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RESUMO

N&o ha relatos na literatura de métodos eletroanaliticos direcionados a
analise de formulacdes farmacéuticas contendo besilato de amlodipina (AML) e
atenolol (ATN). Neste contexto, esse trabalho teve como objetivo usar o eletrodo de
diamante dopado com boro (BDD) e um sistema de andlise por injecdo em batelada
(BIA) com deteccdo amperométrica para determinacdo sequencial desses

compostos em formulagdes farmacéuticas.

A determinacdo dos dois compostos foi realizada através da aplicacédo
sequencial de dois potenciais em funcdo do tempo usando tampé&o BR pH 2,0 como
eletrdlito suporte. AML foi seletivamente detectada em +1,00 V e ATN em +1,65 V.
Um pulso de potencial adicional (0,0 V/300 ms; amperometria pulsada) foi aplicado
para evitar a contaminagdo/passivacao da superficie do eletrodo de BDD. Nestas
condi¢cbes, ambos os compostos apresentaram faixa linear de resposta entre 5 e 25
umol L™ (r > 0,99), boa repetibilidade (RSD < 3.2 %:; n = 10), limites de deteccéo de
0,074 pmol L?, limites de quantificacdo de 0,25 pmol L™ e frequéncia analitica
superior a 70 injecdes h™. Os resultados obtidos com o método proposto foram
comparados aos obtidos por HPLC, sendo que os resultados obtidos foram
estatisticamente semelhantes (a um nivel de confianga de 95%).

Palavras-chave: Amperometria de multiplos pulsos (MPA), deteccdo amperométrica
pulsada (PAD), analise por injecdo em batelada (BIA), analise sequencial, eletrodo
de diamante dopado com boro (BDD), atenolol, besilato de amlodipina.



ABSTRACT

There are no reports in the literature of electroanalytical methods for analysis
of pharmaceutical formulations containing amlodipine besylate (AML) and atenolol
(ATN). In this context, this study aimed to use the boron-doped diamond (BDD)
electrode and the batch injection analysis (BIA) system for sequential determination

of these compounds in pharmaceutical formulations.

The sequential determination of the two compounds was performed by
applying two potentials as a function of time using BR buffer pH 2.0 as supporting
electrolyte. AML was selectively detected at +1.00 V and ATN at +1.65 V. An
additional potential pulse (0.0 V / 300 ms; pulsed amperometric detection) was
applied to avoid contamination/passivation of the BDD electrode surface. Under
these conditions both compounds showed a linear response range of 5 to 25 pmol L™
(r> 0.99), good repeatability (RSD < 3.2 %; n = 10), limits of detection 0.074 pmol L™,
limits of quantification 0.25 pmol L™ and high analytical frequency (> 70 injections h-
1). The results obtained with the proposed method were compared to those obtained

by HPLC and similar results were obtained (at 95% of confidence level).

Keywords: Multiple pulse amperometry (MPA), pulsed amperometric detection
(PAD), batch injection analysis (BIA), sequential analysis, boron doped diamond

(BDD) electrode, atenolol, amlodipine besylate.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideragdes iniciais

Um dos problemas de saude publica que merece destaque € a hipertensao
arterial, devido a sua abrangéncia, gravidade e custos envolvidos. No tratamento
dessa doenca, € comum que 0s pacientes se submetam ao uso de associacfes

farmacoldgicas que visam maior eficacia no controle da pressao arterial.

Uma combinacdo encontrada no mercado para o tratamento da hipertensao
contém os principios ativos Atenolol (ATN) e Besilato de Amlodipina (ou besilato de
anlodipino) (AML) [1]. Esses compostos compreendem dois agentes anti-
hipertensivos eficazes com mecanismos de agdo complementares, onde o AML
blogueia os canais de calcio relaxando o musculo liso e, sinergicamente, o ATN age
como bloqueador beta-adrenérgico, diminuindo o ritmo e a forca de contracao

cardiaca, nessa situacao [2, 3].

Na literatura atual ndo sdo encontrados trabalhos descrevendo o uso de
métodos eletroanaliticos para a analise de medicamentos contendo a associacao de
ATN e AML. Desta forma, estudos foram realizados para preencher essa lacuna,
posto que os métodos eletroanaliticos apresentam vantagens consideraveis sobre

os demais, como custos de aquisicdo e manutencéo inferiores.

Dentre as diferentes técnicas eletroanaliticas, o sistema de analise por
injecdo em batelada (BIA - "Batch Injection Analysis") com detec¢cdo amperométrica
tem merecido destaque. Este sistema apresenta varias carateristicas que sé&o
desejaveis em uma metodologia analitica, tais como: alta frequéncia analitica, custos
reduzidos (de aquisicio e manutencdo), boa precisdo, exatiddao e relativa
sensibilidade. Adicionalmente, o sistema pode ser usado em laborat6rios com
infraestrutura minima e/ou andalises em campo (sistema com caracteristicas
portateis) [4-7].
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1.2 Hipertenséo arterial

A definicAo dos limites e a classificagdo da pressao arterial foram
determinadas a partir de estudos estatisticos populacionais pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) e pelo consenso da comunidade cientifica especializada.
Segundo as diretrizes da OMS, para a classificacdo da presséo arterial em adultos
maiores de dezoito anos é adotada a classificacdo do Ill Consenso Brasileiro de
Hipertensdo Arterial Sistémica [8]. Assim, a hipertensdo € uma condicdo clinica na

gual a pressdo sanguinea, em repouso, excede constantemente 140/90 mm Hg.

A hipertenséo tem sido um problema de destaque para a saude publica [9],
uma vez que esta relacionada ao aumento nas taxas de morbidade e mortalidade
[10] e atinge grande parte da populacdo mundial — inclusive tendo sido relatado uma

prevaléncia da hipertenséao arterial de 19,2% a 44,4% na populacédo adulta brasileira

[9].

No tratamento, muitos pacientes hipertensos ndo podem atingir o nivel alvo
de pressao arterial com uma Unica droga e assim, associacdes de principios ativos
tém sido indicadas como uma maneira mais eficaz de reduzir a presséo arterial ao
nivel pretendido [2]. Dentre essas, destaca-se a associacdo entre ATN e AML, alvo

desse estudo.

1.3 Espécies quimicas estudadas

1.3.1 Besilato de amlodipina

A AML (Figura 1) ou (RS)-3-etil-5-metil-2-[(2-aminoetoxi)metil]-4-(2-
chlorofenil)-6-metil-1,4-dihidropiridina-3,5-dicarboxilato € utilizada com anti-
hipertensivo por ser um bloqueador dos canais de calcio de terceira geracao [11,
12]. Esse composto age relaxando o musculo liso da parede arterial (vasodilatacao),
reduzindo a resisténcia vascular e, assim, aumenta o fluxo sanguineo, acarretando
na reducao da presséo arterial. No pH fisioldgico, a amlodipina encontra-se ionizada
(pKa 8,6) e possui uma interacdo gradual com os receptores de canal de calcio

resultando em uma resposta gradativa dos efeitos [13, 14].
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Figura 1. Férmula estrutural da AML.

Na literatura sdo relatados diversos métodos eletroanaliticos para a

determinacao de AML em formula¢des farmacéuticas e/ou em fluidos biologicos.

Nos trabalhos de (i) Goyal e Bishnoi [15], (ii) Valezi et al. [16], (iii) Silva et al.
[17], (iv) Mansano et al. [18] e (v) Mansano et. al. [19], a técnica de voltametria de
onda quadrada (SWYV) foi utilizada empregando diferentes eletrodos de trabalho.
Goyal e Bishnoi empregaram o eletrodo de grafite pirolitico modificado com
nanotubos de carbono de parede simples e multiplas para determinacdo de AML em
formulacdes farmacéuticas e em amostras de urina (i). Ja Valezi et al. empregaram o
eletrodo de pasta de nanotubos de carbono de paredes multiplas para determinacao
individual e simultdnea de AML e enalapril em formulagbes farmacéuticas (ii). Silva
et al. empregaram o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) para
determinacdo simultdnea de AML e hidroclorotiazida em amostras de urinas
sintéticas (iii). Mansano et. al. empregaram o eletrodo BDD para determinacdes
simultaneas de AML e valsartan em formulagbes farmacéuticas e em amostras de
urinas sintéticas (iv) e de AML, hidroclorotiazida e valsartan em formulacdes

farmacéuticas (v).



22

Gazy [20], utilizou voltametria de onda quadrada com redissolu¢cdo anddica
empregando carbono vitreo como eletrodo de trabalho para determinar AML em

formulacdes farmacéuticas e em fluidos bioldgicos.

Ja Svorc, et al. [21] utilizaram voltametria de pulso diferencial empregando
BDD para determinar AML em formulagdes farmacéuticas e em amostras de urinas

sintéticas.

Em outro trabalho, de Dogan-Topal, et al. [22], as técnicas de voltametria de
pulso diferencial e de onda quadrada, empregando carbono vitreo como eletrodo de
trabalho, foram utilizadas para determinar simultaneamente AML e atorvastatina

calcica em formulagdes farmacéuticas.

Sobre o processo de oxidacdo de AML sobre o eletrodo de BDD, esta
relatado que é controlado tanto por difusdo quanto por adsorcédo das espécies [17] e
envolve dois elétrons por molécula do analito [18, 21]. A Figura 2 apresenta o
mecanismo de oxidacdo da AML [21]. A molécula de AML é eletroquimicamente
oxidada em um processo que envolve a oxidacdo do anel 1,4-dihidropiridina,

formando o anel aromatico de piridina correspondente.

Figura 2. Mecanismo de oxidagéo eletroquimica de AML.

1.3.2 Atenolol

O ATN (Figura  3) ou (RS)-2-[4-[2-hidroxi-3-(1-metiletilamino)
propoxy]fenilletanamida, é um betabloqueador adrenérgico tradicionalmente utilizado

no tratamento da hipertensdo [23, 24]. O ATN age dificultando os efeitos da
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adrenalina e diminuindo a forgca com a qual o coracdo se contrai, e desta maneira

reduz a pressao arterial [25, 26].

Figura 3. Férmula estrutural do ATN.

Na literatura sdo relatados diversos métodos eletroanaliticos para a
determinacdo de ATN em formulac¢des farmacéuticas e/ou em fluidos biolégicos. Nos
trabalhos de (i) Goyal et al. [27], (i) Arvand et al. [28], (iii) Khoobi et al. [29] e (iv)
Amiri e Nematollahzadeh [30], a técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV)
empregando como eletrodos de trabalho: 6xido de estanho dopado com indio
modificado com nanoparticulas de ouro (i); eletrodo de pasta de carbono modificado
com Zedlita Mordenita (ii); pasta de nanotubos de carbono (iii) e carbono vitreo

modificado com poli-dopamina foi utilizada para determinacéo de:
- ATN em formula¢des farmacéuticas e em amostras de urina (i);
- ATN em formulagdes farmacéuticas (ii).
- ATN e betaxolol (simultanea) em amostras de plasma humano (iii).

- ATN em soluc¢des fisiolégicas (iv).
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No trabalho de Sartori et al. [31], o ATN foi determinado simultaneamente
com propanolol em formulac¢des farmacéuticas por voltametria de onda quadrada em
eletrodo de BDD.

Arvand et. al. [32] propuseram o uso de um eletrodo de ion seletivo para
determinacao potenciométrica de ATN em amostras farmacéuticas.

Em outro trabalho, de Behpour et al. [33], as técnicas de voltametria ciclica
(CV), DPV e cronocoulométricas, empregando pasta de carbono como eletrodo de
trabalho, foram utilizadas para determinar ATN em formulacdes farmacéuticas e em

amostras de urina.

Para o processo de oxidacdo de ATN sobre o eletrodo de BDD, hé relatos
gue o processo predominante € o difusional [31] e que envolve dois elétrons por
molécula do analito [27, 33]. Goyal et al. [27], sugeriram que o processo principal
para o mecanismo de oxidacdo do ATN provavelmente ocorre no grupo alcéolico
secundario, formando a cetona correspondente (Figura 4).

Figura 4. Mecanismo de oxidacédo eletroquimica de ATN.

1.3.3 Associacdo de AML e ATN

Atualmente, AML e ATN sdo encontrados conjugados e em diferentes
dosagens em formulagOes farmacéuticas utilizadas para o tratamento de pacientes

cuja pressdo arterial ndo € controlada adequadamente com o uso de um Unico
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farmaco. Na referida associacdo, tem-se a combinacdo de dois efeitos
farmacoldgicos, onde o bloqueador dos canais de célcio age relaxando o musculo
liso e, sinergicamente, o betabloqueador age como bloqueador beta-adrenérgico,

diminuindo o ritmo e a forca de contracéo cardiaca [2, 3].

Tém sido reportados na literatura alguns métodos analiticos para
quantificacdo simultanea de ATN e AML. Nesses trabalhos a determinagdo dos
compostos foi realizada com HPLC [34-36], HPTLC [37] e espectrofotometria [38-
41]. Como alternativa a essas técnicas, tem-se as técnicas eletroanaliticas, que séo
geralmente mais simples, rapidas e apresentam custo menor, quando comparadas
com HPLC, e geralmente mais sensiveis, comparando a espectrofotometria [42]. No
entanto, a aplicacao de técnicas eletroanaliticas na determinacédo desses compostos
vem sendo direcionada a determinacdes individuais de AML [21, 43], de ATN [27,
32] e em associacbes semelhantes, por exemplo AML e Valsartan [18], AML e
Maleato de Enalapril [16], ATN e Propanolol [31] e ATN e Betaxolol [29].

