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RESUMO

No presente trabalho investigou-se o desenvolvimento de novos procedimentos
analiticos para a determinagdo simultanea de paracetamol (PAR), propifenazona (PRO) e
cafeina (CAF) em formulagdes farmacéuticas. Trés métodos foram desenvolvidos usando as
técnicas de voltametria de onda quadrada (SWV) e amperometria de multiplos pulsos (MPA) e
diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo de trabalho. Empregando a SWV, duas
estratégias de analise foram desenvolvidas: (I) uso de uma célula eletroquimica convencional
(modo estacionario) e o método de adi¢ao de padrao; (II) uso de analise por injecdo em batelada
com detecc¢do por voltametria de onda quadrada (BIA-SWV) e o método de calibragdo externa.
Os métodos propostos foram desenvolvidos usando como eletrdlito de suporte H2SO4 0,1 mol
L e os parametros otimizados da SWV foram: potencial de condicionamento: -1,5 V durante
20 s; frequéncia: 60 s'; amplitude: 50 mV e incremento de potencial: 4 mV. No método
proposto empregando BIA-SWV, o volume e a velocidade de injecdo otimizados foram de 100
uL e 28 uL s}, respectivamente. Um terceiro método proposto para determinacdo simultinea
de PAR, PRO e CAF, o procedimento de andlise por inje¢do em batelada com detec¢do por
amperometria de multiplos pulsos (BIA-MPA) foi empregado. Trés pulsos de potenciais foram
selecionados para realizacdo da analise: +0,90 V /50 ms: apenas o PAR foi oxidado sem a
interferéncia dos outros dois compostos; +1,20 V /50 ms: oxida¢do do PAR e da PRO livre da
interferéncia da CAF; +1,60 V /50 ms: oxidacao dos trés compostos (PAR, PRO e CAF). A
seletividade na deteccdo da PRO e CAF foi obtida mediante subtragdo de correntes entre os
amperogramas adquiridos nos potenciais selecionados e o uso de fatores de corre¢dao (FCs).
Todos os procedimentos de andlise desenvolvidos mostraram-se estaveis (DPR < 4,1%) e
lineares (r > 0,997). O método empregando uma célula eletroquimica convencional apresentou
frequéncia analitica de 20 anélises h™! e limites de detec¢do de 0,005, 0,009 e 0,006 mg L™! para
PAR, PRO e CAF, respectivamente. Os métodos BIA-SWV e BIA-MPA apresentaram
frequéncia analitica muito superior: 80 e 75 analises h’!, respectivamente. Os limites de
detecgdo foram de 0,3, 0,2 e 0,3 mg L' (BIA-SWV) ¢ 0,2, 0,3 ¢ 0,1 mg L' (BIA-MPA) para
PAR, PRO e CAF, respectivamente.

Palavras-chave: Voltametria de onda quadrada (SWV). Amperometria de multiplos pulsos

(MPA). Analise por injecdo em batelada (BIA). Formulagdes farmacéuticas.



