,, + nH™ (3)
Quando CTFox é a forma oxidada de CTF, a equacao de Nernst pode ser escrita:

E = EO 4 KUy GeTFo)@yt) (4)

zF (acTr)

A partir dessa equacdo, pode-se derivar para o intercepto A e a inclinagéo B [117]:
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_ o, RT, (acTFey)
A=E’+—In ey (5)
B=_ 2,3026nRT pH (6)

zF

Da equacéo (6), 0 nimero de prétons n se z = 4, é calculado como:

4F 4x96485
n=8 (_ 2,3026RT) = —0,061 (_ 2,3026><8,314><298) =413 )

O que confirma os dados discutidos anteriormente de que o processo de oxidacgéo global
da CTF envolve 4e" e 4H".

N&o existem estudos na literatura para o segundo processo de oxidacdo da CTF (em
potenciais acima de +1,6 V). Como 0 processo possui um sinal proximo a evolucdo de O, 0s
testes para investigacdo do mecanismo ndo apresentaram resultados reprodutiveis. O mesmo
ocorreu para a DIF, que também possui o potencial de oxidacdo acima de +1,65V. De acordo
com a literatura, 0 mecanismo para a oxidagdo eletroquimica de aminas terciarias alifaticas
(DIF) envolve a geracdo de um N-radical com clivagem rapida a aminas secundarias alifaticas
e aldeidos [118, 119].

4.1.2. Estudos para a determinacao simultanea de CTF e DIF por BIA-MPA

Os estudos até aqui apresentados foram feitos no modo estacionario, porém, o intuito
deste trabalho é realizar as analises sob condi¢des hidrodinamicas. Assim, estudos também
foram realizados para avaliar o comportamento eletroquimico do CTF e DIF em condicdes
hidrodinamicas (BIA-MPA), as quais sao similares aquelas que serdo usadas na analise. Neste
estudo, dez pulsos de potenciais (+0,90; +1,0; +1,1; +1,2; +1,3; +1,4; +1,5; +1,6; +1,7 e +1,8
V; 70 ms cada) foram aplicados continuamente ao eletrodo de trabalho de BDD (Figura 20A).
A corrente em cada pulso de potencial (aquisicdo simultdnea dos 10 amperogramas) foi
continuamente monitorada durante injegdes em triplicata de solugdo contendo 50 umol L de
CTF ou 50 umol L de DIF. A corrente de oxidagdo detectada em forma de pico transiente em
cada pulso de potencial foi usada na construcdo do voltamograma hidrodindmico de oxidagdo
de CTF e DIF (Figura 20B).
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Figura 20. (A) Amperogramas obtidos para inje¢des sucessivas (n=3) de 50 umol L™ de CTF
(a) ou de 50 umol L de DIF (b). (B) Voltamogramas hidrodinimicos obtidos para o CTF (m)
e DIF (®). Tempo de aplicagdo de cada pulso de potencial: 70 ms; Eletrolito suporte: NaAc/HAC
0,05 mol L?; Vazado: 75 pL s; Volume injetado: 150pL.

Como pode ser observado, em condigdes hidrodindmicas no sistema BIA-MPA, a
oxidacdo da CTF se inicia em torno de +1,1 V e atinge um valor de pico proximo de +1,3 V
(primeiro processo de oxidacdo) e aumenta novamente a partir de +1,6 V (segundo processo de
oxidacao). Por outro lado, a oxidacdo da DIF se inicia +1,6 V e vai aumentando sem alcancar

um valor maximo de corrente no intervalo de pulsos de potenciais estudados (+0,9 V a +1,8 V).

4.1.2.1. Selecdo dos pulsos de potenciais para determinacdo simultanea de CTF e
DIF por BIA-MPA

Com base nos resultados apresentados na Figura 20, os seguintes pulsos de potenciais

foram selecionados para verificar a possibilidade de determinacao simultanea de CTF e DIF:

o +1,35 V/50 ms: oxidacdo de CTF sem a interferéncia da DIF;
o +1,80 V/50 ms: oxidacdo de ambos os analitos (CTF e DIF);

o +0,70 V/200 ms: limpeza eletroquimica do eletrodo.



58

A Figura 21B apresenta 0os amperogramas obtidos nos pulsos de potenciais +1,35 V e
+1,80 V apos injecdes (n = 3) no sistema BIA-MPA de aliquotas de 150 pL de solucbes
contendo somente CTF, somente DIF e simultaneamente CTF + DIF (DIM).

(B)
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Figura 21. (A) Escada de potencial aplicado em funcdo do tempo ao eletrodo de BDD
posicionado no sistema BIA-MPA. (B) Amperogramas obtidos para injecdes (n = 3) de
solugdes contendo 50 pmol L de CTF, de DIF ou de DIM (CTF + DIF). Tempo de aplicagdo

de cada pulso de potencial: 50 ms. Demais condi¢fes experimentais: idem a Fig. 20.

Como se pode observar pelos amperogramas da Figura 21B, apenas a CTF é oxidada
em+1,35 V, sendo que corrente detectada € amesma na presenca ou auséncia de DIF, indicando
que ndo ha interacdo quimica entre CTF e DIF ou com os produtos de oxidacdo. Em +1,80 V,
tanto a CTF como a DIF sdo oxidadas. Na injecdo de uma solucdo contendo ambos os analitos
(DIM), a corrente de oxidacdo em +1,80 V corresponde a soma das correntes individuais da
CTF e da DIF neste pulso de potencial. Um fenémeno que também pode ser observado € que a
oxidacdo do CTF ndo gera a mesma magnitude de corrente em ambos o0s pulsos de potenciais
(+1,35 e +1,80 V), 0 que impede o uso de uma subtragdo simples entre as correntes detectadas

nos dois pulsos de potenciais (i+1,80 v — i+1,35v) para ter acesso a corrente de oxidagéo relacionado
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somente com a oxidacdo da DIF. No entanto, este problema pode ser contornado através do uso
de um fator de correcdo (FC), que € obtido pela razdo (divisdo) entre a corrente de oxidagdo da
CTF obtida em +1,80 V pela corrente de CTF em +1,35 V mediante a injecdo de solucéo
contendo apenas CTF [38, 81]. Assim, quando uma solugdo contendo os dois compostos é
injetada no sistema BIA, a corrente de oxidacdo da DIF pode ser obtida pela subtracdo entre a
corrente detectada em +1,80 V e a corrente detectada em +1,35 V multiplicada pelo FC. As
equacdes 8 e 9 serdo usadas nos célculos para obtencdo das correntes relacionadas com a
oxidagéo de DIF e do FC, respectivamente.

IpiE=i+180v — (FC X i+135v) (8)

FC = ictr+1,80v/ IcTF +1,35v 9)

Assim, com os dois amperogramas adquiridos simultaneamente (em +1,35 e +1,80 V)
e as equacOes acima é possivel detectar seletivamente as correntes de oxidacdo da CTF e da

DIF quando presentes na mesma solugéo.

4.1.2.2. Otimizacéo de parametros hidrodinamicos para o sistema BIA

Os parametros hidrodindmicos analisados foram: agitacdo da solucdo no interior da
célula BIA, volume injetado e velocidade de injecdo. Em todos os parametros, analisou-se a
intensidade das correntes de oxidacdo detectadas nos pulsos de potenciais otimizados
anteriormente através da injecdo de uma solugio contendo 50,0 umol L™ de CTF e DIF em
meio de tampao NaAc/HAc 0,05 mol L.

4.1.2.2.1. Agitacéo

Os testes foram realizados utilizando uma micropipeta motorizada mediante injecédo
de solucgdes contendo CTF e DIF sem e com diferentes velocidades de agitacdo da solucdo no

interior da célula. Os resultados obtidos neste estudo sdo apresentados na Figura 22.



60

25
20
15 1

10
| 1.80 V/50 ms

i/ A
-9 [=7]

N

1.35V/50 ms

0+ T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 3 7 10 13 17 20 23 27

Tempo / min

Figura 22. Comparacgéo entre os resultados obtidos por BIA-MPA sem agitacdo (a), e com
aumento da velocidade de agitagdo usando um micro motor DC (ajustada atraves da fonte de
tensdo variavel): 1200 rpm (b), 1400 rpm (c), 1800 rpm (d) e 2200 rpm (e) da solugéo contida
na célula BIA. Solucio injetada: 50 pmol L™ de CTF + 50 umol L de DIF. Demais pardmetros

experimentais iguais a Fig. 20.