Nesse sentido, o0s métodos eletroanaliticos empregados para a
determinacdo de AML ou ATN, incluem voltametria de onda quadrada [15, 17-20,
31], voltametria de pulso diferencial [21, 30] e pulso diferencial com redissolucéo
anddica [28]. No entanto, segundo nosso conhecimento, ndo ha nenhum método
eletroanalitico relatado na literatura para a determinacdo de combinac¢des contendo
AML e ATN.

O sistema de andlise por injecdo em batelada (BIA) com deteccao
amperomeétrica, utilizando eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) como
eletrodo de trabalho, tem sido utilizado com sucesso na quantificacdo de diferentes
analitos, principalmente compostos organicos. Nosso grupo de pesquisa tem obtido
sucesso nesse tipo analise [4, 6, 42, 44-50], representando, dessa forma, uma

alternativa para determinagdes simples e rapidas.

1.4 Amperometria

A técnica da amperometria baseia-se na aplicagdo de um degrau de
potencial (Figura 5A) que produz uma resposta de corrente que decai rapidamente
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com o tempo (Figura 5B). Assim, 0 uso de sensores amperométricos tem como
objetivo a medida de uma resposta de corrente a partir da aplicacdo de um potencial
fixo [51, 52].

A | . (B)

m

Potencial
Corrente

m

Tempo Tempo

Figura 5. (A) Degrau de potencial aplicado; (B) resposta de corrente para um
experimento de degrau Unico de potencial [53].

Uma desvantagem de algumas técnicas voltamétricas é a limitacdo imposta
pela soma da componente capacitiva ao processo faradaico, o que, frente as baixas
correntes geradas pelo processo faradaico quando da quantficacdo de
concentragdes pequenas de analitos, torna-se inconvenientemente limitado. Nesse
aspecto, a amperometria apresenta vantagem de destaque, posto que por se tratar
de uma técnica que trabalha em potencial constante, a corrente capacitiva torna-se
constante e muito proxima de zero. A utilizacdo de altas concentracdes relativas do
eletrdlito inerte minimiza as variagdes na regiao da dupla camada elétrica e garante

gue o sinal transiente registrado possa ser atribuido ao processo faradaico [54].

Associando-se a métodos analiticos com alta velocidade, tais como FIA e
BIA, a amperometria se torna muito atraente, posto que as respostas de interesse
(picos de corrente) devem ser proporcionais a concentracdo do analito. Nesse
sentido, tém sido reportados na literatura diversos estudos envolvendo a aplicacéo
deste tipo de detecgéo [55-60].
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Uma das limitacdes da amperometria e de outras técnicas eletroanaliticas €
a possibilidade de adsorcdo de espécies e/ou impurezas na superficie do eletrodo,
implicando falta de repetibilidade em analises sucessivas. Objetivando-se maior
reprodutibilidade nas analises envolvendo a amperometria, vém sendo cada vez
mais utilizados dois modos de deteccdo amperométrica: (i) a detecgdo
amperométrica pulsada (PAD, do inglés "Pulsed Amperometric Detection") e a (i)
amperometria de multiplos pulsos (MPA, do inglés "Multiple Pulse Amperometry").
Nestas técnicas, dentre outras vantagens, ha a possibilidade de aplicacdo de um
pulso de potencial especificadamente para efetuar uma constante limpeza da
superficie do eletrodo de trabalho. Assim, essas técnicas permitem a aplicacdo de
um ou mais pulsos de potenciais adicionais responsaveis pela constante limpeza

e/ou condicionamento da superficie do eletrodo de trabalho empregado [7, 44, 61].

As técnicas PAD e MPA se assemelham na forma de aplicacdo dos pulsos
de potenciais e se distinguem no modo de aquisicdo das correntes geradas. Na
PAD, dois ou mais pulsos de potenciais sdo aplicados ao eletrodo, entretanto a
aqguisicao do sinal de corrente € limitada a um Unico pulso de potencial e nos demais

pulsos ndo h& a possibilidade de monitoramento da corrente [62].

A MPA permite a aplicacdo de até 10 (dez) pulsos de potenciais, dentre
esses pulsos pode-se empregar pulsos de limpeza e, por exemplo, monitorar de
modo simultdneo o sinal eletroquimico da espécie analitica nos demais pulsos de
potencial. Segundo nosso conhecimento, esta técnica € somente disponibilizada em
potenciostatos comercializados pela empresa Metrohm - Eco Chemie (software
GPES 4.9) [62].

Nesse sentido, ha a possibilidade de quantificagcdo seletiva de dois
compostos eletroativos de forma simultanea, onde uma das espécies € detectada
em um primeiro pulso de potencial e em um segundo pulso de potencial ambos os
compostos presentes na amostra podem ser detectados. Para se ter acesso a
corrente relativa ao segundo analito, basta o emprego de um fator de correcao
simples [22, 63-65]. De modo andlogo, para determinacdo de trés analitos, uma das
espécies € detectada em um primeiro pulso de potencial, duas espécies séo

detectadas no segundo pulso de potencial e as trés espécies no terceiro pulso de
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potencial. Neste caso, trés fatores de correcdo sdo normalmente necessarios para
se ter acesso as correntes relativas aos segundo e terceiro analitos [48, 66].

1.5 Anadlise por injecdo em batelada

Analise por injecdo em batelada (BIA, do inglés “batch injection analysis”) é
uma técnica analitica apresentada na literatura por Wang e Taha no inicio da década
de 90 [67]. O sistema BIA pode ser considerado uma boa alternativa aos métodos
baseados em FIA (do inglés “flow injection analysis”) para também aumentar a
frequéncia analitica [68]. A técnica BIA com deteccdo amperométrica consiste em
injetar, com o auxilio de uma micropipeta (normalmente eletrbnica), um pequeno
volume de uma solucdo da amostra diretamente sobre a superficie do eletrodo de
trabalho, estando este imerso em uma grande quantidade de volume do eletrélito

suporte.

A Figura 6 apresenta um exemplo de célula BIA, adaptada para o uso com
eletrodo de BDD. O sistema pode ser operado com ou sem agitacdo da solucao no
interior da célula [69]. A posi¢do do eletrodo de trabalho é oposta a ponteira do
sistema de injegao, configuracdo do tipo “wall-jet”, onde volumes sé&o injetados

diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho.
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Polipropileno

Polipropileno

Placa metalica

Parafusos

Figura 6. Esquema de uma célula BIA com deteccéo eletroquimica, adaptada para o

uso com eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) [69].

Quando o ocorre a passagem da espécie em andlise sobre a superficie do

eletrodo, sao registrados picos (sinais transientes), conforme ilustrado na Figura 7.

mhm T

A B Cc

(] (A) antes da injecdo
(B) transporte

B . (C) fim da injecéo

\ (D) dispersao

|
| \ (E) equilibrio final
~ E

Figura 7. Etapas de operacdo de um sistema BIA e resultado obtido [53].
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Nesta ilustracdo, a operacao do sistema BIA foi dividida em cinco etapas: (i)
antes da injecdo de solucdo contendo a espécie eletroativa (EE) observa-se uma
corrente constante, atribuida a corrente residual (capacitiva) gerada a partir do
eletrdlito inerte, indicando que nao existe reacdo de transferéncia eletrdnica na
interface eletrodo/solucdo (Figura 7A); (i) quando a solugdo contendo a EE (padréo
ou amostra) é injetada, ha um rapido aumento da corrente, devido ao processo
faradaico relacionado ao analito de interesse transportado até a superficie do
eletrodo de trabalho por conveccdo (Figura 7B); (iii) continuando a injecdo da EE a
corrente atinge um valor maximo permanecendo constante até o final da injecéo
(Figura 7C); (iv) ap6s o término da injecdo da EE, hd uma queda do sinal analitico
referente a mudanca do transporte (convectivo para difusional) (Figura 17D), e (v) o
sistema retorna ao equilibrio (corrente residual) existente antes da injecdo (Figura
7E). A agitagdo mecanica da solucdo presente no interior da célula pode auxiliar na
reducdo do tempo em que esse sistema retorna ao equilibrio inicial (difusdo +

conveccao) [44].

Ao compararmos o sistema BIA com o FIA, percebe-se que o procedimento
BIA possui diversas caracteristicas similares as apresentadas por FIA, como:
rapidez, simplicidade, boa repetibilidade e sensibilidade e possibilidade de trabalhar
com baixos volumes de amostras e reagentes. Em ambos os sistemas, o fen6meno
da passivacdo ou contaminacdo da superficie do eletrodo de trabalho € menor em
relacdo aos sistemas estacionarios devido ao menor tempo de contato entre o
analito e o eletrodo de trabalho durante as analises [70]. Apesar disso, 0s sistemas
BIA tém sido pouco explorados, frente ao que se tem relatado sobre o uso de
sistemas FIA [53].

O sistema BIA apresenta como limitagcbes ou restricbes quanto a
procedimentos de derivatizagbes, pré-tratamentos ou diluicdes online de amostras,
devido a proximidade existente entre a ponteira da micropipeta e o eletrodo de

trabalho. Além disto, as possibilidades de automacgéo sdo mais limitadas [66, 67].

Como vantagens dos sistemas BIA em relacdo a FIA, podemos citar: (i)
menor lixiviagdo do material usado em eletrodos modificados (ndo ha solucdes
carregadoras em fluxo continuo) [53]; (i) melhor sensibilidade (menor efeito de

dispersédo ou diluicdo da amostra) [71, 72]; (iii) possibilidade de injecdo da amostra
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sem prévia diluicdo no eletrolito suporte, pois a forga idnica se mantem praticamente
inalterada (um pequeno volume de amostra é injetado em um volume muito grande
de eletrdlito) [73]; (iv) menor geracao de residuos; (v) ndo ha necessidade do uso de
valvulas, bombas e tubos de conexao; (vi) reducdo de problemas relacionados a
vazamentos e presenca de bolhas de ar [71]. Além disto, as caracteristicas
dimensionais da aparelhagem e a disponibilidade de todos componentes do sistema
alimentados por baterias (pipeta eletrénica, potenciostato e computador portatil),
bem como simplicidade de manuseio, permitem o desenvolvimento de métodos
analiticos portateis [73], que podem ser utilizados em andlises em campo ou em

laboratorios com infraestrutura minima [5].

As potencialidades, conceitos e principios do sistema BIA tém sido
explorados e ilustrados com diferentes técnicas de deteccdo (calorimetria,
fluorescéncia, amperometria, potenciometria e voltametria [50, 71, 74-78]. Alguns
parametros que influenciam a resposta do sistema foram discutidos e descritos na
literatura [46, 79, 80].

Um dos problemas recorrentes do sistema BIA empregando eletrodos
sélidos e deteccao eletroquimica € o de contaminacao/adsor¢do de componentes na
superficie do eletrodo de trabalho. Esse problema pode ser contornado, em sistemas
hidrodinamicos, pela aplicacdo repetitiva e alternada de pulsos de potenciais de
limpeza (deteccdo amperométrica pulsada) [63, 81-83]. Entretanto, a amperometria
pulsada tem sido pouco utilizada como modo de deteccao em sistemas BIA [49, 84],
talvez devido a maioria dos estudos empregando BIA com deteccdo amperométrica
terem sido realizados com a solu¢do no interior da célula no estado estacionario,

sendo que a limpeza eletroquimica € mais eficaz com o meio (solugdo) em agitacao.

Recentemente, sistemas BIA com detecgcdo por amperometria de multiplos
pulsos vém sendo explorados com sucesso para executar determinacdes
simultaneas usando somente um eletrodo de trabalho [46]. Para tanto, escolhe-se
uma combinagéo de pulsos de potenciais, de modo que em um dos pulsos apenas
um analito seja detectado e nos outros pulsos os demais. Utiliza-se entdo, em
analises envolvendo duas substancias, um fator de correcdo simples para se obter a
corrente relativa ao segundo analito [42, 44, 45]. De modo analogo, para

determinacdo de trés analitos, utiliza-se trés fatores de correcédo [48]. A técnica
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permite ainda a aplicacdo de um terceiro ou quarto pulso de potencial para evitar a
contaminagcdo ou promover a constante limpeza eletroquimica do eletrodo de

trabalho empregado.

1.6 Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

Diamante dopado com boro (BDD, do inglés “boron doped diamond”) é um
material a base de carbono que vem sendo usado com sucesso no desenvolvimento

de métodos eletroanaliticos [85-88].

Um dos métodos mais empregados para obtencdo do BDD é a deposicao
quimica em fase de vapor (CVD, do inglés “chemical vapor deposition”) [89]. Nesse
método, um filme de diamante é obtido a partir de uma fonte de gas rico em carbono
(metano diluido em hidrogénio, por exemplo) produzindo-se uma fina camada do
filme de diamante disposta sobre um substrato condutor (o silicio, por exemplo) [90-
92]. Ocorre que o diamante é um material isolante, com resistividade da ordem de
1016 Q cm, mas que, se apropriadamente dopado, adquire boa condutividade e o

gue potencializa seu emprego como eletrodo [90-93].