ABSTRACT

In this work we investigated the development of new analytical procedures for
simultaneous determination of paracetamol (PAR), propyphenazone (PRO) and caffeine (CAF)
in pharmaceutical formulations. Three methods was developed using of Square wave
voltammetry (SWYV), multiple pulse amperometry (MPA) and boron doped diamond (BDD)
with work electrode. Employing SWV, two analysis strategies were developed (I) Use of a
conventional electrochemical cell (stationary mode) and the standard addition method; (II) use
of batch injection analysis with detection by square wave voltammetry (BIA-SWV) and
external calibration method. The proposed methods were developed using H2SO4 0.1 mol L™
as supporting electrolyte and optimized parameters of the SWV: Conditioning potential: -1.5
V during 20 s; frequency: 60 s'; amplitude: 50 mV and step potential: 4 mV. In the proposed
method using BIA-SWYV, volume and speed of optimized injection were 100 uL e 28 uL s,
respectively. On the third method proposed for simultaneous determination of the PAR, PRO
and CAF, the batch injection analysis procedure with multiple pulse amperometry detection
(BIA-MPA) was employed. Three potentials pulses were selected for the analysis: +0.90 V/50
ms: only PAR was oxidized without the interference of the other two compounds; +1.20 V/50
ms: oxidation PAR and PRO without the interference of the CAF; +1.60 V/50 ms: oxidation of
the three compounds (PAR, PRO and CAF). The selectivity in the detection of PRO and CAF
was obtained by subtracting currents between the amperograms acquired in the selected
potentials and the use of correction factors (CFs). All developed analysis procedures remained
stable (RSD < 4.1%) and linear (r > 0.997). The method using a conventional electrochemical
cell showed an analytical frequency of 20 analysis h™! and limits of detection of 0.005, 0.009,
and 0.006 mg L' for PAR, PRO, and CAF, respectively. The BIA-SWV and BIA-MPA
methods presented higher analytical frequency: 80 and 75 analysis h™!, respectively. The limits
of detection were 0.3, 0.2, and 0.3 mg L' (BIA-SWV) and 0.2, 0.3, and 0.1 mg L' (BIA-MPA)
for PAR, PRO and CAF, respectively.

Keywords: Square wave voltammetry (SWV). Multiple pulse amperommetry (MPA). Batch

injection analysis (BIA). Pharmaceutical formulations.
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1. INTRODUCAO
1.1. Consideracgoes gerais

O controle de qualidade dos medicamentos ¢ de grande importancia para garantir sua
eficiéncia. Dessa forma, industrias farmacéuticas e 6rgaos governamentais de regulamentacao
tem recomendado o uso de métodos normatizados, tais como os descritos nas Farmacopeias.
Os métodos recomendados envolvem métodos cldssicos e instrumentais que visam

principalmente a quantifica¢do dos principios ativos em formulacdes farmacéuticas.

A técnica mais empregada no controle de qualidade de formulagdes farmacéuticas
contendo mais de um principio ativo ¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(GOROG, 2005). De forma geral os resultados obtidos com a técnica sdo de boa qualidade,
entretanto, o uso em andlises de rotina impdem algumas dificuldades, como alto custo tanto de
aquisicdo e manuten¢do (uso de solventes de alto grau de pureza) e geracdo de grande
quantidade de residuos. Além disso, um ntimero restrito de laboratdrios possui este tipo de
equipamento, o que se deve, principalmente, ao seu alto custo de aquisicdo, operagdo e

manutengdo. Assim, a operagao da técnica em laboratorios com infraestrutura minima ¢ restrita.

Dessa forma ha uma demanda constante por métodos que permitam o controle de
qualidade de farmacos que sejam de custo reduzido, com geragao minima de residuos quimicos,
alta frequéncia analitica e com a manuten¢do da qualidade dos resultados. Nesse contexto a
analise por injecdo em batelada (BIA, do inglés, “Batch Injection Analysis”) (WANG; TAHA,

1991) se torna uma boa alternativa, pois apresenta varias dessas caracteristicas.

1.2. Espécies quimicas estudadas
1.2.1. Paracetamol

O paracetamol (PAR) ou N-acetil-p-aminofenol ou acetaminofeno (Figura 1) ¢ um po
branco cristalino facilmente solivel em agua e em etanol. E um medicamento amplamente
utilizado no mundo como analgésico e antipirético, sendo geralmente empregado no alivio de
dores de cabega e outras dores menores em adultos e criancas. Também ¢ empregado no
tratamento de sintomas relacionados ao resfriado (CHANG et al., 2012; LOURENCAO et al.,
2009). E eficiente na reducio da febre, ndo é cancerigeno e ¢ utilizado como uma alternativa ao
uso da aspirina em muitos paises. Por se tratar de uma droga rapidamente metabolizada, seu

consumo normalmente ndo traz efeitos colaterais prejudiciais a satde (YIN et al., 2011).
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Entretanto, seu uso excessivo (4 g didrias) pode causar problemas sérios a satde, como
inflamacdo no pancreas, erupg¢des cutineas, doencas hepaticas e hepatotoxicidade fatal

(BOSCH et al., 2006; PRABAKAR; NARAYANAN, 2007).