Com a solucdo do interior da celula sob agitacdo, o pico transiente decresce
rapidamente retornando a linha base e uma maior frequéncia analitica pode ser obtida. Sem
agitacdo mecanica, o pico transiente decresce (retorna) lentamente a linha base e ha uma
diminuicdo da frequéncia analitica. Isto ocorre porque, sob agitacdo, ambos 0s compostos sao
rapidamente removidos da superficie do eletrodo. Além disso, o procedimento de limpeza
eletroquimica é mais eficaz se a solucdo estiver sob conveccdo mecanica. A velocidade de
agitacdo de 1200 rpm foi adotada nos demais estudos. Nesta condicdo, uma melhor

repetibilidade foi obtida.
4.1.2.2.2. Volume e velocidade de injecéo

Para o célculo da corrente de oxidacdo da DIF no pulso de potencial de +1,80 V ¢
necessario o uso do FC (equacdo 8), conforme descrito anteriormente. Adicionalmente, a
analise somente é possivel se o valor do FC for relativamente constante. Neste sentido, um

estudo detalhado foi realizado para verificar a influéncia de pardmetros como volume injetado



61

e velocidade de injegdo no valor do FC. Na Figura 23A e B séo apresentadas as variacdes do

FC em funcéo da variagdo do volume e da velocidade de injecéo, respectivamente.
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Figura 23. Variacdo da corrente de oxidacdo da CTF e do FC em funcdo de: (A) volume
injetado; (B) velocidade de injecdo. Condicdes: Velocidade de injecdo: 75 pL st em (A);
Volume injetado: 100 pL em (B); Concentragdo de CTF: 50 umol L. Demais parametros idem
a Fig. 20.

Na Figura 23A podemos perceber que a corrente de oxidacdo da CTF aumenta nos
dois pulsos de potenciais aplicados (+1,35 V e +1,80 V) até um volume injetado de 30 uL. A
partir 50 até 200 uL, as correntes de oxidacdo da CTF nos dois pulsos de potenciais sao
praticamente constantes e, consequentemente, o0 FC também apresenta um valor constante

(1,381 £ 0,003). O volume de injecao de 150 pL foi adotado nos estudos seguintes.

Na Figura 23B ¢ possivel verificar que ha um aumento nas correntes de oxidacdo da
CTF nos pulsos de potenciais de +1,35 V e +1,80 V conforme aumenta a velocidade de injecéo
da solucdo contendo o analito. Isto ocorre devido ao aumento na taxa de transporte de massa
por unidade de tempo para a superficie do eletrodo de trabalho. O sinal amperométrico ndo
chegou a um valor maximo e constante, provavelmente, devido a elevada area do eletrodo de
trabalho (22,9 mm?). As correntes de oxidacdo da CTF em +1,35 V e em +1,80 V aumentaram
proporcionalmente na faixa de velocidade estudada e, portanto, o FC se manteve praticamente
constante (FC = 1,381 + 0,003). A velocidade de injegdo de 75 pL s foi selecionada para a

determinacdo simultanea de CTF e DIF.
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A opcdo Gbvia em relagdo ao volume e velocidade de injecdo seria 0 uso de menor
volume possivel sem perda de sensibilidade (menor geracéo de residuos) e de maior velocidade
(andlise mais rapida e maior sensibilidade). No entanto, na técnica de MPA, a taxa de aquisi¢do
de corrente também é um parametro a ser considerado. No método proposto, trés pulsos de
potenciais (+1,35 V/50 ms; +1,80 /50 ms e 0,70 /200 ms) sdo constantemente aplicados ao
eletrodo de trabalho. Portanto, a aquisicdo de corrente ocorre a cada 300 ms em cada
amperograma. Se o volume injetado for minimo e a velocidade de inje¢do maxima, o namero
de vezes que a corrente serd adquirida pode ndo ser o suficiente. Ou seja, na injecdo sucessiva
da mesma solucdo, a altura dos picos pode ndo ser reprodutivel em funcdo da aquisicdo de
corrente. Desta forma, na op¢éo pelo volume e velocidade de injecdo, 0 nimero de vezes que a
corrente € adquirida deve ser considerado. No presente trabalho, o volume de injecdo foi
aumentado ou a velocidade de injecéo foi diminuida até que o numero de aquisic¢Oes de corrente

fosse pelo de 3 vezes no apice de cada pico transiente em cada amperograma.

4.1.2.3. Influéncia da concentracdo da CTF no FC

No desenvolvimento de um novo método analitico, estudos para identificacdo da faixa
de concentracdo onde ha uma relagéo linear entre concentracéo e o sinal do detector devem ser
realizados. No entanto, o presente trabalho, além da identificacdo da faixa linear de resposta,
também héa a necessidade de identificar a faixa de concentracdo de CTF onde o FC é constante.
O FC sera usado para identificar a corrente de oxidacdo proveniente da DIF no pulso de
potencial de +1,80 V (ipir = irgov — (FC X i1 35v)). A Figura 24 apresenta os valores de FC em

funcédo da variacdo na concentracdo de CTF.
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Figura 24. FC (ictr +180v / icTF +1,35v) calculados para injeces de solugBes contendo
concentragdes crescentes de CTF (5,0 a 100 umol L). Tempo de aplicacdo de cada pulso de
potencial: 50 ms; Eletrélito suporte: NaAc/HAc 0,05 mol L*?; Vazdo: 75 pL s?; Volume
injetado: 150 pL.

Como pode ser observado na Figura 24, o FC apresenta um valor medio de 1,383 £
0,040 (DPR = 3,6%) na faixa de concentracdo de 5 a 40,0 umol L de CTF, 0 que pode ser
considerado um valor relativamente constante. A partir de 50 pmol L™ de CTF, esse valor
comegou a decrescer. Desta forma, na construcdo de uma curva de calibracdo, esta faixa de
concentracdo deve ser respeitada para evitar erros na analise. Além disto, conforme também ja
foi constatado em trabalhos anteriores [38, 81], em toda curva de calibracdo sempre €
aconselhavel que uma solucdo contendo apenas CTF seja injetada no sistema BIA (obtencao
do FC). Pequenas variacdes na superficie do eletrodo BDD decorrentes de pequenas diferencas

nos procedimentos de pré-tratamento pode afetar o valor a ser usado como FC.

4.1.2.4. Estudo de repetibilidade do método

A estabilidade de resposta do eletrodo de BDD acoplado ao sistema BIA-MPA foi
avaliada através de injecOes sucessivas (n=10) de duas solu¢des contendo CTF+DIF em

concentragdes distintas: 10 + 10 pmol L (a) e 30 + 30 (b) de CTF e DIF, respectivamente. Os
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amperogramas obtidos neste estudo com a aplicacdo de somente dois pulsos de potenciais (1,35

V/50 ms e 1,80 V/50 ms) séo apresentados na Figura 25.
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Figura 25. Amperogramas obtidos para injecoes sucessivas de solucdo contendo 10 + 10
umol L (a) e 30 + 30 (b) de CTF e DIF, respectivamente (n=10). Para outras condicdes
experimentais ver Fig. 24.

E notavel que ap6s 5 injecbes da solucdo contendo concentragbes mais altas no
sistema, hd uma diminuicéo na corrente de oxidacdo detectada, tanto no potencial de +1,35 V
(oxidacdo de CTF), quanto no potencial de +1,80 V (oxidacdo de CTF e DIF). Em funcdo disto,
altos desvios padroes relativos foram calculados, tanto para a CTF (a = 5,3%; b = 5,5%; n =
10), quanto para a DIF usando o FC (a = 5,8%; b = 5,9%; n=10). Isto provavelmente se deve a
contaminacdo e/ou passivacdo da superficie do eletrodo. Para contornar este problema foi
selecionado um terceiro pulso de potencial para a constante limpeza eletroquimica da superficie
do eletrodo de trabalho. A sequéncia dos pulsos de potenciais aplicados, portanto, ficou da

seguinte maneira:
(1) +1,35 V / 50 ms: oxidacao e quantificacdo de CTF;

(2) +1,80 V / 50 ms: para oxidacdo simultanea de CTF e DIF;
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(3) 0,70 V' / 200 ms: para constante limpeza da superficie do BDD.