Assim, diferentes dopantes podem ser usados, merecendo destaque o boro,
por ser o mais utilizado. Para introduzir boro no filme de diamante durante o
crescimento, um reagente contendo boro é adicionado a mistura dos gases de
deposicdo [94]. Para este propoésito, um composto volatil de boro € utilizado, por
exemplo, trimetil-borato, que é adicionado a fase gasosa numa quantidade de 10-
10000 ppm. As propriedades do filme de BDD assim obtido dependem da
concentragdo de boro no filme, variando desde as de material dielétrico as de
semicondutor, semicondutor degenerado e, finalmente, semimetal, a medida que

essa concentracdo aumenta [91, 92].

Portanto, a obtencéo do BDD é realizada por CVD e durante a deposi¢édo do
filme de diamante sobre o substrato condutor utiliza-se um composto volatil de boro
numa proporcdo pré-definida. O eletrodo obtido possui propriedades Unicas e
geralmente superiores a outras formas de carbono (carbono vitreo, grafite pirolitico e

pasta de carbono, por exemplo), que incluem [95]:
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a) Pequena e estavel corrente de fundo ao longo de um amplo intervalo de
potencial;

b) Ampla faixa de potencial de trabalho em meio aquoso;

c) Cinética relativamente rapida de transferéncia de elétrons para varios

sistemas redox sem pré-tratamento convencional (polimento mecéanico);
d) Baixa adsor¢cao molecular;

e) Estabilidade dimensional e resisténcia a corrosao;

f) Transparéncia oOptica.

Neste trabalho foram aproveitadas as vantagens apresentadas pelo eletrodo
de BDD associado ao sistema BIA com deteccdo amperométrica para o0
desenvolvimento de metodologias analiticas sensiveis, rapidas e de baixo custo para
a quantificacdo dos anti-hipertensivos AML e ATN em formulacdes farmacéuticas.
Adicionalmente, os métodos desenvolvidos poderdo ser empregados no controle de
qualidade de formula¢des farmacéuticas bem como no controle de qualidade dos
farmacos (pureza) antes da etapa de producdo das formulacdes farmacéuticas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi propor um método simples, rapido e de
baixo custo para a determinacdo simultanea de ATN e AML em formulacdes
farmacéuticas empregando BIA-MPA e BDD como eletrodo de trabalho.

Especificamente, os objetivos do trabalho foram os seguintes:

v' Estudar o comportamento eletroquimico de AML e ATN: conhecer os
mecanismos de oxidagdo de AML e ATN; definir a melhor ativag&o/limpeza
do eletrodo de BDD; efetuar o estudo do eletrdlito e pH;

v Otimizar os parametros envolvidos no funcionamento do sistema BIA-
MPA: pulso de potencial de limpeza do eletrodo de BDD; agitacdo da

solucdo no interior da célula; volume e vazao de injecao;

v' Definir diversos parametros de confiabilidade analitica (figuras de mérito):
sensibilidade, repetibilidade, faixa linear de trabalho e limites de deteccéo e

quantificagéo.

v’ Efetuar a quantificacdo dos compostos de interesse (AML e ATN) em
farmacos comerciais empregando o sistema proposto (BIA-MPA) e comparar

o0s resultados obtidos aos obtidos por HPLC.
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3. EXPERIMENTAL
3.1. Instrumentacao

3.1.1 Deteccdo eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas com um
potenciostato/galvanostato p-Autolab Type Il (Metrohm Autolab,Utrecht, The
Netherlands) conectado a um micro-computador e controlado pelo Software GPES
versao 4.9.007.

3.1.2 Eletrodos utilizados
A combinacéao de eletrodos utilizada foi:

- Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo de trabalho
(Figura 8);

- Eletrodo de Ag/AgCI/KClsa. como eletrodo de referéncia,
- Eletrodo de platina como eletrodo auxiliar (fio de platina).

As pecas de BDD foram adquiridas da empresa Adamant Technologies AS
(La Chaux-de-Fonds, Suica). Recentemente, esta empresa foi descontinuada e o
material com as mesmas especificacbes pode ser adquirido da empresa NeoCoat -
innovative CVD Diamond Solutions (NeoCoat SA - Eplatures-Grise 17, CH-2300 La
Chaux-de-Fonds, Switzerland). Segundo especificagcdes do fabricante, o filme de
BDD de 1,2 um de espessura (com dopagem de 7000 a 8000 ppm) vem depositado
sobre uma placa condutora de silicio de 1 cm de espessura (7 x 7 mm). Para
limpeza/ativagédo da superficie de BDD, dois procedimentos foram utilizados [46]: (i)
ativacdo catodica: aplicacdo de uma corrente de -0,01 A por 1000 s em meio de
H,S0. 0,5 mol L™ [96]; (ii) ativacdo anddica: aplicacdo de corrente de +0,01 A por
1000 s em meio de tamp&o BR pH 2,0 0,12 mol L™ [97].



36

(A) (B)

T HIT[IT] HIEEH| T
2 3

(1N

Figura 8. Placa de silicio (7 x 7 mm) coberta com filme de BDD usada como

L
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eletrodo de trabalho. Face sem (A) e com o filme de BDD (B).

O eletrodo de referéncia (Ag/AgCI/KClsy) foi preparado pela eletrodeposicao
de AgCl sobre um fio de Ag. A eletrodeposicédo de AgCI foi feita através da aplicacéo
de +0,3 V (vs Ag/AgCI/KClsy) durante 1 hora sobre um fio de Ag imerso em uma

solucéo aquosa de HCI 0,1mol L™, tal como descrito na literatura [98].

3.1.3 Células Eletroquimicas

3.1.3.1 Célula para medidas estacionarias

Nas medidas voltamétricas estacionarias foi utilizada uma célula de teflon de
volume aproximado de 10 mL (Figura 9). O eletrodo de BDD foi posicionado no
fundo da célula com o auxilio de um anel de borracha e de uma placa de circuito
impresso de cobre (contato elétrico). A superficie de silicio com o filme de BDD foi
posicionada sobre a placa de circuito impresso, a qual foi parafusada no fundo da
célula. Desta forma, a placa de silicio com o filme de BDD foi pressionada contra o
anel de borracha posicionado no fundo da célula. O anel de borracha tém duas
funcBes: impedir o vazamento e delimitar a area do eletrodo de BDD (definida pelo

diametro interno do anel).
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Figura 9. Célula de teflon utilizada nos experimentos estacionarios com eletrodo de
BDD.

3.1.3.2 Célula para medidas hirodindmicas (sistema BIA)

A célula eletroquimica do tipo BIA (Figura 10) utilizada neste trabalho foi
construida a partir de um tubo de vidro oco com volume aproximado de 180 mL (6,4
cm de diametro e 5,6 cm de comprimento). Uma base e uma tampa para o tubo de

vidro foram construidas a partir de um bastéo de polipropileno [69].
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Figura 10. Célula BIA montada: (1) micropipeta eletrénica, (2) agitador mecéanico,
(3) eletrodo de referéncia (Ag/AgCI/KClsa), (4) eletrodo auxiliar (Pt), (5) placa de

cobre em contato ao eletrodo de trabalho (BDD).

O eletrodo de BDD foi posicionado na parte inferior da célula com o auxilio
de um anel de borracha e pressionado por uma placa de circuito impresso de cobre
(contato elétrico). Esta placa era fixada no fundo do tubo de polipropileno por outra
placa metalica disposta perpendicularmente e encaixada por porcas borboletas a
pinos metalicos rosqueados presentes no fundo do tubo (Figura 10). A disposicdo da
superficie de silicio com o filme de BDD e as fun¢fes do anel de borracha ja foram
descritas na célula para medidas estacionérias. A area (til do eletrodo de BDD foi de

22,9 mm? (definida pelo diametro interno do anel: 5 mm).

A parte inferior da célula BIA era encaixada simetricamente numa base de
polipropileno, devidamente projetado para acomodar as placas metdlicas dispostas
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perpendicularmente (Figuras 10 e 11), dispensando o uso de garras metalicas para

estabilizar a célula sobre a bancada.

Na parte superior (tampa) (Figura 11) havia cinco orificios onde foram
posicionados um agitador mecanico, os eletrodos de referéncia e auxiliar e, no
centro dessa tampa, a micropipeta eletrdbnica de modo que a ponteira era
firmemente acoplada de maneira simétrica e frontal a superficie do eletrodo de
trabalho e em uma distancia fixa, no decorrer das injecdes, de aproximadamente 2

mm dessa superficie (configuracdo wall-jet) [5, 69].

@
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Figura 11. (A) Vista explodida da célula BIA: (1) micropipeta eletronica; (2) ponteira
de 1,00 mL; (3) agitador mecéanico; (4) eletrodo de referéncia (Ag/AgCI/KClsa); (5)
eletrodo auxiliar (Pt); (6) tampa da célula BIA; (7) corpo da célula BIA; (8) anel de
borracha; (9) eletrodo de trabalho (BDD); (10) placa com circuito de cobre impresso;
(11) parafusos; (12) placa metalica; (13) porcas borboletas; (14) base da célula BIA.
(B) Sistema BIA acoplado ao potenciostato/galvanostato conectado a um

computador (notebook).
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A micropipeta eletronica utilizada no sistema BIA foi a Eppendorf® Multipette
stream (Figura 12) que, usando um combitip® (ponteira) de 1 mL, permite a
manipulacdo eletrénica de diversos volumes (10 a 1000 yL) e vazdes de injecao (28
a 350 pL s™). Como se trata de um processo de injecdo motorizado, operadores com

pouca ou nenhuma experiéncia podem realizar as injecdes ao sistema de forma
reprodutivel.
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Figura 12. Micropipeta eletronica utilizada para inje¢des no sistema BIA.

O sistema de agitacao (Figura 13) € 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 [49] e a velocidade de
agitacdo e controlada com uma fonte universal de tensdo variavel (3 a 12 V - 700 a

4000 rpm). Quanto maior a voltagem selecionada, maior € a rotacdo do motor.
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Figura 13. Sistema de agitacdo adaptado para célula BIA.

3.1.4 HPLC

Nas analises envolvendo cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com
detector espectrofotométrico, um sistema composto com 0s seguintes componentes
foi utilizado: bomba LC-10AD (Shimadzu, Japan), forno CTO-10A (Shimadzu,
Japao), detector espectrofotométrico SPD-10A (Shimadzu, Japan) e coluna Cig
(Phenomenex 110A° Gemini-C;g, 250 mm x 4,6 mm, 5 uym). A fase movel utilizada
era composta por uma mistura de tampdo acetato de aménio (0,02 mol L™)
acetonitrila e metanol na proporcéo de 35:30:35 (grau HPLC). O volume de injecao,
vaz&o, temperatura e comprimento de onda foram os seguintes: 20 uL, 1,5 mL min™,

40 °C e 237 nm, respectivamente [36].
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3.2. Reagentes, solucdes e preparo de amostras

Todas as solu¢gBes aquosas foram preparadas com agua deionizada de alta
pureza (resistividade nao inferior a 18 MQ cm) obtida de um sistema de purificacéo
de agua Millipore Direct-Q3 (Millipore, Bedford, MA, USA). Todos o0s reagentes
utilizados nos experimentos foram de pureza analitica (PA). Atenolol (ATN), besilato
de amlodipina (AML) e &cido bérico foram obtidos da Sigma—Aldrich (Milwaukee, WI,
USA). Etanol, metanol, acido acético, acido sulfurico e acido fosfoérico foram obtidos
da Synth (Diadema — Brasil). Tampao Britton-Robinson [99] foi utilizado como
eletrdlito suporte nos experimentos em BIA e as amostras e solu¢gBes-estoque dos
padrdes foram preparadas diariamente.

Para o estudo inicial do comportamento eletroquimico e definicdo do
eletrdlito suporte, as solucdes estoque de AML e ATN foram preparadas em etanol
obtendo concentracdo de 10 mmol L™. Posteriormente, estas solu¢cdes padrdes
foram diluidas em tampdo BR 0,12 mol L™ com 10% de etanol, preparado pela
mistura dos &cidos bdrico, acético e fosférico (todos com concentracdo de 0,04 mol
L) e etanol. O pH de cada solugcdo tamp&o BR foi ajustado com NaOH 1,0 mol L™
de modo a obtermos solu¢des tampado BR em diversos valores de pH, no caso: 2,0;
3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0, 8,0; 9,0; 10,0; 11,0 € 12,0.

As amostras do medicamento contendo AML e ATN foram obtidas em
drogarias na cidade de Uberlandia-MG. No procedimento de preparo de amostras, a
massa do contetudo de sete cdpsulas foi macerado até completa homogeneizagéo
utilizando-se um almofariz e pistilo de porcelana. Em seguida, uma massa adequada
de cada amostra foi diluida diretamente no eletrélito suporte para obtencdo de

solugdes com concentracdes que constem na faixa linear do método.

Devido a grande diferenca de concentragdo (em massa) existente entre AML
e ATN nas formulacdes farmacéuticas comerciais (5 ou 10 vezes mais ATN do que
AML), cada amostra foi preparada de duas formas diferentes: (i) mais diluida para
determinacdo de ATN e (i) mais concentrada para determinacdo de AML. As
diferentes diluicdes foram denominadas conforme Tabela 1:
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Tabela 1. Caracteristicas e denominacdo dos farmacos contendo associacdo de
AML e ATN.