CH,

OH

Figura 1. Formula estrutural do paracetamol.

O PAR esta presente em inimeras formulagdes farmacéuticas, em fungao disso, diversos
métodos analiticos sdo encontrados na literatura para sua quantificagdo em amostras bioldgicas,
farmacéuticas e d4guas, tais como: métodos espectrofotométricos (UV-Vis e IR),
espectrofluorimetricos, quimilumnescentes, cromatograficos, eletroforéticos e eletroquimicos

(BOSCH et al., 20006).

1.2.2. Cafeina

A cafeina (CAF) ou 1,3,7-trimetil-2,3,6,7-tetrahidro-1H-purina-2,6-diona (Figura 2) ¢
um alcaloide natural derivada do grupo das xantinas. E encontrada em varios tipos de comidas
e bebidas como cha, café, refrigerantes e chocolate. Apresenta muitos efeitos fisioldgicos, tais
como secrecdo de 4cido gastrico, diurese e estimulacdo do sistema nervoso central. Em
formulagdes farmacéuticas, devido a sua agao diurética, a cafeina geralmente ¢ encontrada com
outros farmacos, como anti-inflamatérios nio esteroides e analgésicos (LOURENCAO et al.,

2009; SVORC et al., 2012a).
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Figura 2. Formula estrutural da cafeina.

A CAF éum composto bastante popular pela sua presenca em diversos tipos de produtos
e também em varias formulagdes farmacéuticas. Para a determinagdo de CAF em amostras
farmacéuticas, café, cha, urina e refrigerantes, sdo encontrados na literatura diversos métodos
que permitem sua determinagdo. As técnicas ja empregadas para este fim foram a gravimetria,
espectrofotometria UV-Vis, cromatografia em camada delgada, cromatografia gasosa, HPLC,
eletroforese capilar, espectroscopia IR e eletroquimica (DE MARIA; MOREIRA, 2007;
SVORC, 2013).

1.2.3. Propifenazona

Propifenazona (PRO) ou 1,5-dimetil-2-fenil-4-(propan-2-il)-2,3-di-hidro-1H-pirazol-3-
ona (Figura 3) faz parte do grupo das pirazolonas, possui propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias e antipiréticas (MAZZARINO et al., 2010; SOPONAR et al., 2013). E
rapidamente absorvida pelo organismo e possui poténcia analgésica cerca duas vezes maior do
que a da aspirina quando administrada sozinha (em base por miligrama) (KIERSCH; MINIC,
2002). Combinada com paracetamol e cafeina apresenta atividade terapéutica mais eficiente
devido aos diferentes sitios ativos que essas drogas possuem, sendo essa combinagdo mais
eficiente do que ibuprofeno e acido acetilsalicilico quando administrados sozinhos (BURDAN,

2004; HALKA-GRYSINSKA et al., 2012). A CAF ¢é ainda conhecida por aumentar o efeito
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analgésico do PAR e PRO sinergicamente (KRAETSCH et al., 1996) e promover o alivio de
sintomas, como dor de cabega, dores musculares, neuralgia, dores nas costas, articulares,
reumatica, enxaqueca, dor de dente e dor menstrual. Essa combinagdo também ¢ eficaz no

controle da febre proveniente de infecgdo bacteriana ou viral. Com efeitos colaterais limitados,

¢ adequada para todas as idades (DELVADIYA et al., 2014).

H,C CH,

Figura 3. Formula estrutural da propifenazona.

A PRO ¢ encontrada geralmente combinada com PAR e CAF, em fung¢ao disso, poucos
métodos descritos na literatura fazem apenas a determinagdo de PRO. Os métodos
disponiveis empregam a cromatografia gasosa (BOSCH; DE VOS, 1979) e HPLC
(ROUAN et al., 1992).