Selecionado o pulso de potencial para a limpeza eletroquimica da superficie do
eletrodo de BDD, o teste de repetibilidade foi repetido com o dobro de injecdes e nas mesmas
condicdes usadas na Figura 25. Os amperogramas obtidos neste estudo sdo apresentados na

Figura 26.
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Figura 26. Amperogramas obtidos para injecdes sucessivas de solugdes contendo 10 + 10 pmol
L (a) e 30 + 30 mol L(b) de CTF e DIF, respectivamente (n = 20). O amperograma para o
pulso de potencial 0,7 V / 200ms néo foi registrado. Para outras condic@es experimentais ver
Fig. 24.

Como podemos observar, a inclusdo de um pulso de potencial de limpeza
eletroquimica possibilitou a obtencdo resultados satisfatérios, uma vez que a corrente de
oxidacdo em ambos os pulsos de potenciais (+1,35 e +1,80 V) se mantiveram constantes e
menores desvios padrdes relativos foram alcancados 2,0% (a) e 2,8% (b) para CTF e 2,2% (a)
e 2,7% (b) para DIF; n = 20, demonstrando um melhor desempenho do método apds a inclusao

do pulso de potencial de limpeza eletroquimico.
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4.1.3. Aplicacdo do sistema BIA-MPA na andlise simultdénea de CTF e DIF em

formulagGes farmacéuticas

O desempenho do método proposto foi avaliado na quantificacdo de CTF e DIF em

formulagdes farmacéuticas comerciais contendo dimenidrinato. As curvas de calibracdo para

ambos os compostos foram obtidas levando-se em consideracdo a faixa de concentracdo onde

o fator de corregéo (FC) é constante (10 a 30 pmol L), e a propor¢do molar de concentracéo

para DIM (1:1). A Figura 27 apresenta os amperogramas obtidos em +1,35 V e +1,80 V para

injecbes em triplicata de solugdes em ordem crescente (a-e) e decrescente (e’-a’) de

concentracdo. Duas amostras de formulagGes farmacéuticas previamente diluidas no eletrélito

suporte (1 e 2) e uma solucéo contendo somente CTF (calculo do FC) também foram injetadas.
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Figura 27. Amperogramas obtidos para inje¢coes de uma solugdo contendo somente CTF (15

umol LY), cinco solugdes (a-e; e’-a’) contendo simultaneamente CTF e DIF (10 — 30 umol Lt)

e duas amostras adequadamente diluidas (1 e 2). Demais condicGes ver Fig. 24.
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Figura 28. Curvas de calibracdo obtidas para CTF (A; r = 0,999) e DIF (B; r = 0,999) a partir
dos dados analiticos da Fig. 27.

Pode ser observado que as solugOes padrdes injetadas em ordem crescente ou
decrescente de concentracdo apresentaram respostas semelhantes, o que confirma que o
fendmeno da contaminacao do eletrodo ou efeito de memdria esta ausente, mesmo usando um

eletrodo de trabalho sem modificacéo.

A precisdo e a exatiddo do método BIA-MPA proposto também foram avaliadas por
testes de adicdo e recuperacao utilizando amostras contendo CTF e DIF. A recuperacdo média
foi de 99 = 2% (n = 3) e de 100 + 3% (n = 3) para a CTF e DIF, respectivamente. Com base
nestes resultados, podemos afirmar que o método proposto ndo possui efeitos significativos de
matriz para a determinacédo simultanea de CTF e DIF em formulac6es farmacéuticas. A Tabela

2 relne as caracteristicas analiticas do método proposto.
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Tabela 2. Caracteristicas analiticas do método proposto.

Caracteristicas CTF DIF

r 0,999 0,999
Inclinagdo 0,124 + 0,003 0,500 + 0,008
Intercepto -0,019 £ 0.05 0,248 + 0,158
LD (umol L) 2,2 0,5

LQ (umol L) 7,3 1,7

FA (injecOes h?) 70 70
Repetibilidade intra-dia (n=20) 2,4% 2,5%
Repetibilidade inter-dias (n=6) 2,6% 6,1%
Recuperacéo 99 + 2% 100 + 3%

Onde: r: coeficiente de correlacdo; LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificacdo; FA: frequéncia analitica;
Para: Intra-dia: comparacg@es obtidas de sinais em injecdes sucessivas e Inter-dias: comparagdes realizadas entre

sinais de dias diferentes, resultados em desvio padrdo relativo (DPR); Intervalo de confianca = 95%;

O metodo BIA proposto foi usado para determinar CTF e DIF em duas amostras de
produtos farmacéuticos. Para comparacdo, as amostras de formulac6es farmacéuticas tambem
foram analisadas por HPLC. A Tabela 3 mostra os resultados obtidos para a analise destas

amostras com os respectivos desvios padrao (n = 3).

Tabela 3. Comparacéo dos resultados (média £ DP; n = 3) obtidos para a determinacéo de CTF

e DIF em amostras farmacéuticas usando a metodologia proposta versus HPLC.

Valor da bula Valores encontrados
Amostras (mg / comp.) (mg / comp.)
BIA-MPA HPLC
CTF DIF CTF DIF CTF DIF
1 45,7 543 453+11 565+05 498+32 595+19
2 45,7 543 451+04 541+05 453+06 54,1+06

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, ndo ha diferencas significativas
entre 0 método proposto (BIA-MPA) e o método de referéncia (HPLC), o que comprova a

exatiddo do método proposto. No nivel de confianca de 95%, os valores do teste t calculados
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foram menores do que o valor critico tedrico (2,78, n = 3), o que indica que ndo houve diferencgas

significativas entre os resultados.

4.1.4. Determinacdo rapida da estequiometria do sal de dimenidrinato

A partir dos resultados mostrados na Tabela 3, pode-se verificar a estequiometria do
sal de DIM usado como matéria prima na producdo do medicamento em questdo. A
estequiometria tedrica definida entre CTF e DIF no sal de DIM é de 1:1 (propor¢do molar).
Dessa forma, se a concentracdo molar encontrada é a mesma para os dois principios ativos (DIF
e CTF), pode-se concluir que o sal usado esta estequiometricamente correto.

No entanto, 0 método proposto também permite obter informag6es precisas sobre a
estequiometria do sal de DIM (como matéria prima ou em formulacdo comercial), sem a
necessidade de quantificacdo de ambos, cation (DIF) e anion (CTF) e sem a necessidade de
construcdo de curva de calibracdo. A estratégia proposta € usar a razdo entre as correntes
detectadas nos dois pulsos de potenciais utilizados no método proposto (i+1,80 v/s0 ms € i+1,35 v/50
ms). A Tabela 4 mostra os valores da razdo calculados entre as correntes detectadas durante a
aplicagéo dos dois pulsos de potenciais (i+1,80 v/ i+1,35v) a partir de injegdes de solugdes contendo
diferentes proporcGes entre CTF e DIF (em concentragdo molar). Nesse estudo, as

concentracdes de todas as solucdes injetadas estdo dentro da faixa linear do método proposto.
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Tabela 4. Razdo (i+1,80v/i+1,35v) calculada a partir das correntes detectadas nos dois pulsos de

potencial para determinagdo estequiométrica do sal de DIM.

Proporg¢io (DIF:CTF) I+1,80v I+1,35v i+1,80v/ 1+1,35v Variag¢io (%)
1,00:1,00 (DIM) 21,9 4,3 5,1 £0,05 -
0,71:1,29 17,6 4,9 3,6+0,03 -28,3
0,83:1,17 18,3 4,7 3,9+0,03 -25,2
0,92:1,08 18,5 4,5 4,1+0,04 -18,6
1,02:0,98 22,0 4,2 5,2+0,05 +2,0
1,11:0,89 22,9 4,0 5,7+0,06 +11,8

Os resultados mostrados na Tabela 4 mostram que a estequiometria do sal de DIM
pode ser facilmente verificada pela injecdo de 150 puL de uma solucdo de amostra no sistema
BIA-MPA. Pequenas variacoes na estequiometria do sal podem ser detectadas rapidamente sem
a necessidade de uma curva de calibracao para a quantificacdo do anion (CTF) e do cétion (DIF)

que compde o sal.