Amostra Composicado em Proporcao molar Analito de Denominacgao
massa (AML:ATN) interesse
(AML:ATN)
S1 5:25 (1:5) 1:7,6 AML S:1Cy
S, 5:25 (1:5) 1:7,6 ATN S:Cy
S, 5:50 (1:10) 1:15,33 AML S,Cy
S 5:50 (1:10) 1:15,33 ATN S,C,

As amostras S;C; e S,C; foram preparadas de modo a possuirem
concentracdes aproximadas de 15 pmol L™* de AML, tomando como referéncia as
concentracdes informadas na bula do medicamento. As amostras S;C, e S,C, foram
preparadas de modo analogo para possuirem uma concentracdo de
aproximadamente 15 pmol L™ de ATN.

Assim, por exemplo, na andlise da amostra em que a composicdo molar
rotulada era de 1:7,6 (AML:ATN), procedeu-se duas diluicbes: uma de modo a
possuir aproximadamente 15 umol L™ de AML injetada durante o amperograma
obtido com a aplicacéo do pulso de +1,0 V; e outra contendo aproximadamente 15
pumol L™* de ATN injetada durante o amperograma com aplicacdo do pulso de
+1,65V.

3.3. Técnicas eletroquimicas

3.3.1 Voltametria ciclica

Os voltamogramas ciclicos para AML ou ATN foram obtidos para
concentraces de 1,0 mmoL L™ entre +0,2 mV e +1,8 V utilizando o eletrodo BDD e

velocidade de varredura de 50 mV s™ e incremento de potencial de 5 mV.
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3.3.2 Amperometria hidrodinamica

Amperogramas hidrodinamicos para AML e ATN foram obtidos para uma
mistura na proporcdo molar de 1:7, respectivamente, simulando a propor¢cdo molar
aproximada de uma das formulacfes farmacéuticas comerciais. Nesse estudo, treze
pulsos de potencias foram aplicados isoladamente, empregando BIA com deteccao
por amperometria de potencial constante. A corrente obtida em cada potencial foi
registrada como sendo a média de trés injecfes das solucdes (na proporcdo molar
de 1:7). Cada corrente média foi plotada em funcdo do potencial aplicado e

apresentado como um voltamograma hidrodindmico de oxidagao para AML e ATN.

3.3.3 Procedimento seguido na anélise sequencial

As curvas de calibracdo foram obtidas isoladamente (de forma sequencial)

por amperometria pulsada nos seguintes pulsos de potenciais:

1°) Curva de calibracdo para AML: aplicacdo do pulso de +1,0 V / 50 ms para
oxidacdo de AML associado a 0,0 V / 300 ms para limpeza eletroquimica do
eletrodo. Foram adicionadas a célula BIA, em injecdes sucessivas, as solu¢des dos
padrées de AML em concentracdes de 5 a 25 pmol L™, bem como duas amostras
das formulacfes farmacéuticas apropriadamente diluidas. A partir do amperograma
obtido, foi possivel construir a curva de calibragdo (corrente (i) em funcdo da

concentragéo de AML).

2°) Curva de calibracdo para ATN: aplicacdo do pulso de +1,65 V / 70 ms para
oxidacdo de ATN associado a 0,0 V / 300 ms para limpeza eletrogquimica do
eletrodo. Foram adicionadas a célula BIA, em inje¢Bes sucessivas, as solu¢gbes dos
padrées de ATN de forma analoga a descrita para AML, sendo possivel construir a
curva de calibracédo da corrente (i) em funcdo da concentracdo de ATN.
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3.4. Parametros de confiabilidade analitica avaliados

Os parametros de confiabilidade analitica utilizados no trabalho sé&o
descritos a seguir [100-103].

3.4.1 Limite de deteccdo

O limite de deteccéo (LOD) é a menor concentracdo da espécie analitica que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condicdes
experimentais estabelecidas. Para os métodos que empregam uma curva de

calibracdo analitica, o limite de deteccdo pode ser expresso como:

3 x DPb

Na qual,
DPb = desvio padrao absoluto do branco;

a = coeficiente angular da curva analitica (ou sensibilidade).

3.4.2 Limite de quantificacao

O Limite de quantificacdo (LOQ) € a menor concentracdo da espécie
analitica que pode ser determinada com um nivel aceitavel de precisao (proximidade
entre o0s resultados experimentais) e exatiddo (proximidade dos resultados
experimentais em relacdo ao valor verdadeiro)[100]. O LOQ pode ser calculado

como:

10 x DPb
L0Q= ———  Eq.(2)
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3.4.3 Repetibilidade

E o grau de precisdo para medidas efetuadas em curto espaco de tempo sob
mesmo procedimento de medi¢do; observador; instrumento usado; condicfes de

medida e local.

A repetibilidade do método é verificada contemplando uma faixa de
concentracdo dentro do intervalo linear do método e pode ser expressa como 0
desvio padrao ou desvio padréo relativo (RSD) de uma série de medidas. O RSD é

calculado da seguinte forma:

DPx
RSD (%) = = X 100 Eq.(3)

onde:
DPx = Desvio padrao absoluto da concentracdo encontrada;

X = valor médio encontrado.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Comportamento eletroquimico de AML e ATN

4.1.1 Definicdo do eletrdlito suporte

Nos estudos envolvendo a molécula de AML tem sido comum o uso de
metanol [21, 22, 38] na preparacdo de solucbes estoques, devido a baixa
solubilidade do composto em agua. Essa escolha pode estar negligenciando o fator
toxicidade e, alternativamente, o etanol pode ser utilizado [18] com a vantagem de
ser um solvente de risco toxico inferior quando comparado ao metanol [65]. A FDA
(Food and and Drug Administration), classifica o etanol como solvente da classe 3,
menos toxico e de baixo risco para a saide humana em comparacdo com o metanol,

classificado como classe 2 [104].

Assim, no estudo do comportamento eletroquimico de cada composto, foi
utilizado o etanol como solvente organico no preparo das solucdes estoques, uma
vez que o ATN também é soluvel nesse meio. Inicialmente foram realizados estudos
empregando voltametria ciclica para investigar o comportamento de AML e ATN em
funcdo do pH do meio utilizando-se tampdo BR contendo 10% de etanol. Os

resultados obtidos séo apresentados nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14. Voltamogramas ciclicos obtidos para solu¢des contendo 1 mmol L™' de
AML em meio de tamp&o BR 0,1 mol L™* a 10% de etanol, pH de 2,0 a 7,0 (A) e de
7,0 a 11,0 (B). Velocidade de varredura 50 mV s™". Incremento de potencial: 5 mV.
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Figura 15. Voltamogramas ciclicos obtidos para solu¢des contendo 1 mmol L™ de
ATN em meio de tamp&o BR 0,1 mol L™ a 10% de etanol, pH de 2,0 a 7,0 (A) e de

7,0 a 12,0 (B). Velocidade de varredura 50 mV s™". Incremento de potencial: 5 mV.

As respostas voltamétricas demostraram a presenca de processos de

oxidacdo na regido de potencial entre +0,8 V e +1,2 V para AML e entre +1,2V e

+1,7V para ATN. Nao foram observados picos de reducé&o na varredura reversa, 0

gue indica a irreversibilidade dos processos de oxidacdo. A partir dos dados obtidos

nesse estudo, foi possivel avaliar o efeito do pH sobre o potencial de pico de

oxidacao de AML e ATN (Figura 16).
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Figura 16. Estudo do efeito do pH nos valores de potenciais de oxidacao estimados
para AML (¢) e ATN (m) por voltametria ciclica. Concentracdo 1 mmol L™

Velocidade de varredura 50 mV s™". Incremento de potencial 5 mV.

Percebe-se que em solucbes com pHs entre 2,0 e 8,0, 0s potenciais de
oxidacdo de AML e ATN praticamente nao variam. A partir do pH 8,0, observa-se um
decréscimo do potencial de oxidacao, provavelmente pelo fato da desprotonacéo
das espécies em solucao nesta regido de pH (os pKas de AML e ATN s&o 9,5 e 9,6,
respectivamente) [105]. Provavelmente, neste meio ocorre um aumento da
densidade eletronica, o que facilita a oxidagdo dos compostos, diminuindo seus
respectivos potenciais de oxidagdo. Coerentemente, a literatura [21] propde que na
oxidacdo de AML ocorre a oxidacdo do anel de 1,4-dihidropiridina, formando o anel
aromatico de piridina correspondente (Figuras 2 e 17A). A oxidacdo do ATN ocorre
no grupo alcéolico secundario, formando a cetona correspondente (Figuras 4 e 17B)
[27]. Em ambas as propostas, percebe-se que os grupos envolvidos possuem pares

de elétrons livres que podem favorecer a oxidacao.
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Figura 17. (A) Mecanismos (simplificados) de oxidac&o eletroquimica para AML (A)
e ATN (B).

Durante os estudos realizados para verificar o efeito do pH do meio no
potencial de oxidacdo de AML e ATN percebeu-se que em solucdo tampéao BR pH
2,0, ambos os compostos em estudo apresentam boa solubilidade, podendo
dispensar o uso de solventes organicos na composicdo do eletrdlito de suporte.
Foram observadas boas respostas para esse eletrélito nos experimentos de
voltametria ciclica, nos quais o0s potenciais de oxidacdo estavam devidamente

separados (Figura 18). Este eletrdlito foi usado nos estudos posteriores.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos obtidos para solucdes contendo 1 mmol L™' de
AML (-) ou 1 mmol L™ de ATN (=) em meio de tampado BR 0,1 mol L™ (pH = 2,0).
Velocidade de varredura 50 mV s™". Incremento de potencial: 5 mV.

4.1.2 Teste de ativacao/limpeza do eletrodo de BDD

A ativacéo da superficie do eletrodo de BDD define a polaridade superficial
do mesmo. A ativacdo anddica aumenta a quantidade de terminacdes contendo
oxigénio e a ativagdo catodica favorece terminagdes contendo hidrogénio, alterando
o comportamento eletroquimico do BDD [91, 92]. Dessa forma, a influéncia do tipo

de ativacdo da superficie de eletrodo de BDD foi avaliada.

O efeito da ativacao/limpeza do eletrodo de BDD sobre a corrente de
oxidacdo dos analitos foi estudada usando o sistema BIA com deteccdo por
amperometria de multiplos pulsos (Figura 19). Neste estudo, as seguintes solucdes
foram injetadas: (i) 7 pmol L™ de AML, (ii) 50 umol L™ de ATN e, (iii) 7 + 50 pmol L™
de AML e ATN, respectivamente. Essas concentracdes foram escolhidas de modo a
possuir uma propor¢cao molar de AML:ATN de 1:7, simulando a propor¢cao molar de

uma das formulacfes farmacéuticas comerciais.
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Figura 19. Amperogramas de multiplos pulsos obtidos em triplicata para injeces
de solugdes de AML 7 umol L™, ATN 50 pmol L™ ou AML 7 umol L™ + ATN 50 pmol

L-l

(mistura) empregando eletrodo de BDD ativado catodicamente (A) e

anodicamente (B). Condicées: tamp&o BR pH 2,00 (0,1 mol L™"); agitacdo: 1225rpm;

volume injetado: 100 pL; vaz&o de injecéo: 113 pL s™.

Na Tabela 2 é apresentada uma comparacdo das correntes de oxidagao

detectadas para ambos os analitos em funcdo do tipo de ativac&o/limpeza do

eletrodo de BDD.

Tabela 2. Correntes de oxidagéao detectadas no sistema BIA-MPA para AML e ATN

em funcao do tipo de ativacao/limpeza do eletrodo de BDD:

Ativacdo  Pulso I (MA) | (MA) I (LA)
AML (7 pmol L™ ATN 50 pmol L*  AML 7 pmol L™ + ATN 50 pmol L™
Anddica  +1,0V 0,68 0 0,59
Catédica +1,0V 0,91 0 0,73
Anddica  +1,35V 1,19 10,32 8,78
Catédica  +1,35V 1,362 13,83 11,46

Os valores apresentados

na Tabela 2 indicam que quando o eletrodo de

BDD foi ativado catodicamente, o sinal analitico obtido era maior que o sinal obtido
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quando o eletrodo era pré-tratado anodicamente. Sendo assim, a ativacao catddica
do eletrodo BDD foi selecionada para ser usada nos estudos posteriores.

4.2. Estudo para determinacdo simultanea de AML e ATN por BIA com

deteccdo amperométrica

Apbs a escolha do tampdo BR pH 2,0 como eletrdlito suporte, testes
adicionais para verificar o comportamento eletroquimico de AML e ATN foram
realizados empregando BIA com deteccdo por amperometria de potencial constante.
Nesse estudo, treze potenciais (+0.50; +0,60; +0,70; +0,75; +0,80; +0,90; +1,00;
+1,10; +1,20; +1,30; +1,35; +1,40; +1,50 V; 70 ms) foram aplicados isoladamente e a
corrente em cada potencial foi monitorada durante as injecbes em triplicada de
solugBes contendo 7 pmol L™* de AML ou 50 pmol L™* de ATN. A corrente de
oxidacdo detectada em forma de pico transiente foi usada na construcdo do

voltamograma hidrodindmico de oxidagao de AML e ATN (Figura 20).
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Figura 20. Voltamogramas hidrodindmicos obtidos com o sistema com deteccéo
amperométrica (Ece) para AML (e; 7 umol L™) e ATN (m; 50 pmol L™ ATN). Tempo
de aplicacdo de cada pulso: 70 ms. Eletrélito suporte tampao BR pH 2,0. Agitacéo
1225 rpm, volume injetado 100 pL, vazdo de injecdo 113 pL s™.