Para a determinacao simultanea de PAR, PRO e CAF, alguns métodos foram localizados
na literatura. Entre os procedimentos empregados, podemos citar a cromatografica liquida
de alta eficiéncia (AVRAMOVA, 1989; DELVADIYA et al., 2014; ISSA; HASSOUNA;
ZAYED, 2012; SOPONAR et al., 2013), espectrofotometria UV-Vis (DINC; KOKDIL;
ONUR, 2001; DUMANOVIC; MARKOVIC; MUK, 1989; OZGUR; ALPDOGAN; ASCI,
2002; VIDAL; BARRALES; DIAZ, 2003), cromatografia capilar eletrocinética micelar
(EMRE; OZALTIN, 2007), eletrocromatografia planar pressurizada e cromatografia de
camada delgada de alto desempenho (HALKA-GRYSINSKA et al., 2012). Porém, até o
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momento, ndo existem na literatura métodos eletroquimicos para a determinacao simultanea

desses trés compostos.

1.3. Eletrodo de diamante dopado com boro

O eletrodo de diamante dopado com boro, (BDD, do inglés, “boron doped diamond”),
material a base de carbono de alta dureza e resisténcia mecanica vem sendo utilizado com
grande sucesso no desenvolvimento de varios métodos eletroquimicos de andlise aplicados a
diversos tipos de amostras (FREITAS et al., 2016; HASON et al., 2008; KONDO et al., 2013;
LOURENCAO et al., 2009; PETRUCCI et al., 2015; PINO et al., 2015; SARADA et al., 2000;
TEIXEIRA; SEDENHO; STRADIOTTO, 2015; ZHANG et al., 2015).

A produgdo do eletrodo de BDD ¢ realizada principalmente pela deposi¢ao quimica a
partir da fase vapor (CVD, do inglés, “chemical vapor deposition’’) ou pelo crescimento a alta-
pressdo/alta-temperatura (HPHT, do inglés “high-pressure/high-temperature”). O método
HPHT necessita de temperaturas acima de 1670 K e de pressdes da faixa de 5 x10°Pa. Ja o
método CVD trabalha a temperaturas da ordem de 1270 K e baixas pressdes que variam de
1000 a 10000 Pa. Atualmente, o método de crescimento de diamantes CVD € o mais utilizado,
por ser mais econdmico, difundido e permitir que o crescimento dos filmes de diamante sejam
feitos em varios substratos de tamanhos e formatos diferentes (DE BARROS et al., 2005;
PLESKOV, 2002). O desenvolvimento de novas técnicas que possibilitaram a criacao de filmes
de diamante sobre varios tipos de substratos diferentes, como grafite, silicio e carbono vitreo
fez com que o interesse no uso do diamante na eletroquimica aumentasse (CELI[; BUTLER,

1991; DECLEMENTS, 1996; FERREIRA; SILVA; CORAT, 2002).

O diamante puro ndo ¢ um material condutor de eletricidade, devido as suas
carateristicas isolantes (band-gap de 5 eV e resistividade da ordem de 1 x10' Q cm).
Entretanto, quando devidamente dopado passa a se tornar um material condutor, e portanto,
promissor para ser utilizado como eletrodo (SWAIN, 2007). O boro ¢ o dopante mais utilizado
para produzir eletrodos de diamante (semicondutor tipo p) e isso se deve ao fato de o boro
apresentar energia de ativagdo mais baixa como transportador de carga (0,37 eV) (KRAFT,

2007).

O método CVD ¢ baseado na disposi¢ao de um filme de diamante sobre varios tipos de

substratos diferentes por meio da ativacdo de uma fase gasosa introduzida em um reator
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(reatores com ativagao por filamento quente de tungsténio ou por plasma de micro-ondas, dentre
outros). Geralmente, o reagente gasoso utilizado ¢ o metano (diluido em hidrogénio). Porém,
outras substancias organicas podem ser usadas como fonte de carbono, como metanol, acetona
e etanol. Os dopantes mais empregados sao o boro e seus derivados, como B>Hs, que por nao
possuir carbono ou oxigénio em sua composicao, evita a inclusdo de outros elementos dentro
do reator além de ser mais facilmente encontrado, porém, ¢ altamente toxico, explosivo e
reativo. Outros dopantes geralmente utilizados sao trimetilborato e B2O3 (que ¢ o mais comum),
mas antes devem ser solubilizados em acetona ou metanol (DE BARROS et al., 2005; KRAFT,
2007).