Adicionalmente, a razdo obtida entre as correntes detectadas nos dois pulsos de
potenciais (i+1,g0v/i+1,35v) também permite obter informagdes sobre a presencga ou auséncia de
outros compostos eletroativos com o sal DIM. A Tabela 5 mostra as razdes das correntes
calculadas quando injecdes contendo somente DIM e DIM com presenca de outras espécies que
também sdo eletroativas nas condi¢es experimentais do método proposto (piridoxina, cafeina,

furosemida e amilorida).
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Tabela 5. Razdo (i+1g0v/i+135v) calculada com correntes detectadas nos dois pulsos de
potenciais a partir das injecdes contendo DIM sem e com a presenca de outros compostos

eletroquimicamente ativos.

Quant. Adicionada Razéo Variagao (%0)
Interferente
(%; m/m) (irgov/ 11,35v)
(sem interferente) 0 5,10 £ 0,05 -

2,5 4,96 + 0,05 -2,9

Piridoxina 5,0 4,72 £ 0,05 -7,4
10,0 4,34 £ 0,05 -15,0

2,5 4,92 + 0,05 -3,7

Cafeina 5,0 4,83 + 0,05 -5,4
10,0 4,54 + 0,06 -10,9

2,5 5,02 £ 0,06 -1,4

Furosemida 5,0 4,96 + 0,05 -2,8
10,0 4,88 + 0,05 -4,1

2,5 5,10 + 0,05 0,0

Amilorida 5,0 5,04 + 0,05 -1,1
10,0 4,84 + 0,06 -5,0

Amido 10,0 5,09 + 0,04 -0,2

Como pode ser observado, a presenca de uma pequena quantidade (2,5%; m/m) de
certos compostos eletroativos no sal de DIM pode ser facilmente detectada pela variagdo na
razdo entres as correntes detectadas nos dois pulsos de potenciais (i+180v/i+1,35v). A
sensibilidade ndo é a mesma para todos os compostos, pois € possivel detectar a presenca de
2,5% de piridoxina, cafeina e furosemina, porém, a presenca de amilorida foi detectada somente

em concentragdes superiores a 5%.

E importante salientar que a razao aqui proposta é diferente do FC usado na curva de
calibracdo. A razdo aqui obtida é referente a injecdes contendo DIM (CTF + DIF), enquanto
que para o célculo do FC, injecdes contendo somente CTF sdo necessarias. Além disto, essa

estratégia somente funciona na presenca de compostos eletroativos, na presenga de compostos
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eletroquimicamente inativos nas condicfes experimentais do método proposto, como o amido,

por exemplo, o valor da razdo néo ¢ alterado (Tabela 5).

4.2.  Aplicacéo do sistema BIA-MPA para a determinacéo simultanea de trés principios
ativos.
4.2.1. Estudos para determinacéo simultéanea de CTF, PIR e DIF.

4.2.1.1. Comportamento eletroquimico de CTF, PIR e DIF

Quando um medicamento contendo o DIM ¢ indicado para o controle de nauseas e
vomitos em mulheres gravidas ou criangas, um terceiro principio ativo € normalmente
adicionado concomitante a formulacdo farmacéutica, a PIR (vitamina B6). Devido a isto,
estudos foram realizados com o objetivo de verificar se 0 método desenvolvido para
determinacgéo simultanea de CTF e DIF poderia ser adaptado para determinagéo simultanea de
DIM e PIR ou de CTF, DIF e PIR.

Inicialmente, o comportamento eletroquimico da PIR foi estudado em meio de tampéo
NaAc/HAc 0,05 mol L (pH 4,7). Neste meio, a PIR apresentou pico de oxidacdo muito
proximo ao pico de oxidagédo da CTF e, portanto, a determinacao simultanea de CTF e PIR néo
foi possivel nesta condicdo. Em funcdo disto, o comportamento eletroquimico dos trés
compostos objetos de estudo (CTF, DIF e PIR) também foram estudados em outros pHs e
eletrolitos: H.SO4 0,1 mol L (pH = 1,0) e tampdes fosfato 0,1 mol L (pH 2,1 e 7,2). Os

resultados obtidos sdo apresentados na Figura 29.
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Figura 29. Separacdo entre os potenciais de oxidagao estimados para CTF (e), PIR (m) e DIF
(A) em eletrélitos de diferentes pHs (H2SO4 0,1 mol L™ (pH = 1,0), tamp&o NaAc/HAc 0,05
mol L (pH 4,7) e tampdes fosfato 0,1 mol L (pH 2,1 e 7,2).

Pode-se observar que somente existe boa separacao entre os trés potenciais de oxidagédo
dos trés compostos em meio de H,SO4 0,1 mol L. Nos demais meios estudados verifica-se um
deslocamento do potencial de oxidacdo da PIR para potenciais mais proximos ao da oxidacao
da CTF. Desse modo, ficou definido que o melhor meio para a determinacdo simultanea de
CTF, PIR e DIF é H,S04 0,1 mol L. A Figura 30 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos

para solucdes contendo 1 mmol L™ de CTF ou de PIR ou de DIF em meio H2SO4 0,1 mol L.
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Figura 30. Voltamogramas ciclicos obtidos em meio de H.SO4 0,1 mol L sem (—) e com a
presenca de 1 mmol L de CTF (=), 1 mmol L de PIR (—) e 1 mmol L? de DIF (—). ET:
BDD. Velocidade de varredura = 50 mV s,

Como pode ser observado, ha uma boa separagéo entre os picos de oxidacdo da CTF
(+1,2 V), PIR (+1,6 V) e DIF (+1,8 V). Neste meio, o pico de oxidacdo da DIF também é mal
definido devido a proximidade com a regido de oxidacdo da agua. O comportamento
eletroquimico da CTF e DIF ja foi discutido anteriormente neste trabalho. A oxidagédo da PIR
apresenta caracteristicas irreversiveis com um pico bem definido em +1,6VV. O mecanismo de
oxidacao da PIR foi descrito anteriormente [120] e sugere que o composto piridoxal (3-hidroxi-

5-(hidroximetil)-2-metilpiridina-4-carbaldeido) é o Unico produto de oxidacéo (Figura 31).
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Figura 31. Esquema da reacdo de oxidacao eletroquimica da PIR [120].

Estudos em condigdes hidrodindmicas para avaliar o comportamento eletroquimico da
CTF, PIR e DIF no sistema BIA em meio H,SO4 0,1 mol L™ também foram realizados. Neste
estudo, dez pulsos de potenciais (+0,9; +1,0; +1,1; +1,2; +1,3; +1,4; +1,5; +1,6; +1,7 e +1,8 V;
70 ms cada) foram aplicados continuamente ao eletrodo de trabalho de BDD posicionado na
célula BIA. A corrente de cada pulso de potencial foi continuamente monitorada durante trés
inje¢des sequenciais de 50 umol L de DIF, 50 pmol L de PIR e 50 umol L de CTF. A
corrente de pico detectada em cada pulso de potencial foi usada na construcéo do voltamograma

hidrodinamico para oxidacdo dos trés principios ativos. Os resultados obtidos séo apresentados

na Figura 32.
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Figura 32. (A) Amperogramas obtidos para injecdes sucessivas de 50 pmol L de CTF (a),
PIR (b) e DIF (c). (B) Voltamogramas hidrodindmicos obtidos para CTF (m), PIR (e) e DIF
(A). Tempo de aplicacdo de cada pulso de potencial: 70 ms; Eletrolito suporte: H.SO4 0,1 mol
L*; Velocidade de injecdo: 75 pL s*; Volume injetado: 150pL.
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Nas condicdes hidrodindmicas (BIA-MPA), a oxidacdo da CTF no meio de H2SO4 0,1
mol L se inicia em torno de +1,2 V e atinge um valor maximo de corrente proximo de +1,5 V.
As oxidacOes da PIR e DIF se iniciam por volta de +1,5 e 1,7 V, respectivamente. Nestas
condices, a regido de potencial onde a corrente € méxima ndo ficou bem definido para ambas

os compostos (PIR e DIF).

Com base nos resultados apresentados nas Figuras 32A e 32B, os seguintes pulsos de
potenciais foram selecionados para determinacao simultdnea de CTF, PIR e DIF:

+1,25 V/50 ms: oxidagdo de CTF sem a interferéncia da PIR e da DIF;
+1,60 V/50 ms: oxidacdo de CTF e PIR, sem a interferéncia da DIF;
+1,80 V/50 ms: oxidacao de todos os compostos (CTF, PIR e DIF);
+1,0 V/150 ms: limpeza eletroquimica do eletrodo de BDD.