Esse estudo demonstrou que nas condi¢des estudadas, a oxidacdo da AML
se inicia em torno de +0,75V e atinge um valor méximo proximo de +1,0V. Ja a
oxidacao de ATN se inicia em potenciais maiores que +1,2V e vai aumentando até o

altimo potencial estudado (+1,5 V).

Em determinacdes simultaneas por BIA-MPA, a determinacdo seletiva de
dois compostos € possivel mediante a aplicacdo de dois pulsos de potenciais em
funcdo do tempo, no qual uma das espécies é detectada em um pulso de potencial
(de menor energia) e a outra (juntamente com a primeira), em um segundo pulso de
potencial (de maior energia). Um fator de correccdo simples é utilizado para ter
acesso a corrente proveniente do segundo analito (ndo detectado no primeiro

impulso de potencial), conforme descrito anteriormente [42, 44-46].

Nesse sentido, percebe-se que no intervalo entre os pulsos de +0,75V a
+1,2V, apenas AML é oxidada e a partir de potenciais superiores a +1,2 VV, ambas as
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espécies sao oxidadas. Na Figura 21 sdo apresentados os amperogramas obtidos
nos pulsos de potenciais de +1,0 V e +1,35 V apos injecdes (n = 3) no sistema BIA-
MPA de aliquotas de 100 uL de solug¢des contendo somente ATN, somente AML e

uma mistura dos dois compostos.

10 . ATN ATN + AML

4
] AML
Z—L L #1.35V /70 ms

0 | 2 4 6 8

Tempo / min
Figura 21. Amperogramas obtidos para inje¢cdes (n = 3) de solugbes contendo 50
umol L™ de ATN, 7 pmol L™ de AML e mistura dos dois compostos (ATN + AML) nas

mesmas concentracdes anteriores. Demais condi¢bes experimentais iguais a Figura
20.

Analisando a Figura 21, € perceptivel a oxidacdo de AML em +1,0 V, sendo
que nesse potencial a corrente detectada nas injegcbes de ATN é muito pequena e
pode ser desconsiderada. Dessa forma, em um primeiro momento, selecionou-se a
combinacédo de pulsos de +1,0 V (apenas AML oxida) e de +1,35 V (AML e ATN

oxidam), por possuirem uma boa separacao (AE > 0,3 V).



56

Os resultados demonstram também que os picos anddicos da AML néo
apresentam a mesma magnitude em ambos 0s pulsos de potenciais, 0 que impede o
uso de uma subtracdo simples entre as correntes detectadas nos dois pulsos de
potenciais (l+135 v € l+10v) para ter acesso a corrente relacionada somente com a
oxidacdo do ATN. No entanto, este problema pode ser contornado através do uso de
um fator de correcédo (FC), obtido pela razdo entre a corrente de oxidagcdo da AML
obtida em +1,35 V pela corrente de AML em +1,0 V mediante a injecdo de solucao
contendo apenas AML [42, 46, 47]. Assim, quando uma solucdo contendo ambos 0s
compostos (ATN + AML) é injetada no sistema BIA, a corrente de oxidacao
proveniente somente de ATN pode ser obtida pela subtracdo entre a corrente
detectada em +1,35 V e a corrente detectada em +1,0 V multiplicada pelo FC. As
equacdes (4) e (5) serdo usadas nos célculos para obtencdo do FC e das correntes

relacionadas com a oxidacao de ATN, respectivamente.

i

FC = IAML+1,35V Eq. (4)
1AML+1,0V

iaTn = ly135v — (i+1,ov X FC) Eq. (5)

4.2.1. Otimizacao de parametros do sistema BIA-MPA

Nos estudos iniciais para a determinacdo simultdnea de AML e ATN, os
parametros do sistema BIA-MPA foram avaliados e otimizados com o objetivo de
detectar a maior magnitude de corrente e melhor repetibilidade (estabilidade) do

sinal analitico.

4.2.2.1. Definicao dos pulsos de potenciais

Nos experimentos iniciais envolvendo a otimizacdo de parametros do
sistema BIA-MPA foi observado que as correntes de oxidacdo detectadas mediante
injecdes sucessivas de solugdo contendo ATN decaiam sistematicamente, o que

pode indicar que o ATN ou seu respectivo produto de oxidagcdo estejam
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contaminando (por adsorgdo) a superficie do eletrodo de BDD. Com o intuito de
evitar ou amenizar este fendémeno, a aplicacdo de um terceiro pulso de potencial
para limpeza eletroquimica do eletrodo de trabalho foi inserido no esquema de

aplicacao dos pulsos de potenciais.

Estudos para definicdo do pulso de potencial de limpeza foram efetuadas
através de injecdes sucessivas (n = 3) de solugdes contendo 7 ymol L™ de AML, 50
pumol L' de ATN e 7 umol L™ de AML + 50 umol L™ de ATN, respectivamente. Na
Tabela 3 sé@o apresentados os resultados obtidos em funcdo da aplicacdo de
diferentes pulsos de potenciais de limpeza. Os demais parametros foram os
seguintes: tempo de aplicacdo de cada pulso de deteccéao (+1,0 e +1,35 V): 70 ms;
eletrdlito suporte: tampao BR pH 2,0; velocidade de agitacdo 1225 rpm; volume de

injecdo 100 pL; vazao de injecdo 113 pL s™.

Tabela 3. Comparacdo dos RSD obtidos em funcdo de aplicacdo de diferentes
pulsos de potenciais de limpeza:

Pulso de +1,0 V

Potencial de IImpeza Tempo RSDamL RSDaTtn RSDamL + ATN

+0,0V 300 ms 3,2% 0,3% 3,7%
+18V 300 ms 6,1% 16,9% 3,6%
+20V 300 ms 20,7% 22,0% 7,5%

Pulso de +1,35V

Potencial de Iimpeza TempO RSDamL RSDaTtn RSDamL + ATN

+0,0V 300 ms 1,8 0,7 2,7
+18V 300 ms 6,3 8,5 3,6

+20V 300 ms 18,5 5,0 5,3
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Com base nos valores de desvios padrdes relativos calculados mediante
aplicacao dos pulsos de potenciais selecionados, podemos observar que a aplicacao
de 0,0 V, durante 300 ms, gera a melhor repetibilidade nas correntes anddicas

detectadas nos dois pulsos de potenciais (+1,0 V e +1,35 V).

Apbs a selecao dos pulsos de potenciais de detec¢édo (+1,0 Ve +1,35 V), o
tempo de aplicacdo de cada pulso de potencial também foi estudado, sendo que
esse tempo define 0 nUmero de vezes que a corrente é adquirida pelo programa que
controla o potenciostato durante o periodo que um pico transiente é gerado numa

injecao de amostra ou solucao padréo.

Ao aplicar um pulso de potencial na presenca de material eletroativo, os
processos faradaico (Ig) e capacitivo (Ic) ocorrerdo simultaneamente. A Ic é alta no
inicio da aplicacdo do pulso de potencial e decresce rapidamente em funcdo do
tempo e a Iz também tende a diminuir em funcdo do aumento do tempo de aplicacéo

do pulso de potencial [62]. Assim, é evidente a influéncia da variacdo do tempo
sobre os valores de resposta de corrente.

Nesse sentido, foi necessario realizar esse estudo das respostas de corrente
em funcdo do tempo de aplicacdo dos pulsos de potenciais. Para tanto, este estudo
foi realizado através de injecdes sucessivas (n = 3) de solugdes contendo 7 pmol L™
de AML, 50 umol L™ de ATN e 7 ymol L™ de AML + 50 pmol L™ de ATN e o célculo

do RSD destas medidas sucessivas. A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 4. Comparacdo dos RSD obtidos em funcéo de variagdes no tempo de

aplicacao dos pulsos de potenciais de deteccao:

Pulso de +1,0V Pulso de +1,35V

Tempo | RSDawL RSDaTn RSDamL +aTn | RSDame | RSDatn | RSDame + aTn

50 ms 2,2% - 0,9% 2,2% 12,7% 8,2%
70 ms 4,9% - 1,9% 1,0% 4,6% 4,1%
100 ms 5,0% - 5,6% 3,8% 5,1% 6,8%
150 ms 5,6% - 7,5% 3,5% 5,4% 5,9%

200 ms 6,0% 11,6% 6,4% 7,4% 13,6%

Com base nos valores dos RSD calculados mediante variacdo do tempo de
aplicacdo dos pulsos de potenciais de deteccao, podemos observar que para os
pulsos de +1,0 V e +1,35 V, os tempos que geraram a melhor repetibilidade foram

50 e 70 ms, respectivamente.

Em funcdo dos resultados obtidos, os pulsos de potenciais foram

selecionados e aplicados na seguinte ordem:
1°) + 1,0 V por 50 ms para oxidacdo de AML sem a interferéncia de ATN;
2°) + 1,35 V por 70 ms para oxidagao de ambos analitos (AML e ATN);

3°) 0,0V por 300 ms para limpeza eletroquimica do eletrodo.
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4.2.2.2. Agitacao

O efeito da agitagéo da solucdo do interior da célula BIA foi avaliada atraves
da injecdo de soluc¢des contendo ambos os compostos (AML + ATN). Os resultados

obtidos neste estudo sdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22. Influéncia da agitagéo via micro motor DC na resposta de corrente obtida

por BIA-MPA: sem agitacdo (a), 1200 rpm (b), 1800 rpm (c), 2600 rpm (d) e 4000

rpm (e). Solucdo injetada 7 umol L™ de AML + 50 pmol L™ de ATN. Pulso de

potencial de limpeza: 0,0 V / 300 ms. Demais condigbes experimentais iguais a

Figura 20.

Como pode ser observado, quando a solugdo do interior da célula ndo é
submetida a agitacdo, os picos gerados no sistema BIA decrescem ou retornam a
linha base de maneira mais lenta, ocasionando dificuldades de estabilizacdo da linha

base e, consequentemente, menor frequéncia analitica (43 injecdes h™).
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A agitacdo no sistema acelera a remocéo do material eletroativo da interface
eletrodo/solucao e a corrente gerada (pico transiente) retorna para a linha base mais
rapidamente, o que aumenta a frequéncia analitica do sistema. Também é
importante quando um pulso de potencial para constante limpeza eletroquimica é
empregado, pois contribui significadamente para a remocéo do contaminante da
superficie do eletrodo [106].

Logo, quando a solucéo no interior da célula se encontrava sob agitacéo, o
retorno do sinal gerado para a linha base era rapido com ganho consideravel em
frequéncia analitica (de 43 para 80 injecBes h™). Observou-se ainda que para uma
velocidade de agitacdo de 1800 rpm eram obtidos sinais analiticos mais estaveis e
consequentemente mais reprodutiveis (RSD = 4,6% para +1,0 V e 2,3% para
+1,35V).

4.2.2.3. Volume de injecéo

O efeito do volume injetado de solucdo padrdo ou amostra na corrente
detectada no sistema BIA proposto também foi estudado. Os resultados obtidos
neste estudo sdo apresentados na Figura 23. Além dos amperogramas registrados
nos dois pulsos de potenciais (+1,0 e +1,35 V), 0 nimero de pontos de aquisicédo de
corrente no apice de picos transientes também sao apresentados.
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Figura 23. Influéncia do volume injetado na resposta obtida com o sistema BIA-MPA

(magnitude e numero de pontos de aquisicdo de corrente no apice dos picos).

Volumes de injecéo estudados: de 50 a 200 pL. Solucéo injetada: 7 umol L™ de AML

+ 50 pmol L™ de ATN. Eletrodo de BDD ativado catodicament
de limpeza: 0,0 V / 300 ms. Agitacdo 1800rpm. Demais con

iguais a Figura 20.

e. Pulso de potencial

dicbes experimentais

A partir da Figura 23, foi possivel calcular o RSD para as injecdes em

triplicata (n = 3) de solucdes contendo a mistura de 7 umol L™* de AML e 50 pmol L™

de ATN. A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 5. Comparacdo dos RSD obtidos em funcdo de variagbes no volume de

injecao:
Pulso de +1,0 V Pulso de +1,35V
Volume (uL) RSDawmL + ATN RSDawmL + ATN
50 5,3% 13,6%
80 4,6% 4,5%
100 1,8% 5,8%
150 0,3% 1,7%
200 1,9% 0,5%

Pode-se perceber na Figura 23 que a magnitude dos sinais amperomeétricos
somente varia um pouco para 0os menores volumes de injecdo estudados (50 e 80
pL). A partir do volume de 100 pL, a corrente detectada passa a ser maxima e
constante (sem diluicdo da aliquota injetada). Estes resultados demonstram que o
filme de solucéo (eletrdlito inerte) existente entre a ponteira da pipeta e a superficie
do eletrodo de trabalho (~ 2 mm) somente causa a diluicdo da aliquota injetada se o
volume for inferior a 80 pL. E importante salientar que estes resultados foram obtidos
com a vazao de injecdo de 113 pL s™. Se a vazao de injecdo ou a distancia entre a

ponteira e a superficie do eletrodo forem diferentes, os resultados podem variar.