As propriedades dos filmes de diamante variam de acordo com a concentragao de boro,
que deve ser ao menos 1x 10" dtomos cm™. A resistividade dos filmes de diamante varia de
acordo com a concentragdo de boro que pode variar de 10* Q cm (para uma concentragio de
boro préxima a 10'® 4tomos cm™) até décimos de Q cm (para uma concentragio de boro

préxima a 10%! atomos cm™) (PLESKOV, 2000).

Os filmes de diamantes quando preparados apresentam terminagdes superficiais em
hidrogénio (KRAFT, 2007; SWAIN; ANDERSON; ANGUS, 1998), o que se deve a atmosfera
contendo hidrogénio durante o processo de producao. Essa superficie terminada em hidrogénio
(apolar) faz com que o eletrodo apresente carater hidrofobico (KRAFT, 2007; MARTIN, 1996,
1999) e um potencial de banda quase independente do pH (RAO et al., 1999).

O eletrodo de BDD apresenta varias caracteristicas que o diferem dos outros eletrodos
a base de carbono, como: corrente de fundo baixa e estavel ao longo de uma faixa ampla de
potenciais, ampla faixa de potencial de trabalho em meio aquoso, alta sensibilidade, resisténcia
a corrosdo, baixa adsor¢ao molecular e cinética de transferéncia de elétrons relativamente
rapida para varios sistemas redox sem prévio tratamento convencional (polimento)
(MEDEIROS et al., 2008; NOTSU et al., 2000; PANIZZA; CERISOLA, 2005; SUFFREDINI
et al., 2004; SWAIN; ANDERSON; ANGUS, 1998; TERASHIMA et al., 2003).

Em 1987, PLESKOV et al. descreveram, pela primeira vez, o comportamento
eletroquimico de filmes de diamante demostrando que estes ndo eram tao eletroquimicamente
inertes quanto se acreditava. Neste trabalho pode ser observado que as propriedades superficiais
do eletrodo de BDD podem ser sensivelmente alteradas por pré-tratamento. A partir desse
estudo, o comportamento eletroquimico do eletrodo de BDD tem sido muito estudado em

funcdo das alteragdes impostas a sua superficie; por tratamentos eletroquimicos catddicos e
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anddicos (GOETING et al., 2000; GRANGER, 1999; NOTSU et al., 2000; RAMESHAM,
1998; SWAIN, 2007; TERASHIMA et al., 2003).

Quando o eletrodo de BDD recebe tratamento anodico, a superficie terminada em
hidrogénio ¢ alterada para oxigénio, pois ha um aumento da relagdo O/C na superficie do filme,
o que faz com que a cinética de transferéncia de carga de alguns pares redox se torne mais lenta,
como por exemplo, os pares [Fe(CN)s] > e [IrCls] >3 (DE BARROS et al., 2005). Para essas
espécies, a reversibilidade da reagdo de transferéncia de carga aumenta com a diminui¢do do
pH, o que indica que pode haver grupos carboxila negativamente carregados na superficie do
filme, o que leva a diminui¢do da reversibilidade da reacdo de transferéncia eletronica por

exclusdo de carga (GRANGER, 1999).

Frequentemente, a resposta eletroquimica do BDD ¢ dependente do pré-tratamento
realizado na sua superficie. Ha alguns trabalhos que relatam o uso preferencial do tratamento
anddico (FISHER et al., 1998; PERRET et al., 1999), porém, outros trabalhos reportam que o
tratamento catodico (MAHE; DEVILLIERS; COMNINELLIS, 2005; SUFFREDINI et al.,
2004) melhora de forma significativa a reversibilidade e transferéncia de carga para alguns
pares redox. Dessa forma, a escolha do pré-tratamento a ser utilizado dependera da espécie

quimica estudada.