A Figura 33A apresenta 0 esquema de aplicacdo dos pulsos de potenciais e a Figura
33B o0s amperogramas adquiridos em +1,25 V, +1,60 V e +1,80 V para inje¢cdes (n = 3) no
sistema BIA-MPA de solucdes contendo somente DIF, PIR e CTF e uma solucdo contendo a

mistura DIF + PIR + CTF na mesma proporc¢do encontrada no medicamento.

75+ DIF + PIR + CTF
60
N 5] OF PIR CTF
+1.80 V 30 Lo I h I LL +1.80 V/50 ms
50ms ;
24
> +1.60 V < 184
w =12
w 50ms T LLL&W V150 ms
94
+1.25V 6
34
S0ms 0‘ . l. I l l l+1.25VI50ms
+1.0V -'|'|'|'|'|'|'|'|'|
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Tempo - Tempo / min

Figura 33. (A) Escada de potencial aplicado em funcdo do tempo ao eletrodo de BDD

posicionado no sistema BIA-MPA. (B) Amperogramas obtidos para injecOes de solucGes
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contendo: 100 pmol L de DIF; 50 pmol L de PIR; 100 umol L de CTF e solugdo contendo
a mistura de DIF, PIR e CTF nas mesmas concentracdes anteriores. Demais condices:
conforme Fig. 32.

A partir dos amperogramas da Figura 33B, pode ser visto que apenas a CTF € oxidada
em +1,25 V. Além disto, a corrente detectada para CTF é a mesma, na presenca ou auséncia
dos outros principios, indicando que ndo ha interacdo quimica da CTF com PIR ou DIF ou com

0s produtos de oxidagdo gerados.

Em +1,60 V, tanto a CTF como a PIR sdo oxidadas e na injecdo da solucdo contendo
todos os analitos (CTF + PIR + DIF), a corrente de oxidagdo em +1,60 V (19,5 pA) corresponde
a soma das correntes individuais detectadas para solugdes contendo somente CTF (16,3 pA)
ou somente PIR (3,2 pA) em +1,60 V.

Em +1,80 V, os trés compostos sdo oxidados. Na injecdo da solucdo contendo todos
os analitos (CTF + PIR + DIF), a corrente de oxidacdo em +1,80 V (39,1 HA) corresponde a
soma das correntes individuais detectadas para solugdes contendo somente CTF (13,14A) ou
somente PIR (10,6 pA) ou somente DIF (15,4 pA), em +1,80 V.

Adicionalmente, dois fendmenos podem ser observados:

(1) a oxidacdo da CTF ndo apresenta a mesma magnitude de corrente nos trés pulsos de
potenciais (+1,25; 1,60 e +1,80 V);

(2) a oxidacao da PIR nédo apresenta a mesma magnitude de corrente em 1,60 e +1,80

Assim, quando uma solucdo contendo os trés compostos € injetada, o uso de uma
subtracdo simples da corrente detectada em 1,25 V (oxidac¢do da CTF) ndo da acesso a corrente
de oxidacdo relacionada somente com a PIR em 1,60 V. De forma similar, quando uma solucao
contendo os trés compostos é injetada, 0 uso de uma subtracdo simples da corrente detectada
em 1,25 V (oxidagdo da CTF) e em 1,60 V (oxidacdo da PIR) ndo da acesso a corrente de

oxidacdo relacionada somente com a DIF em 1,80 V.
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Nesse caso, este problema novamente foi contornado através do uso de fatores de
correcdo (FCs). O célculo de trés fatores de corregdo (FC1, FC2 e FCs) foi necesséario [23]. Os
dois primeiros FCs (FC1, FC;) foram obtidos mediante a injecdo no sistema BIA-MPA de
solucgéo contendo apenas CTF (equagéo 10 e 11):

FCi =lctr+160v / IcTR+1,25v (10)

FCz = ictre180v / IcTF+1,25v (11)

O terceiro FC (FCs3) foi obtido mediante a injecdo no sistema BIA-MPA de solucdo
contendo apenas PIR (equagéo 12):

FCs = ipir+1,80v/ iPIR +1,60v (12)

Quando uma solucéo contendo uma mistura dos trés compostos € injetada, as correntes

relacionadas com CTF, PIR e DIF séo obtidas da seguinte forma:

lcTF=i+1,25v (13)
Ipr=i+1,60 v — (FC1 X 1 +1,25v) (14)
IpiF=i+180v — (FC3 X lpirem +1,60v) — (FC2 X i +1,25v) (15)
4.2.1.2. Influéncia da concentracdo da CTF e PIR nos FCs

Com a mudanca do meio (eletrdlito) e da escada de pulsos de potenciais utilizada, um
novo estudo da variacdo do FC em funcdo da variacdo na concentracdo foi realizado. Nestes
estudos, parametros com volume (150 pL) e velocidade de injecdo (75 pL s™), assim como
velocidade de agitacdo (1200 rpm) foram mantidas conforme otimizacGes realizadas na
determinacéo simultanea de CTF e DIF (estudo anterior). E importante frisar aqui que o método
proposto é robusto em relacdo a estes parametros. Variagdes na ordem de até £30 % em cada
um destes parametros ndo devem mudar significativamente os resultados a serem obtidos. De
fato, o importante € que estes parametros permanecam constantes durante todo o experimento.

A influéncia da concentracéo foi estudada nos fatores de correcédo FC1 e FC, com a variagdo da
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concentracdo de CTF e no fator de correcdo FCs com a variacdo da concentracdo de PIR. A

Figura 34 apresenta os resultados obtidos.

4.8

3.0

Concentragao de CTF / pmol L’ Concentragdo de PIR / pmol L

Figura 34. (A) Curvas de calibracdo obtidas para injec6es de solu¢Bes contendo concentracoes
crescentes de CTF (10,0 a 100,0 umol L) nos potenciais de + 1,25 V (o), 1,60 V(0) e +1,80
V (A). FC1 = ictr+160v/ icTF+1,25v (®); FC2 = icTr+1,80v / icTF+1,25v (m). (B) Curvas de calibragéo
obtidas para injec6es de solucBes contendo concentracdes crescentes de PIR (5,0 a 50,0 umol
L) nos potenciais + 1,60 V (o), 1,80 V(0). FCs = irir +1.80v/ ipir +1,60v (®). Demais condicdes:

conforme Fig. 32.

Segundo os dados apresentados na Figura 34A, a CTF apresenta um comportamento
linear na faixa de concentracdo entre 10 e 100 umol L1 nos pulsos de potenciais de +1,25 V
(o; R =0,999), +1,60 V (O; R = 0,996) e +1,80 V (A; R = 0,998). Os FCs apresentaram um
valor medio de 3,45 + 0,01 (FC1) e 4,13 + 0,02 (FC>) na faixa de concentragéo entre 20,0 e 60,0
umol L. Os DPR foram calculados em 0,4 e 0,6 % para o FC1 e FC,, respectivamente. Estes
valores sdo relativamente constantes e podem ser considerados satisfatorios. DPR maiores

seriam obtidos se a faixa de concentracao integral fosse usada.

Segundo os dados apresentados na Figura 34B, a PIR apresenta um comportamento
linear na faixa de concentragéo entre 5,0 e 50,0 pmol L, tanto no pulso de potencial de +1,60
V (0; R =0,996) como no pulso de potencial de +1,80 V (A; R =0,996). O FC; é relativamente
constante no intervalo de concentracio entre 10,0 a 30,0 umol L (FC3 = 3,56 + 0,01, DPR =

0,4%). Se a faixa de concentragdo integral for utilizada (5,0 a 50 pmol L), DPRs maiores
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seriam obtidos. Devido a isto, em ambos 0s casos optamos em trabalhar com faixa linear de

concentragdo menor.

Portanto, considerando estes resultados, foram definidas as seguintes faixas
concentragéo para construgdo das curvas de calibragio: 20,0 a 60,0 umol L™ para CTF e DIF e,
de 10,0 a 30,0 umol L para PIR. A faixa de trabalho onde os FCs apresentam valores
relativamente constantes coincide com a proporcdo encontrada entre os principios ativos em
formulacbes farmacéuticas comerciais. Nos medicamentos, a proporcdo entre DIM e PIR é de
aproximadamente 2:1 (propor¢do molar). Da mesma forma que para a analise de CTF e DIF,
deve-se sempre injetar uma solucéo contendo apenas CTF e outra contendo PIR para a obtencéo
do FC durante a construcdo da curva analitica.