Os pontos de aquisicdo de corrente no apice de cada pico demonstram que
com o aumento no volume injetado, esse numero de pontos vai aumentando na
regido (patamar) de corrente maxima, o que pode aumentar a definicdo ou resolucéo
do pico transiente detectado e, consequentemente, aumentar a repetibilidade do
sistema. Nesse sentido, os valores de RSD calculados e apresentados na Tabela 5,
demonstram que ha melhor repetibilidade para os maiores valores de volume de

injecdo estudados, ou seja, 150 e 200 pL.

Assim, avaliando-se a intensidade e a repetibilidade da corrente de oxidagao

detectada, o volume de injecdo de 150 pL foi utilizado nos demais estudos.



4.2.2.4. Vazao de injecéo

Estudos sobre a influéncia da vazao de injecdo na resposta do sistema BIA-

MPA também foram realizados variando a vazdo entre 43 pL s™* a 345 pL s*. Os

resultados obtidos (magnitude de corrente e niumero de pontos de aquisicdo de

corrente) sdo apresentados na Figura 24.

(e)

(d)

+1,35V/70 ms

+1,0V/50 ms
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Figura 24. Influéncia da vazao de inje¢cdo na resposta de corrente obtida por BIA-
MPA: (a) 43 pL s (b) 75 pL s™; (c) 113 pL s (d) 193 pL s™; (e) 345 pL s™. Solugéo
injetada 7 pmol L™ de AML + 50 pmol L™* de ATN. Volume de injecdo 150 L.

Demais condi¢des experimentais iguais a Figura 20.

A partir da Figura 24, foi possivel calcular o RSD para as injecdes em

triplicata (n = 3) de solucdes contendo a mistura de 7 umol L™* de AML e 50 pmol L™

de ATN. A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos.
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Tabela 6. Comparacdo dos RSD obtidos em funcdo de variagbes na vazao de

injecao:
Pulso de +1,0 V Pulso de +1,35V
Vazao (uL s™) RSDamL + ATN RSDamL + ATN
43 3,1% 0,8%
75 1,9% 3, 7%
113 2,6% 3,0%
193 0,7% 4,4%
345 9,1% 5,3%

De acordo com os resultados apresentados na Figura 24 € possivel perceber
que had um aumento nas correntes de oxidacao detectadas com o aumento na vazao
de injecao estudada. Isto ocorre devido ao aumento na taxa de transporte de massa

para a superficie do eletrodo de trabalho.

No entanto, além da magnitude das correntes de oxidacao, a repetibilidade
na aquisicdo do sinal de corrente deve ser considerada. Nesse, sentido, 0os pontos
de aquisicao de corrente no apice de cada pico demonstram que, com 0 aumento da
vazao de injecdo, esse numero de pontos vai decrescendo na regido (patamar) de
corrente maxima, o que pode diminuir a definicdo ou resolugdo do pico transiente
detectado e, consequentemente, reduzir a repetibilidade do sistema. De fato, os
valores de RSD calculados e apresentados na Tabela 6, demonstram que, ao utilizar
vazbes de injecdo superiores a 193 pL s™, ha uma perda significativa da

repetibilidade do sinal de corrente.

Assim, avaliando-se a intensidade e repetibilidade do sinal amperométrico
detectado, observou-se que a melhor resposta foi obtida para a vazao de injecéo de
113 pL s™.
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A Tabela 7 retine os parametros relacionados com a técnica de BIA-MPA

avaliados e otimizados neste estudo.

Tabela 7. Parametros do sistema BIA-MPA estudados e respectivos valores

otimizados:

Parametros Faixa Estudada Valor otimizado
Potencial de limpeza (V) 0,0;1,8e2,0 0,0
Agitacao (rpm) 0 — 4000 1800

TAP de +1,0V (ms) 50 — 200 50

TAP de +1,35V (ms) 50 — 200 70
Volume de Injecéo (uL) 50 - 200 150
Vazdo de Injecdo (uL s™) 43 — 345 113

TAP: tempo de aplicacdo do pulso

4.2.2. Repetibilidade/estabilidade do sistema

Um método analitico adequado requer que o sinal obtido (resposta analitica)
tenha elevada estabilidade. Para tanto, avaliou-se a repetibilidade do sistema BIA-
MPA através de injecdes sucessivas de trés solucdes de composicdes distintas: (i)
ATN 50 pmol L™ (n = 8); (i) AML 7 pmol L™ (n = 8); (iii) ATN 50 umol L™ + AML 7

umol L™ (n = 16). Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 14.
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Figura 25. Amperogramas obtidos para injecdes sucessivas de solu¢des contendo:
(i) 50 pmol L™ de ATN; (i) 7 pmol L™ de AML; (iii) 7 pmol L™ de AML + 50 pmol L™

de ATN. Pulso de potencial de limpeza eletroguimica: 0,0 V / 300 ms. Eletrdlito:

tamp&o BR pH 2,00 (0,1 mol L™"). Agitacdo 1800rpm. Volume de injecdo 150 pL.
Vaz&o de injecéo de 113 pL s™.

As correntes de oxidagdo médias (n = 8 para as solucdes individuais e n=16
para a mistura) e os desvios padrbes relativos obtidos no estudo de repetibilidade

sao apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Estudo para repetibilidade do método.

Solugcdo  imedia / MA RSD

+1,0V /50 ms

ATN - -
AML 0,399 4,1%
ATN + AML 0,400 5,3%

+1,35V /70 ms

ATN 0,430 6,9%
AML 0,378 8,6%
ATN + AML 0,537 3,1%

Como é possivel observar, a corrente de oxidacdo em ambos os pulsos de
potenciais (+1,00 e +1,35 V) se mantiveram relativamente constantes (RSD <

8,6 %), demonstrando uma razoavel repetibilidade do método proposto.

4.2.3. Estudos paraidentificacdo das faixas lineares de resposta

Apbs as etapas de otimizacdo dos parametros do sistema BIA-MPA, estudos
foram realizados para identificar as faixas de concentracdo de AML e ATN onde a
relacdo entre concentracao e corrente de oxidacéo detectada é linear (R > 0,99). Os
resultados obtidos estdo plotados na Figura 26.
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Figura 26. Curvas de calibragéo para injecéo de solucdes de: (A) 2 a 1000 pmolL L™

de AML e (B) de 2 pmol L a 1000 pmoL L* de ATN. Demais condicdes

experimentais conforme Figura 25.

Analisando a figura 26B é possivel observar uma acentuada contaminagao
do eletrodo, na medida em que a concentracdo de ATN é aumentada.
Provavelmente, isso se deve a adsorcéao irreversivel do ATN ou dos produtos de
oxidacdo deste na superficie do eletrodo (mesmo usando o pulso de potencial de
limpeza), ocasionando problemas de bloqueio de resposta e dificuldades da
renovacao da superficie do eletrodo de BDD.

Nesse estudo, ficou definido a existéncia de faixa linear de resposta entre 2
e 1000 umol L™ para AML e entre 2 e 20 pmol L™ para ATN.

4.2.4. Amostras comerciais

Na determinacgdo simultanea de AML e ATN em formulagbes farmacéuticas
comerciais, além de considerar a faixa linear de resposta de cada analito, as
propor¢cdes dos constituintes (analitos) encontradas nas formulagbes também
necessitam ser consideradas. A Tabela 1 traz informacdes sobre as composicdes de

amostras comerciais contendo os dois principios ativos.
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Apesar dos dois compostos apresentaram potenciais de oxidagao separados
(AE > 0,3 V), a determinagdo simultdnea ndo foi possivel devido a diferenca de
concentracdo existente entre os compostos em amostras reais (1:7,6 e 1:15,3 de
AML:ATN, respectivamente). Neste caso, na curva de calibracdo, o uso de
concentragfes muito maiores de ATN era necessério, em contrapartida a faixa linear

para o ATN entre 2 e 20 umol L™ impedia essa possibilidade.

4.2.5. Definicdo de uma nova combinacédo de pulsos de potenciais

Na tentativa de obter uma faixa linear mais ampla para o ATN, foi variado o
segundo potencial de +1,35V para +1,65V, acreditando-se que em um potencial
mais positivo, o ATN teria uma oxidagcdo mais efetiva e com possibilidade de
minimizar problemas de adsorc¢éo. Inicialmente, avaliou-se a repetibilidade do sinal

obtido nesse pulso de potencial (+1,65 V).

A repetibilidade do sistema BIA-MPA no pulso de potencial de +1,65 V foi
avaliada através de injecdes sucessivas de solucdes de ATN 50 pymol L™ (n = 9). Os
resultados obtidos sdo apresentados na Figura 27 e os respectivos RSD calculados

sdo apresentados na Tabela 9.



71

3.5 (A) 12, (B)
3.0
2.5 10
2.0
3 <
= 1.5 =~
1.0 1 6
0.5
\_LLLLLLLLLS‘””"‘S 4 LLLLL +1.35V /70 ms
0.0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 186
Tempo / min Tempo / min
167 (c) I o)
141 24
12 ]
10_ 20_
< ]
} 81 3 164
- 8- = ]
4 12 LKLLL
2 - U
0 iLLLLLLLLstvmms 84 L +165V 170 ms

é é 1I0 1I2 1I4 1I6

Tempo / min

é 1|0 1I2 1I4 1I6 1I8 2I :I

Tempo / min

6 0
Figura 27. Amperogramas a potencial constante (A e C) e de amperometria pulsada
(B e D) para ATN a 50 umol L™ (n=9): (A) pulso de +1,35 V / 70 ms sem potencial de
limpeza; (B) pulso de +1,35 V /70 ms com potencial de limpeza de 0,0 V / 300ms;
(C) pulso de +1,65 V / 70 ms sem potencial de limpeza; (D) pulso de +1,65V / 70ms
com potencial de limpeza de 0,0V / 300 ms. Demais condi¢cbes experimentais

conforme Figura 25.

Tabela 9. Resultados obtidos nos estudos de repetibilidade (n=9) para ATN 50 umol

Lt (n=9) em +1,35 e +1,65 V (com e sem uso de pulso de potencial de limpeza):

Pulso/Tempo Potencial de Limpeza/Tempo  Insdia (UA) RSD %
+1,35V/70ms - 2,72 4,3
+1,35V/70ms 0,0v/300ms 6,36 4,2
+1,65V/70ms - 12,31 1,7
+1,65V /70ms 0,0v/300ms 16,54 0,4
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Os resultados obtidos demonstraram que com a aplicacdo do pulso de
+1,65V associado a um pulso de potencial de limpeza de 0,0V h4 uma melhora

significativa na detectabilidade e repetibilidade do método proposto.

Com base nesse estudo, 0s seguintes pulsos de potenciais foram aplicados

nos estudos subsequentes:

1°) + 1,0 V por 50 ms para oxidacdo de AML sem a interferéncia de ATN;

2°) + 1,65 V por 70 ms para oxidagdo de ambos analitos (AML e ATN);

3°) 0,0V /300 ms: limpeza eletroguimica do eletrodo.

Com essa outra combinacdo de pulsos de potenciais, 0s seguintes estudos
foram repetidos: (i) a seletividade (Figura 28); (ii) a faixa de concentracdo de ATN
com relacdo linear com a corrente de oxidacdo (Figura 29) e (iii) a repetibilidade
(Figura 30).

4.2.6. Seletividade

Como ja discutido, em determinacdes simultdneas por BIA-MPA, a
determinacdo seletiva dos compostos é possivel mediante a aplicacdo de pelo
menos dois pulsos de potenciais em fungcéo do tempo, no qual uma das espécies &
detectada em um pulso de potencial e a outra em um segundo pulso de potencial
(untamente com a outra espécie). Na Figura 28 sao apresentados o0s
amperogramas obtidos nos pulsos de potenciais de +1,0 V e +1,65 V ap0s injecdes
(n = 3) no sistema BIA-MPA de aliquotas de 150 pyL de solu¢des contendo somente

AML, somente ATN e uma mistura dos dois compostos.
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Figura 28. Amperogramas obtidos para inje¢cdes (n = 3) de solu¢des contendo 7
umol L™ de AML, 50 pymol L™ de AML e uma mistura dos dois compostos (ATN +

AML) nas mesmas concentracbes anteriores. Demais condi¢cdes experimentais

iguais a Figura 25.

Analisando a Figura 28 é possivel observar que a AML é oxidada no pulso
de +1,0 V e que nesse potencial a corrente detectada nas injecdes de ATN é
pequena e pode ser desconsiderada. A semelhanca na corrente detectada na
injecdo das duas solucdes (AML e AML + ATN) também indica que ndo ha interacédo

quimica entre 0s compostos ou com 0s respectivos produtos de oxidacao.