1.4. Analise por injecao em batelada (BIA)

A andlise por injecdo em batelada (BIA, do inglés, “batch injection analysis”) é um
procedimento analitico apresentada na literatura na década de 90 (WANG; TAHA, 1991). O
procedimento foi proposto para ser usado em analises simples e rapidos que envolvem a inje¢ao
de uma pequena aliquota de amostra ou solu¢do padrao (geralmente de 50 a 150 pL) com o
auxilio de uma micropipeta (geralmente eletronica) sobre a superficie do eletrodo de trabalho

que estd imerso em um grande volume de solucao inerte (detecgdo eletroquimica).

A Figura 4 mostra o esquema de uma célula BIA adaptada para o uso do eletrodo de
BDD. A injecdo da solugdo ¢ feita na posicao oposta ao eletrodo de trabalho (configuracao
“wall-jet”). O sistema pode ainda ser operado com ou sem a agitagdo da solu¢@o no interior da

cé¢lula (PEREIRA et al., 2012).
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Figura 4. Esquema de uma célula BIA adaptada para o uso do eletrodo de BDD.

A passagem da espécie analitica sobre a superficie do eletrodo de trabalho resulta em

sinais transientes (picos), onde os conceitos envolvendo um sistema BIA com detecgao

eletroquimica podem ser explicados pelas etapas apresentadas na Figura 5:
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Figura 5. Etapas de operagdo de um sistema BIA com detecgao eletroquimica (amperometria)
e respectivo pico transiente obtido (A) antes da injecao (B) durante a inje¢do (C) final da inje¢ao

(D) dispersao (E) equilibrio final.

Antes da injecdo da solugdo contendo a espécie estudada observa-se uma corrente
residual constante gerada a partir do eletrolito inerte e aplicagdo de um potencial (Figura SA).
Quando ocorre a inje¢do da solugdo sobre o eletrodo de trabalho (Figura 5B), ha um rapido
aumento da corrente faradaica até chegar em um valor maximo (Figura 5C). A magnitude da
corrente observada € proporcional a concentracdo da solu¢do injetada, se esta se encontra na
faixa linear de resposta. Apds a injecao ocorre uma queda do sinal em dire¢do a linha de base
(Figura 5D) até atingir o equilibrio existente antes da injecdo (corrente residual; Figura SE). O
retorno da corrente ao patamar da linha de base antes da injecdo pode ser acelerada através do

uso de agitacdo mecanica da solugdo no interior da célula BIA (PEREIRA et al., 2012).

Na operacao do sistema BIA, parametros como velocidade e volume de injecao
necessitam ser reprodutiveis. Para este fim, a utilizagdo de pipetas eletronicas com dispensacao
programavel (WANG et al., 1992) possibilita que esta operagdo tenha alta reprodutibilidade.

Porém, seringas de insulina descartdveis ou pipetas manuais podem ser utilizadas em



24

substitui¢do as pipetas eletronicas. Neste caso € necessario utilizar um padrao interno adequado
para corrigir eventuais erros causados por variagdes no volume e velocidade de injecdo da

solucao (GIMENES et al., 2012).

O sistema BIA apresenta diversas vantagens em relacdo a outras técnicas analiticas, tais
como: uso de instrumenta¢do de baixo custo (aquisicdo e manuten¢do), baixo consumo de
reagentes € amostras € consequentemente, pequena geracao de residuos, frequéncia analitica
elevada e sistema estavel e reprodutivel. Quando o sistema BIA ¢ combinado com deteccao
eletroquimica (amperometria, potenciometria ou voltametria), outras vantagens podem ser
obtidas em relagdo a seletividade, sensibilidade e facilidade de uso em laboratorios com
infraestrutura minima ou ainda em andlises em campo (TORMIN et al., 2014). Porém, o sistema
BIA também apresenta limitagdes relacionadas a automacdo e procedimentos de

derivatizacdo/diluicdo em linha.