4.2.1.3. Estudo de repetibilidade do método

Estudos preliminares também demonstraram que 0 uso de um pulso de potencial para
constante limpeza eletroquimica do eletrodo de BDD também melhorava o desempenho do
método proposto. Nessas condicdes, o teste de repetibilidade foi realizado com a injecdo
sucessiva (n= 20) de solugbes contendo simultaneamente os trés compostos em duas
concentracdes diferentes (teste de efeito de memoria). Os amperogramas obtidos sdo

apresentados na Figura 35.
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Figura 35. Amperogramas obtidos para injecoes sucessivas (n=20) de soluc¢Ges contendo 20 +
20 + 10 umol L (a) ou 60 + 60 + 30 pmol L*(b) de CTF, DIF e PIR, respectivamente. O
amperograma para o pulso de potencial 1,0 V/ 150ms néo foi registrado. Demais condigdes

experimentais ver Fig. 32.

O metodo demonstrou um bom desempenho, uma vez que as correntes de oxidagédo
detectadas nos trés pulsos potenciais (+1,25, +1,60 e +1,80 V) se mantiveram constantes e

baixos desvios padrdes relativos foram alcancados (n= 20):

o CTF:1,3% (a) e 0,5 % (b) (em 1,25 V);
o PIR: 2,0% (a) e 1,1 % (b) (em 1,60V, utilizando FC3);
o DIF: 1,9 % (a) e 1,2 % (b) (em +1,80 V, usando FC; e FCs3).

4.2.1.4. Analise simultanea de CTF, PIR e DIF em formulagbes farmacéuticas.

O método proposto foi avaliado com analise de formulacdes farmacéuticas comerciais
contendo simultaneamente CTF, PIR e DIF. Medicamentos contendo dimenidrinato associado
a piridoxina (Dramin B6 e Dramavit B6) sdo indicados no tratamento de nduseas e enjoos,
principalmente em mulheres grévidas e criangas. As curvas de calibracdo para ambos 0s

compostos foram obtidas levando-se em consideragéo a faixa de concentracdo onde os fatores
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de correcio (FCs) sdo constantes (10 a 30 pmol L™ para PIR e de 20 a 60 pmol L™ para CTF e
DIF) e a proporgéo molar de concentragéo existente entre DIM e PIR (2:1). A Figura 36 mostra
0s amperogramas obtidos em +1,25 V, +1,60 V e +1,80 V para injecOes em triplicata de
solugdes em ordem crescente (c-g) e decrescente (g-c) de concentracdo. Foram injetadas
também duas amostras de formulagbes farmacéuticas comerciais previamente diluidas em
eletrolito suporte (1 e 2), uma solucdo padrdo contendo somente PIR (a) e outra contendo
somente CTF (b). As solucdes padréo contendo somente PIR ou CTF foram usadas para calculo
dos FCs.
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Figura 36. Amperogramas obtidos para inje¢coes de uma solugdo contendo somente CTF (30
umol L) (a), somente PIR (15 pmol L), cinco solugdes (b-g) contendo simultaneamente CTF,
DIF (20 — 60 pmol L) e PIR (10 — 30 umol L) e duas amostras adequadamente diluidas (1 e

2) em eletrolito suporte. Demais condi¢fes experimentais ver Fig. 32.
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Figura 37. Curvas de calibragéo obtidas para CTF, PIR e DIF a partir de dados da Fig. 36.

As solucbes padrdes injetadas em ordem crescente ou decrescente apresentaram
respostas semelhantes, o que confirma que o fenémeno da contaminacéo do eletrodo ou efeito
de memoria esta ausente. O excelente desempenho obtido pode ser atribuido a trés fatores: (1)
possibilidade de uso de pulso de potencial de limpeza, (2) constante agitacdo da solucdo da
solucgéo no interior da célula e, (3) resisténcia a contaminacédo do eletrodo de trabalho utilizado

(BDD). A Tabela 6 retine caracteristicas analiticas do método proposto.

Tabela 6. Caracteristicas analiticas do método proposto.

Caracteristicas CTF PIR DIF

r 0,999 0,999 0,999
Inclinacéo 0,034 + 0,0006 0,045 + 0,001 0,125 + 0,002
Intercepto -0,001 £ 0.02 -0,003 £ 0,02 0,057 + 0,06
LD (umol L) 0,19 0,54 0,18

LQ (umol L) 0,63 1,81 0,60

FA (h1) 60 60 60
Repetibilidade intra-dia (n= 20) 0,9% 1,5% 1,5%
Repetibilidade inter-dias (n=6) 5,7% 4,2% 5,1%

Onde: r: coeficiente de correlagdo; LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificacdo; FA: frequéncia analitica;
Para: Intra-dia: comparacOes obtidas de sinais em injecdes sucessivas e Inter-dias: comparagdes realizadas entre

sinais de dias diferentes, resultados em desvio padrdo relativo (DPR); Intervalo de confianca = 95%;
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Para comparagdo com o método de BIA-MPA, as amostras farmacéuticas também
foram analisadas por HPLC. A Tabela 7 mostra os resultados obtidos na analise destas amostras

com os respectivos desvios padrdes (n = 3).

Tabela 7. Comparacdo dos resultados (média + DP; n = 3) obtidos para a determinacdo de CTF,

PIR e DIF em amostras farmacéuticas usando a método proposto versus HPLC.

Amostras Valor Bula BIA-MPA HPLC
(mg / comp.)
CTF 11,4 10,4 +£0,2 10,7 £0,2
1 PIR 5,0 43+0,1 44+0,1
DIF 13,6 13,1+0,2 12,8 £0,2
CTF 11,4 10,6 £0,1 10,6 £0,2
2 PIR 5,0 43+0,1 43+0,1
DIF 13,6 12,8 +0,2 12,7+0,2

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7, podemos afirmar que os
resultados obtidos com o método proposto (BIA-MPA) e o método de referéncia (HPLC) séo
similares, 0 que comprova a exatiddo do método proposto. A um nivel de confianca de 95%, 0s
valores do teste t calculados foram menores do que o valor critico tedrico (2,78, n = 3), 0 que

indica que estatisticamente ndo houve diferencas significativas entre os resultados encontrados.

4.2.2. Estudos para determinacéo simultanea de CTF, CAF e DIF.
4.2.2.1. Comportamento eletroquimico de CTF. CAF e DIF

No mercado internacional, DIM também é comercializado em alguns medicamentos
na presenca de CAF. Em funcdo disto, estudos também foram realizados com o intuito de
adaptar o método desenvolvido para determinacdo simultdnea de CTF e DIF para a

determinacdo simultanea destes trés compostos (CTF, CAF e DIF).
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Inicialmente, testes usando voltametria ciclica foram realizados utilizando o eletrodo
de BDD em meio de tampdo NaAc/HAc 0,05 mol L pH 4,7, o mesmo utilizado na
determinacdo simultanea de CTF e DIF. A Figura 38 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos
para solugdes contendo 1 mmol L™ de CTF, CAF e DIF.

100 +
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Figura 38. Voltamogramas ciclicos obtidos em meio de NaAc/HAc 0,05 mol L™ sem (—) e
com a presenca de (—) 1 mmol L de CTF, (—)1 mmol L de CAF e (—) 1 mmol L™ de DIF.
ET: BDD. Velocidade de varredura: 50 mV s,

A partir da Figura 38 pode-se concluir que o método desenvolvido pode ser adaptado
para a inclusdo da CAF na determinacdo simultanea juntamente com CTF e DIF. Existe uma
boa separacao (> 200 mV) entre os picos de oxidacdo da CTF (+1,1 V) e CAF (+1,4 V) e com
a regido de potencial onde ocorre o inicio da oxidacao da DIF (acima de +1,6 V). O mecanismo
de oxidacdo eletroquimica da CAF, que também é um derivado da xantina ja foi estudado
anteriormente empregando o eletrodo de BDD como eletrodo de trabalho [17, 81, 94]. Como
descrito nestes trabalhos, 0 mecanismo de oxidacéo eletroquimica da CAF também é similar &
xantina. Inicialmente, a CAF é oxidada a 8-oxi-cafeina envolvendo 2H* e 2e" e, posteriormente,

a 8-oxi-cafeina também é oxidada a um 4,5-diol com estrutura analoga a do acido urico (4,5-
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diidroxi-1,3,7-trimetiltetraidro-1H-purina-2,6,8-triona e 4,5-diidroxi-1,7,9-trimetiltetraidro-
1H-purina-2,6,8-triona) envolvendo novamente 2H" e 2e”. A Figura 39 apresenta 0 mecanismo
de reagéo global da CAF.

o CH o CH O CH
3 OH 3 OH 3
H3C\N N/ ) HSC\N N/ HSC\ /
/{\ | /> + 3H,0 4>'4e J\ >:o «—> )\ %o + 4H"
s
S 'I‘ . © ’I‘ o\ ’f o N b
CH, CH, H 2

Figura 39. Esquema da reacdo global de oxidacéo eletroquimica da CAF [17].