Em +1,65 V, tanto AML como ATN sédo oxidados, sendo observado que a
corrente detectada nas injecdes de AML é muito pequena frente aos valores
observados para as injecdes de ATN, podendo ser desconsiderada. De forma
analoga ao potencial de +1,0 V, a corrente detectada para a solucdo de ATN é

semelhante a corrente detectada na injecdo da mistura das soluces (AML + ATN).
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Desta forma, os resultados demonstrados na Figura 28 evidenciam que a
corrente gerada pela oxidacdo da mistura de solugbes de AML e ATN pode ser
considerada como sendo devida a oxidacdo de AML para o potencial de +1,0 V e a
oxidacdo de ATN para o potencial de +1,65 V. Nesse caso, hdo ha necessidade de
uma subtracdo de correntes com o uso do fator de correcdo (FC), sendo possivel
detectar direta e seletivamente as correntes de oxidacdo de AML e ATN quando

presentes na mesma solucao.

4.2.7. ldentificacdo da faixa linear de resposta

Como o intuito era o de obter uma faixa linear mais ampla para o ATN,
estudos foram realizados para identificar as faixas de concentragédo de ATN onde a
relacdo entre concentracdo e corrente de oxidacédo detectada € linear (R > 0,99). Os

resultados obtidos estédo plotados na Figura 29.

20
(A) (B)
[ 16 1 X
16
12
12
r=0,981 r=0,994
+1,65V/70 ms < 81 +1,65V/70ms
< 8] 3
— —
4 44
04 = 0
0 20 40 60 80 100 40 0 10 20 30 40 50 60 70 80

[ATN] / pmol L

[ATN] / pmol L

Figura 29. Estudo da faixa linear para ATN: (A) faixa de concentracdo de 2 a 100
umol L™ de ATN e (B) faixa de concentracdo de 2 a 75 pmol L™ de ATN. Condi¢ées

experimentais conforme Figura 25.
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Nesse estudo foi observado que a relacdo entre concentracdo e corrente
detectada somente é linear na faixa de concentracéo entre 2 e 75 umol L™ de ATN
(R > 0,99) (Figura 29B). Ampliando a faixa de concentracéo (até 100 umol L), uma
piora na linearidade foi observada (R = 0,981, Figura 29A).

4.2.8. Estudo da repetibilidade

Uma vez definida a faixa de concentragdo, a estabilidade de resposta do
eletrodo de BDD foi avaliada através de injecbes sucessivas (n=10) de duas
solugBes contendo AML + ATN em concentracdes distintas: 2 + 14 ymol L™ (a) e 10
+ 70 pmol L™ (b), respectivamente. Os amperogramas obtidos neste estudo com a
aplicacao de trés pulsos de potenciais (+1,0 V/50 ms; +1,65V /70 ms e 0,0 V/ 300
ms) sédo apresentados (exceto o de limpeza — 0,0 V) na Figura 30.

20-_ (b) (b)
16 -
2?1 @ ()
S L U
i a +1,65V /70 ms
3 ]
'MMSO "

2 T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35

Tempo / min
Figura 30. Amperogramas obtidos para inje¢cdes sucessivas de solucdes contendo,
respectivamente, AML + ATN 2 + 14 pmol L™ (a) e 10 + 70 pmol L™ (b) (n = 10).
Condicdes experimentais conforme Figura 25.
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As correntes de oxidagdo médias (n = 10) e os desvios padrbes relativos
obtidos no estudo de repetibilidade sao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Estudo para repetibilidade do método.

SO|UQ§.O imédia/ |J.A RSD

+1,0V /50 ms

2 ymol L' AML + 14 pmol L™ ATN 0,151  3,4%
10 pmol L' AML + 70 pmol L™ ATN 0,586  1,6%

+1,65V/70 ms

2 ymol L AML + 14 pmol L™ ATN 3,082 2,3%
10 pmol L' AML + 70 pmol L™ ATN 12,013  0,9%

Como é possivel observar, as correntes de oxidagcdo em ambos os pulsos de
potenciais (+1,00 e +1,65 V) se mantiveram relativamente constantes com baixos

desvios padrdes relativos, demonstrando uma boa repetibilidade do método.

4.3. Aplicacao do sistema BIA-MPA na andlise simultdnea de AML e ATN em

formulacdes farmacéuticas

O método proposto foi avaliado na quantificagdo simultdnea de AML e ATN
na formulacéo farmacéutica comercial previamente identificada como S1 (propor¢ao
molar 1:7,6). A Figura 31 apresenta um dos amperogramas obtidos em +1,65 V para
injecOes em triplicata de solu¢cées em ordem crescente (a - e) e decrescente (e - a)
de concentracdes de AML + ATN. Duas amostras da formulagédo farmacéutica S1

(proporgéao molar 1:7,6) diluidas no eletrolito suporte (1 e 2) também foram injetadas.
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Figura 31. Amperograma referente ao pulso de +1,65V obtido para injecdes de
cinco solucées padrdo (a-e) contendo simultaneamente AML (3 — 10 pmol L) e ATN
(21 — 70 umol L") e duas amostras adequadamente diluidas (1 e 2). Demais

condi¢cBes experimentais conforme Figura 25.

Na Figura 31 pode ser observado que as solugcbes padrdes injetadas em
ordem crescente e decrescente de concentracdo apresentaram respostas distintas,
0 que pode ser devido ao fendbmeno de adsor¢gdo do ATN ou do produto de oxidagéo
na superficie do eletrodo de trabalho. A area ativa do eletrodo de BDD vai
diminuindo e consequentemente a corrente de oxidacdo da espécie em analise

também diminui.

Esse estudo demostrou que mesmo obtendo-se uma relacdo linear na faixa
de concentrac&o entre 2 e 75 pmol L™ para o ATN, existe a possibilidade de que ao
trabalhar em concentracfes proximas ao extremo superior dessa faixa (~75 pmol L
1, o ATN ainda possa apresentar problemas adsortivos, produzindo resultados de
definicAo duvidosa e ndo proporcionais a concentracdo do analito. Nesse caso,
sugere-se gque a faixa de aplicacdo do método analitico possa ser menor que a faixa

linear de resposta proposta.
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7

Mesmo com esta nova faixa de concentragdo, ela ainda ndo é ampla o
suficiente para a determinacdo simultanea de AML e ATN em medicamentos

disponiveis no mercado nacional.

As duas relacbes molares existentes entre AML:ATN em formulacdes
comerciais sdo: 1:7,6 e 1:15,33, respectivamente. Assim, na construgdo de uma
curva analitica para determinagdo simultinea de AML e ATN, mesmo que
trabalhdssemos com uma solucdo amostra contendo concentracdes muito diluidas

de AML, ainda estariamos fora da faixa linear para o ATN.

Para exemplificar, simula-se uma analise (semelhante a realizada na Figura
31) de uma formulacdo farmacéutica comercial contendo a menor diferenca em
concentragdo entre AML e ATN (1:7,6). Para uma curva de cinco pontos teriamos o

seguinte:

e ponto 1: 2 umol L™ de AML para 15,2 umol L™ de ATN;

ponto 2: 4 umol L™ de AML para 30,4 pmol L™ de ATN;

ponto 3: 6 umol L™ de AML para 45,6 pmol L™ de ATN;

ponto 4: 8 umol L™ de AML para 60,8 umol L™ de ATN

e 0 proximo ponto, o ATN ja estaria fora da faixa linear, ou muito proximo de

estar.

Dessa forma, nas condicbes estudadas, a determinacdo simultdnea se

mostrou inviavel.

Como alternativa, foram realizado testes utilizando uma calibragéo unica em
BIA com detecgéo por amperometria de multiplos pulsos com injecdo das solucdes
da amostra em diluicdes diferentes. Nesse caso, o0 método proposto foi obter dois
amperogramas simultaneos, um em +1,0 V e um em +1,65 V, para injecbes em
triplicata de solucdes contendo concentracbes de AML + ATN e, a partir desse
experimento obter as curvas de calibracdo para os pares de compostos. A Figura 33
apresenta os amperogramas obtidos para injecbes em triplicata de solugbes em
ordem crescente (a - e) de concentragcdo de AML + ATN. Uma solugdo contendo
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somente (AML) foi injetada no inicio e ao término para verificarmos a estabilidade do
sistema. Cada uma das duas amostras de formulacbes farmacéuticas foram
previamente diluidas no eletrolito de duas formas distintas: (i) a amostra S; (Tabela
1) foi diluida e denominada como “1” e “2”; (ii) a amostra S, (Tabela 1) foi diluida e

denominada “3” e “4” (Figura 32).

~15 pmol L-* ATN

~ 2 pmol L' AML
Solubilizagio no /
eletrolito suporte I
-— Duas Diluigoes
AMOSTRA 1 (51)
1:7,6 (AML:ATN)
~114,5 pmol L-* ATN
~15 umol L' AML
~15 ymol L-* ATN
~1 ymol L' AML
Solubilizagdo no /
eletrolito suporte I
e Duas Diluigbes
i3
AMOSTRA 2 (S2)
1:15,3 (AML:ATN)

~229.5 umol L' ATN
I ~15 umol L' AML

Figura 32. Diluicdo das amostras: (A) amostra S; e (B) amostra S, as
concentragdes obtidas foram estimadas de acordo com as informagdes contidas no

rotulo/bula.

As respectivas curvas de calibragdo também sdo apresentadas (Figura 33).
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Figura 33. Amperogramas obtidos para injecdes de uma solugdo contendo somente

AML (15 umol L™, cinco solucées (a-e) contendo simultaneamente AML (5 — 25

pumol L) e ATN (5 — 25 pmol L) e duas amostras distintas adequadamente

diluidas: (i) S1 como “1” e “2”; (ii) S, como “3” e “4” . (A e B), respectivas curvas de
calibracédo obtidas para AML (r = 0,995) e ATN (r = 0,992). Demais condicdes: idem

Figura 25.

Os calculos foram entéo realizados por meio das equacdes (6) e (7) obtidas

pelas curvas de calibracédo e estdo expostos na Tabela 11:

y = 0,0658 (+ 0,0021)[AML] - 0,0306 ( 0,0320) (r=0,995) Eqg. (6)

y=0,2760 (+ 0,0108)[ATN] + 0,1661 (+ 0,1635) (r=0,992) Eq. (7)

Tabela 11. Comparacao dos resultados obtidos pela metodologia proposta com os

valores rotulados.

Amostra Valor da Bula (mg / capsula) BIA-MPA (mg / capsula)
AML ATN ATN

S 6,944 25 24.8

S, 6,944 50 50,3
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Pode ser observado na Figura 33 que as injecdes das amostras previamente
diluidas para determinar AML (“2” e “4”, Figura 32), prejudicaram a repetibilidade e
definicdo dos picos de corrente e, consequentemente, houve evidente discrepancia
com os valores rotulados. Também foi verificada diferenca significativa de resposta
para o padrdo de AML adicionado no inicio e término do estudo. E provavel que as
altas concentracdes de ATN presentes tenham contaminado o eletrodo de trabalho e

interferido nesses fatores.

4.4. Determinagao sequencial de AML e ATN

Os estudos realizados anteriormente demonstraram que a determinagéo
simultdnea de ATN e AML n&o é possivel empregando o sistema BIA-MPA. Na
amostra adequadamente diluida para determinacdo de AML, a concentracao
concomitantemente presente de ATN é elevada ocorrendo, assim, a contaminacao

da superficie do eletrodo de trabalho.

Assim, os estudos foram direcionados para o desenvolvimento de um
método que permitisse a determinacdo sequencial dos dois compostos, mantendo-
se a maioria dos parametros experimentais ja otimizados. Nesta proposta, duas
curvas de calibracdo foram geradas separadamente com o sistema BIA com
deteccdo amperométrica: (1) Aplicacdo do potencial de +1,0 V e obtencdo de curva
de calibracdo para AML (5 a 25 pmol L) sem a interferéncia de ATN (somente oxida
em potenciais mais positivos); (2) Aplicagao do potencial de +1,65 V e obtencao de
curva de calibracdo para ATN (5 a 25 pmol L™) com provavel interferéncia de AML
gue também oxida neste potencial. Como a concentracédo de AML ja era conhecida,
a possibilidade de subtracdo do sinal poderia ser estudada. Neste caso, a amostra

teria que ser preparada em duas diluicbes diferentes.

4.4.1. Estudo de interferéncia de AML na determinacdo de ATN

Como foi proposta a determinacdo sequencial de AML e ATN em amostras

contendo os dois compostos simultaneamente, um estudo foi realizado para verificar
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a interferéncia de um analito na determinacdo do outro. A Figura 34 mostra o
diagrama de diluicdo simulando as amostras S; e S,, em destaque, as situacdes em

gue as concentracdes dos “interferentes” sdo maximas.