Em seguida, os voltamogramas hidrodindmicos para as trés espécies também foram
obtidos utilizando o sistema BIA-MPA. Este estudo foi similar ao realizado anteriormente para
avaliar o comportamento eletroquimico da CTF, CAF e DIF. Dez pulsos de potenciais, (+0,8;
+0,9; +1,0; +1,1; +1,2; +1,3; +1,4; +1,5; +1,6; +1,7 V; 70 ms cada) foram aplicados
continuamente ao eletrodo de trabalho de BDD posicionado no sistema BIA. A corrente em
cada pulso de potencial foi continuamente monitorada durante trés injecdes de solucgdes
contendo somente 100 umol L de DIF ( A), somente 100 pmol L™ de CAF (®) e somente 100
umol L de CTF (m). A corrente de pico detectada em cada pulso de potencial foi usada na

construcdo do voltamograma hidrodindmico para oxidacao dos trés principios ativos (Fig. 40).
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Figura 40. Voltamogramas hidrodindmicos obtidos para CTF (m), CAF (e) e DIF (A). Tempo
de aplicacdo de cada pulso de potencial: 70 ms; Eletrolito suporte: NaAc/HAc 0,05 mol L?;
Vazdo: 75 pL s*; Volume injetado: 150uL.

Nos voltamogramas hidrodindmicos, pode ser notado um comportamento similar aos
obtidos por voltamograma ciclico. Nas condi¢des hidrodindmicas (BIA-MPA) e em meio de
NaAc/HAc 0,05 mol L, a oxidacdo da CTF se inicia em torno de +1,0 V, da CAF por volta de
+1,4 V e da DIF proximo a +1,6 V.

Com base nestes resultados, os seguintes pulsos de potenciais foram selecionados para
determinacdo simultanea de CTF, CAF e DIF:

o +1,1 V/50 ms: oxidacdo de CTF sem a interferéncia da CAF e DIF;

o +1,4 V/50 ms: oxidacdo de ambos os analitos (CTF e CAF), sem interferéncia da DIF;
o +1,7 V/50 ms: oxidacdo dos trés analitos (CTF, CAF e DIF);

o +0,70 V/150 ms: limpeza eletroquimica do eletrodo de BDD.

A partir desse esquema de aplicacdo dos pulsos de potenciais, 0s seguintes
amperogramas foram obtidos em +1,1V, +1,4 V e +1,7 V para injecdes no sistema BIA-MPA
de solucdes contendo somente CTF, somente CAF, somente DIF e simultaneamente CTF +
CAF + DIF.
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Figura 41. (A) Escada de potencial aplicado em funcdo do tempo ao eletrodo de BDD
posicionado no sistema BIA-MPA. (B) Amperogramas obtidos para injeces de solucGes
contendo: 50 pmol L de CTF; 120 pumol L* de CAF; 50 pmol L de DIF e mistura dos trés
compostos (DIF + CAF + CTF) nas mesmas concentracdes anteriores. Tempo de aplicacéo de

cada pulso de potencial: 50 ms. Demais condi¢Ges experimentais iguais a Fig. 40.

Como pode ser visto na Fig. 41B, apenas a CTF é oxidada em +1,10 V, sendo que
corrente detectada é a mesma na presenca ou auséncia dos outros principios, indicando que ndo
ha interacdo quimica entre CTF e CAF ou DIF ou com os respectivos produtos de oxidacéo.
Em +1,40 V, tanto a CTF como a CAF sdo oxidadas. Na injecdo de uma solucdo contendo os
trés analitos, o sinal de oxidacdo em +1,40 V corresponde a soma das correntes individuais da
CTF e CAF obtidas neste pulso de potencial. No pulso de potencial de +1,70 V, os trés
compostos sdo oxidados. Na injecdo de uma solucdo contendo os trés analitos, o sinal de
oxidacdo em +1,70 V corresponde a soma das correntes individuais da CTF, CAF e da DIF

obtidas neste pulso de potencial.

Os resultados até aqui apresentados sdo similares aos obtidos na determinacao
simultanea de CTF, PIR e DIF. Somente os pulsos de potenciais adotados e o eletrdlito sdo
diferentes. Portanto, a estratégia para determinacdo simultanea dos trés compostos é idéntica

aquela usada na analise anterior.
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Novamente, o célculo de trés fatores de correcdo (FCi, FC> e FC3) foi necessario [23].
Os dois primeiros FCs (FC1, FC») foram obtidos mediante a injecdo no sistema BIA-MPA de

solugéo contendo apenas CTF (equacdo 16 e 17):
FC1 = ictr+140v/ IcTF +1,10v (16)

FCz = ictrer,70v/ icTF+1,10v (17)

O terceiro FC (FCs3) foi obtido mediante a injecdo no sistema BIA-MPA de solucdo

contendo apenas CAF (equacéo 3):
FCs = icar+1,70v/ icaF +1.40v (18)

Quando uma solucdo contendo uma mistura dos trés compostos € injetada, as correntes

relacionadas com CTF, CAF e DIF sdo obtidas da seguinte forma:

lctE=i+110v (19)
lcar = i+140v — (FC1 X i 4+1,10v) (20)
IpiF = i+1,70 v — (FC3 X lcarem +1,40v) — (FC2 X i +1,10v) (21)

Portanto, é possivel detectar seletivamente as correntes de oxidacdo da CTF, CAF e da
DIF quando presentes na mesma solucao a partir dos trés amperogramas (em 1,10, 1,40 e 1,70

V) e das equacdes acima.

4.2.2.2. Influéncia da concentracédo da CTF, CAF nos FCs

Neste estudo, o0 comportamento dos FCs em relacdo a concentracdo da CTF e CAF em
meio de NaAc/HAc 0,05 mol L também foi realizado. O teste foi feito com injecdes no sistema
BIA-MPA de solucbes com concentracdes crescentes de CTF e CAF e aquisicdo de corrente
nos trés pulsos de potenciais otimizados anteriormente (+1,10 V, +1,40 V e +1,70 V). Na Figura
42 sdo apresentados os amperogramas obtidos neste estudo. As solugdes foram injetadas de

forma intercalada, ora de CTF, ora de CAF.
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Figura 42. Amperogramas obtidos para injecfes de seis solucdes contendo concentragdes
crescentes de CTF (a1 a as - 10 a 80 umol L) e de CAF (b1 a bs -10 a 80 pmol L*). Tempo de

aplicacdo de cada pulso de potencial: 50 ms. Demais condi¢des experimentais: Fig. 40.

A partir dos amperogramas acima, os seguintes graficos foram obtidos:
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Figura 43. Curvas de calibracdo para injecGes de concentracdes crescentes de CTF (10 a 60

umol L) monitorados nos potenciais de + 1,10 V (o), +1,40 V(0) e +1,70 V (A) e, respectivos

valores calculados para FCy (e; ictr +140v / icTr+1,10v) € FC2 (m; icTr+1,70v / icTF +1,10v). (B)

Curvas de calibracéo para injecoes de concentragdes crescentes de CAF (10 a 60 umol L) nos
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potenciais + 1,40 V (o), 1,70 V(0O) e respectivo valor calculado para FC3 (e; icar +1,70v / icar

+1,40V).