(A)

(i) (ii)
38 pmol LT ATN [ 190 pmol L-TATN

= | 1
AMOSTRA | Solubilizagdo 5pmol L"TAML | 25 pmol L' AML

5, no eletrélito Diluigoes —
suporte

17,6
(AML:ATH
ATN
+1,65V
(iii) (iv)
5pemolLTATN | 25 pmolL'ATN
0,66 pmol L' AML| 3,3 pmol L' AML

(B)

(i) (ii)
76,5 pmol LT ATN [382,5 pmol L' ATN

5pmol L"AML | 25 pmol L' AML

AMOSTRA | Solubilizagio
s, no eletrélito Diluigdes—|
suporte

1:153 W]
(AML:ATH
ATN
+1,65V
(i) (iv)
5pmol L' ATN | 25 pmol L' ATN
0,3 pmol LT AML | 1,6 pmol LT AML

Figura 34. Diluicdo de amostras simuladas. (A) amostra S;: diluida para (i) 5 pmol L’
1 e (i) 25 pmol L™ de AML e para (i) 5 pmol L™ e (iii) 25 pmol L™ de ATN. (B)

amostra S, diluida analogamente a amostra S;.
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Na Figura 35 sdo apresentados os resultados obtidos na analise de solu¢des
padrbes com composicao similar de uma amostra comercial que contém ambos os
compostos. Na Figura 35A (+1,0 V) sdo apresentados os resultados obtidos com
solucdes padrbes simulando a composicdo de uma amostra para a determinagéo de
AML em presenca da maxima concentracdo de ATN (amostra S, Figura 34B). Na
Figura 35B (+1,65 V), o mesmo estudo foi realizado simulando a determinacao de

ATN em presenca da maxima concentracao de AML (amostra S; Figura 34A).
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Figura 35. Estudo de interferéncia do ATN na determinacdo de AML (+1,0 V / 50
ms); (B) Estudo de interferéncia do AML na determinacdo de ATN (+1,65 V/70 ms).
Solucdes injetadas: (A) (1) 5 umol L™ de AML; (2) 5 pmol L™ de AML + 77 pmol L™
de ATN; (3) 25 pmol L™ de AML; (4) 25 pmol L™ de AML + 383 pmol L™ de ATN. (B)
(1) 5 pmol L™ de ATN; (2) 5 pmol L™ de ATN + 0,66 umol L™ de AML; (3) 25 umol L™
de ATN; 25 pmol L™ de ATN com 3,3 pmol L™* de AML. Pulso de potencial de

limpeza: 0 V /300 ms. Condi¢des experimentais conforme Figura 25.

Como pode ser observado na Figura 35A (amperograma registrado no
potencial de +1,0 V.), as solu¢gbes contendo somente AML (Fig. 35A — 1 e 3)
apresentaram corrente de oxidagdo muito similar as solugdes contendo AML + ATN
(Fig. 35A — 2 e 4). Analogamente, na Figura 35B (amperograma registrado no
potencial de +1,65 V.) pode ser observado que as solu¢des contendo somente ATN
(Fig. 35B — 1 e 3) apresentaram corrente de oxidagdo muito similar as solucdes
contendo ATN + AML (Fig. 35B — 2 e 4). Em ambos os estudos, a relacdo de



84

concentracdo entre AML e ATN é similar a relacdo existente entre estes compostos
em amostras comerciais. Os valores de RSD (n = 10) calculados a partir dos

resultados obtidos na Figura 35 sdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Resultados do estudo de interferéncia de AML para deteccdo de ATN
(em +1,65 V) e de ATN para deteccédo de AML (em +1,0 V).

Solucéao RSD (n =10)
+1,0V /50 ms
5 pmol L* AML sem (n = 5) e com 76,65 pmol L'* ATN (n = 5) 2,0%
25 pmol L* AML sem (n = 5) e com 383 umol L™ ATN (n = 5) 1,2%

+1,65V/70 ms

5 ymol L™ ATN sem (n = 5) e com 0,66 pmol L'* AML (n = 5) 3,2
25 pmol L™ ATN sem (n = 5) e com 3,29 pmol L AML (n = 5) 0,9

Com base nos resultados exibidos na Figura 35 e Tabela 12, podemos
concluir que, para as proporcdes de AML e ATN encontradas nas formulacfes, néo
ha interferéncia significativa de um analito na determinacdo do outro quando a

analise for realizada de forma sequencial.

4.4.2. Aplicagcdo do sistema BIA com detecgcdo amperomeétrica na anéalise

sequencial de AML e ATN em formulacdes farmacéuticas.

Os amperogramas (amperometria pulsada / PAD) em BIA foram entédo

obtidos isoladamente (de forma sequencial), nos seguintes pulsos de potenciais:

1°) Aplicacéo do pulso de+ 1,0 V / 50 ms para oxidacdo de AML associado a
0,0 V / 300 ms para limpeza eletroquimica do eletrodo. Foram adicionadas a célula
BIA cinco concentracdes crescentes dos padrdes de AML de 5 a 25 pmol L™ (Fig.

25A — “a@” a “e”). Em seguida cada amostra (S:C; e S,C; — Tabela 1) fora injetada
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duas vezes de modo alternado (Fig. 25A — “1” e “2”) e por fim as mesmas cinco
concentracdes dos padrdes foram injetadas de modo decrescente (25 — 5 ymol L™).

A partir do amperograma obtido (Fig. 25A), foi possivel construir a curva de

calibracédo da corrente (i) em funcéo da concentracdo de AML (Fig. 26A).

2°) Pulso de +1,65 V / 70 ms para oxidacédo de ATN associado a 0,0 V / 300
ms para limpeza eletroquimica do eletrodo (Figura 36B). Foram adicionadas a célula
BIA, em injecdes sucessivas, solu¢bes dos padrées de ATN de forma andloga a
descrita para AML. As amostras (S;C, e S,C, — Tabela 1) também foram injetadas

duas vezes de modo alternado (Fig. 25B — “1” e “2”).

As Figuras 36B e 37B sao referentes ao amperograma e respectiva curva de
calibragcédo da corrente (i) em funcéo da concentracao de ATN.
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Figura 36. (A) Amperograma obtido com a injecdo de cinco solucdes padrées de
AML em ordem crescente de concentracdo (a-e: 5-25 umol L™), duas amostras
devidamente diluidas (1 e 2) e solugcdes padrées em ordem decrescente de
concentracéo (e-a). (B) Amperograma obtido com a injecdo de cinco solugdes
padrdes de ATN (a-e: 5-25 pmol L™), duas amostras devidamente diluidas (1 e 2) e
solucbes padroes em ordem decrescente de concentracdo (e-a). Condicoes

experimentais conforme Figura 25.
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Figura 37. Curvas de calibracdo obtidas para AML (A; r = 0,999) e ATN (B; r =

0,996) a partir de dados obtidos da Figura 36.

As curvas de calibracdo obtidas apresentaram coeficientes de correlacédo
adequados (r = 0,999 e r = 0,996 para AML e ATN, respectivamente) para as

concentracdes estudadas, com a obtencao das seguintes equacdes de reta:
y = 0,0843 (+ 0,0020) [AML] + 0,0338 (+ 0,0290) (r=0,999) Eq. (8)
y = 0,1500 (+ 0,0064) [ATN] + 0,0576 (+ 0,0780) (r=0,996) Eq. (9)

Como pode ser observado, as solugdes padrées injetadas em ordem
crescente ou decrescente de concentracdo para cada espécie apresentaram
respostas semelhantes, confirmando que o fenbmeno da contaminacéo do eletrodo
ou efeito de memdria estdo ausentes, mesmo usando um eletrodo de trabalho sem

modificacdo quimica.

As caracteristicas analiticas do método proposto de determinacao
sequencial de AML + ATN encontram-se listadas na Tabela 13.



Tabela 13. Caracteristicas analiticas
sequencial de AML + ATN.
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do método proposto para determinagdo

Caracteristica

AML ATN

r
Inclinagdo (pA L pmol™)
Intercepto (pnA)
LOD (umol LY
LOQ (umol L™
Frequéncia Analitica (injecdes h™)

Repetibilidade Intra-dia

0,999 0,996

0,0843 + 0,0020 0,1500 + 0,0064

0,0338 + 0,0290 0,0576 + 0,0780

0,074 0,073
0,25 0,23
86 70
3,1% 1,9%

Onde: r: coeficiente de correlacdo; LOD: limite de deteccdo e LOQ: limite de quantificag&o.

4.4.3. Comparacao entre os resultados obtidos pelo método proposto (BIA) e o

método cromatografico (HPLC).

A fim de avaliar o método proposto (BIA), os resultados obtidos foram

comparados aos obtidos com a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

(método de referéncia)[36]. A Tabela 14 mostra os resultados obtidos com os

respectivos desvios padrdes (n=3).

Tabela 14. Comparacdo dos resultados obtidos pela metodologia proposta (BIA) e

por HPLC.
(mg /cépsula)
Amostra Valor d’a Bula BIA-PAD HPLC
(mg / capsula)
AML ATN AML ATN AML ATN
S 6,944 25 7,0£0,2 243+04 6,9+0,1 25,1+0,7
S, 6,944 50 7,101 495+0/4 6,8+0,1 51,1+0,2
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 14, podemos calcular
0s erros relativos em relagéo aos valores rotulados de AML e ATN nas amostras e

em relacdo aos resultados obtidos por HPLC (Tabela 15).

Tabela 15. Erros relativos para comparagcdo dos resultados obtidos pela

metodologia proposta.

Amostra Analito ER, ER,
S AML 1,1% 1,9%
S, AML 2,5% 3,2%
S1 ATN 2,8% 4,2%
S ATN 1,0% 3,1%

Onde ER;: erro relativo tipo 1 (erro em relagdo ao valor rotulado); ER,: erro relativo tipo 2

(erro em relagéo ao valor obtido por HPLC).

Os erros relativos foram calculados de acordo com as equacgdes (10) e (11):

VBIA - VROT VBIA VHPLC

ER, = x100  Eg.(10) ER, = x100  Eq.(11)

VROT VHPLC

Nas quais:
Vgia = valor obtido pelo sistema BIA-PAD;
VRrot = valor rotulado;

VypLc = valor obtido por HPLC.

Os resultados apresentados na Tabela 15 demonstram que nao héa
diferencas significativas entre o método proposto e o método de referéncia. Os
resultados obtidos pelos dois métodos também foram comparados aplicando-se o

teste t pareado (n = 3), os valores foram plotados na Tabela 16.
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Tabela 16. Teste t pareado para comparacgao dos resultados por BIA-PAD e HPLC.

Amostra Analito Determinado Texp Teritico (95%)
S AML 2,02
S, AML 2,53
2,57
S1 ATN 1,58
S, ATN 2,43

Esses resultados também demonstram que o0s valores obtidos na
determinacdo de AML e ATN por BIA e por HPLC nado apresentaram diferencas
significativas, a um nivel de confianca de 95%, confirmando a boa exatiddo da

metodologia proposta.

4.4.4. Comparacao entre o método proposto (BIA) e métodos anteriormente

publicados.

A Tabela 17 apresenta uma comparacao entre as caracteristicas do método
analitico proposto (BIA-PAD) com métodos ja publicados para a determinacdo de
combinacdes de AML e ATN.
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Tabela 17. Comparacdo de caracteristicas analiticas entre o método proposto e
outros métodos analiticos publicados para a determinacdo de combinac¢des de AML
e ATN.

Método Analito r LOD Repetibilidade  Frequéncia Solvente Ref.
(umol L Intra-dia (%) Analitica (h™)
HPLC AML 0,999 - 0,21 - Acetonitrila e
ATN 0,999 . 0,20 . metanol )
HPTLC AML 0,999 10,581 1,38 - Metanol [37]
ATN 0,999 11,264 1,12 -
uv AML 0,999 - 0,95 - Metanol [38]
ATN 0,999 - 0,86 -
BIA-PAD AML 0,999 0,074 31 86 Aquoso Este
ATN 0,996 0,073 1,9 70

Os trabalhos publicados anteriormente, em geral, apresentam lineariadade
similar e valores de RSD um pouco melhores no estudo de repetibilidade. No
entanto, os valores obtidos por BIA-PAD sdo adequados para analises
farmacéuticas, pois se mostraram precisos, sensiveis (baixos limites de deteccéo) e
com maior frequéncia analitica (analises hora). Por fim, o método proposto,
apresenta varias vantagens sobre os métodos relatados: (i) freqgéncias analiticas
elevadas (> 70 injecbes h™); (ii) preparacdo minina de amostras (apenas dissolucdo
e diluicdo, ndo é necessaria filtracdo); (iii) ndo h& necessidade de uso solventes
organicos; (iv) baixa geracdo de residuos quimicos (pequenos volumes de amostras
e reagentes sao utilizados); (v) o sistema de BIA apresenta caracteristicas portateis
e pode ser facilmente utilizado em laboratorios com infra-estrutura limitada. A
disponibilizacdo da versdo comercial da célula BIA também podera contribuir para
gue métodos usando este sistema passem a ser implementados na industria em um

futuro proximo [107].
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5. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou a inviabilidade da anélise simultanea por BIA-MPA
de AML e ATN nos compostos farmacéuticos estudados. Como alternativa, a analise
do tipo sequencial proposta se mostrou precisa e demonstrou bons resultados:
adequada sensibilidade, bons Ilimites de deteccdo e quantificacdo e boas
frequéncias analiticas. Estatisticamente, os resultados foram considerados

concordantes aos obtidos por HPLC.

Conclui-se que o método proposto € de grande relevancia, inovando pela
exclusdo do uso de solventes organicos no preparo das amostras de AML e ATN e

sendo considerado rapido, simples e de baixo custo.

Por fim, tem-se que a metodologia desenvolvida é de grande interesse
analitico, pois, até o momento, ndo foi descrito nenhum método eletroanalitico para
a determinacdo da combinacdo de AML e ATN. Também n&o ha descrito o emprego
do sistema BIA para determinagdes do tipo sequenciais, podendo inclusive ser
utilizada como estratégia de determinacdo de outras combinac¢des de analitos.
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