Como pode ser verificado, a CTF e a CAF apresentam um comportamento linear na
faixa de concentragdo entre 10 e 80 umol L™ em todos os pulsos de potenciais (r > 0,998). Os
FCs séo relativamente constantes em todas as faixas de concentracdo estudadas e apresentam
0s seguintes valores médios: FC1 = 1,63 £ 0,01 (DPR =0,6%); FC>=1,97 + 0,02 (DPR = 1,0%)
e FC3 = 3,45 £ 0,03 (DPR = 0,9%). Posteriormente, as seguintes faixas de concentragcdo foram
definidas para serem usadas nas curvas de calibragdo: 10 a 30 umol L™ para CTF e DIF e de 20
a 60 umol Lpara CAF. Estas faixas de concentracdo foram definidas considerando a proporgéo
molar aproximada encontrada nas amostras farmacéuticas contendo CTF, CAF e DIF, que é de
1: 2,4 :1, respectivamente.

4.2.2.3. Estudo de repetibilidade

O estudo de repetibilidade foi realizado utilizando os parametros hidrodindmicos
otimizados anteriormente no método para determinacdo simultdnea de CTF e DIF por BIA-
MPA (volume injetado: 150 pL; Velocidade de injecdo: 75 pL s*; velocidade de agitagdo: 1200
rpm). Nessas condicdes, o teste de repetibilidade foi realizado com a injecdo de solugdes
contendo a mistura dos trés compostos na menor e na maior concentracdo da faixa de trabalho.

Os amperogramas obtidos sdo apresentados na Figura 44.
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Figura 44. Amperogramas obtidos para injecdes sucessivas de solu¢des contendo 10 + 10 + 20
pumol L (a) ou 30 + 30 + 60 mol L™(b) de CTF, DIF e CAF, respectivamente (n=20). Pulso de
potencial de limpeza: 0,7V/ 150ms (ndo apresentado). Demais condi¢Ges experimentais ver Fig.
40.

O método demonstrou uma boa estabilidade, uma vez que a corrente de oxidagdo em
todos os potenciais (+1,10, +1,40 e +1,70 V) se manteve constante e baixos desvios padrdes

relativos foram alcangados (n= 20):

o CTF: 0,6 % (a) e 0,4 % (b) (em +1,10 V);
o CAF: 0,7 % (a) e 0,8 % (b) (em +1,40V);
. DIF: 0.9 % (a) e 0,9% (b) (em +1,70 V).

4.2.2.4. Analise simultdnea de CTF, CAF e DIF em formulacdes farmacéuticas

comerciais.

O método proposto para a quantificacdo simultanea de CTF, CAF e DIF também foi
avaliado na analise de amostras farmacéuticas. As curvas de calibracdo para ambos o0s

compostos foram obtidas levando-se em consideragéo a faixa de concentracdo onde os fatores
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de correcdo (FCs) sdo constantes (10 a 30 pmol L) para CTF e DIF e de 20 a 60 umol L para
CAF e a proporcdo molar de concentragédo de CTF, CAF e DIF (1: 2,4: 1) em formulacGes
comerciais. A Figura 45 mostra os amperogramas obtidos em +1,10 V, +1,40 V e +1,70 V para
injecbes em triplicata de solugbes em ordem crescente (c-g) e decrescente (g-c) de
concentracdo. Duas amostras de formulagGes farmacéuticas previamente diluidas no eletrélito
suporte (1 e 2) e uma solugéo contendo somente CTF (a) e somente CAF (b) (calculo dos FCs)

também foram injetadas.
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Figura 45. Amperogramas obtidos para injecdes de solucdo contendo somente CTF (15 pumol
L) (a), somente CAF (b) (30 umol LY), cinco solugBes (c-g) contendo simultaneamente CTF
e DIF (10 — 30 pmol L) e CAF (20 — 60 pmol L) e duas amostras adequadamente diluidas (1

e 2). Demais condi¢des experimentais ver Fig. 40.

Novamente, efeito de memoria ou contaminagdo nao foram notados, visto que tanto as
solucBes padrdes injetadas em ordem crescente ou decrescente apresentaram respostas
semelhantes. As demais caracteristicas analiticas do método proposto estdo reunidas na Tabela
8.
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Tabela 8. Caracteristicas analiticas do método proposto.

Caracteristicas CTF CAF DIF

r 0,999 0,997 0,995
Inclinagdo 0,064 £0,001 0,126 £0,004 0,173 + 0,009
Intercepto -0,001 £ 0.023 -0,116 + 0,087 -1,339 + 0,206
LD (umol L) 0,31 0,49 0,76

LQ (umol L?) 1,03 1,63 4,09

FA (injecdes h™) 120 120 120
Repetibilidade intra-dia (n=20) 0,5% 0,8% 0,9%
Repetibilidade inter-dias (n=6) 5,0% 5,7% 6,3%

Onde: r: coeficiente de correlacdo; LD: limite de deteccdo; LQ: limite de quantificacdo; FA: frequéncia analitica;
Para: Intra-dia: comparac@es obtidas de sinais em injecdes sucessivas e Inter-dias: comparacdes realizadas entre

sinais de dias diferentes, resultados em desvio padrdo relativo (DPR); Intervalo de confianca = 95%;

Para testar a exatidao dos resultados obtidos com 0 método de BIA-MPA, as amostras
farmacéuticas também foram analisadas por HPLC. A Tabela 8 mostra os resultados com os

dois métodos (BIA-MPA e HPLC) com os respectivos desvios padrédo (n = 3).

Tabela 9. Comparacéo dos resultados (média = DP; n = 3) obtidos na determinacao simultanea

de CTF, CAF e DIF em amostras farmacéuticas usando o0 método proposto versus HPLC.

Amostras Valor Bula BIA-MPA HPLC
(mg / comp.)
CTF 22,8 23,7+0,1 23,6 +0,2
1 CAF 50,0 53,0+0,2 52,8+0,1
DIF 27,2 27,8+0,2 27,7+0,2
CTF 22,8 22,8+0,1 229+0,2
2 CAF 50,0 49,8 + 0,2 50,1+0,1

DIF 27,2 27,8 0,2 27,5+0,2
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Analisando os resultados apresentados na Tabela 9, podemos afirmar que os resultados
obtidos com os dois métodos sdo similares. A um nivel de confianca de 95%, os valores do
teste t calculados foram menores do que o valor tedrico critico (2,78, n = 3), 0 que demostra
que ndo ha diferengas significativas entre o método proposto (BIA-MPA) e o método de
referéncia (HPLC) e que o método proposto apresenta boa exatiddo. Assim, os resultados
apresentados neste trabalho mostraram que a metodologia BIA-MPA pode ser utilizada com
sucesso na determinacdo simultanea de CTF, CAF e DIF em amostras farmacéuticas.
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5. Conclus0es e Perspectivas

No presente trabalho foi demonstrada a potencialidade da detecgdo por amperometria
de multiplos pulsos acoplada a técnica BIA (BIA-MPA) no desenvolvimento de trés novos
métodos de analise: (a) determinacdo estequiométrica de DIM (CTF + DIF); (b) determinacéo
simultdnea de CTF, PIR e DIF; (c) determinagéo simultanea de CTF, CAF e DIF.

Os métodos propostos sdo simples, rapidos, apresentam baixo custo e necessitam de
etapas simples de preparacdo da amostra (somente dissolucdo e diluicdo). Os métodos
apresentaram sensibilidade, seletividade e estabilidade adequada para quantificagdo simultanea
destes compostos em formulagdes farmacéuticas usando um eletrodo de trabalho (BDD) sem
qualquer modificagdo quimica ou eletroquimica, 0 que torna os métodos mais atraentes para

aplicacdes em analises de rotina.

Além disto, uma estratégia simples e rapida (injecdo de somente uma solugdo padréo e
amostra) para obtencao de informacdes sobre pureza, estequiometria e presenca ou auséncia de
interferentes no sal de DIM (CTF + DIF) também foi proposta. Esta estratégia tem grande

potencial para ser aplicada com inimeras outras espécies analiticas.

Os resultados obtidos com os métodos propostos foram estatisticamente similares aos
obtidos com a técnica de HPLC. Ademais, o sistema BIA-MPA permite analises mais rapidas
(> 60 injecBes h), apresenta menor custo e consome menor quantidade de reagentes ou
solventes. Devido as caracteristicas portateis do sistema BIA, os métodos propostos também

tém potencialidade para serem usados em laborat6rios com infraestrutura limitada.
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