O sistema BIA pode ser associado a diferentes tipos de detec¢ao, tais como calorimetria
(THAVARUNGKUL et al, 1999), espectrofotometria (WANG; ANGNES, 1993),
fluorescéncia (WANG; RAYSON; TAHA, 1992), potenciometria (FERNANDES et al., 1998),
amperometria (BRETT; BRETT; MITOSERIU, 1995) e voltametria (BRETT; BRETT;
MITOSERLU, 1994). Entre essas técnicas, a amperometria ¢ a que vem sendo mais empregada
com a utilizacdo de diferentes tipos de materiais como eletrodos de trabalho (BRETT;

MATYSIK; VIEIRA, 1997; QUINTINO et al., 2005; QUINTINO; ANGNES, 2004a).

1.5. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés “square-wave voltammetry”) é uma
das técnicas de pulso mais rapidas e sensiveis. A técnica ¢ muito usada em analises quimicas,
no entanto, estudos cinéticos ¢ de mecanismos de reagdes redox que ocorrem no eletrodo de

trabalho também sdo possiveis (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

Na SWV ¢ aplicada ao eletrodo de trabalho uma onda quadrada simétrica de amplitude
a (amplitude do pulso de potencial) sobreposta a uma rampa de potencial na forma de escada
com incrementos (AEs) e tempo de aplicacdo (1) definidos, como apresentado na Figura 6. A
corrente ¢ amostrada duas vezes, uma ao final do pulso direto, quando a dire¢do do pulso € igual
a direcao da varredura, e outro ao final do pulso reverso, onde a direcao do pulso ¢ contraria a

direcao da varredura, como mostrado na Figura 7. O sinal € obtido como uma intensidade da
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corrente resultante diferencial (Ai = i¢ - i) (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003;
PACHECO et al., 2013).

----------

Potencial

Tempo

Figura 6. Forma de aplicagdo do potencial na varredura por onda quadrada. Adaptado de
WANG, 2006.
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Figura 7. Voltamogramas esquematicos de onda quadrada para um processo redox (A) sistema

reversivel e (B) sistema irreversivel. Adtaptado de DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003.

Como o intervalo entre o pulso direto e reverso ¢ pequeno, a corrente capacitiva ¢
relativamente constante nesse intervalo e, dessa forma, o calculo da diferenca entre a resposta
do pulso direto e reverso anula de forma efetiva as contribuicdes capacitivas.
Consequentemente, velocidades de varredura mais elevadas podem ser utilizadas na SWV, pela
forma eficiente pela qual a corrente de fundo ¢ subtraida a partir da forma de aquisicdo da
corrente. Outra caracteristica bastante importante da SWV ¢ a possibilidade de obtencdo de
informacdes precisas em relacdo ao mecanismo redox do sistema eletroquimico em estudo
observando os sinais das varreduras direta e reversa e velocidades de varredura (ZACHOW SKI;

WOIJCIECHOWSKI; OSTERYOUNG, 1986).

A SWYV apresenta outra importante vantagem que € a possibilidade de realizar anélises
sem a necessidade de remover previamente o oxigénio da solu¢do quando este ndo interfere de
forma direta na reacdo eletrdédica em estudo. Isso ocorre porque na regido de corrente limitante
para a reducao do oxigénio, a contribuicao dos pulsos direto e reverso sdo iguais levando a uma
corrente liquida igual a zero. Outro motivo ¢ que durante uma varredura de potenciais negativos
no sentido positivo, a elevada velocidade de varredura limita o tempo para que espécies

eletroativas de oxigénio difundam para a superficie do eletrodo, (BARD; FAULKNER, 1944).

A SWV com redissolucao anodica associada a sistemas BIA vem sendo utilizada com
sucesso para a determinacao de metais (BRETT; BRETT; TUGULEA, 1996a, 1996b; BRETT;
FUNGARO, 2000; BRETT; MORGADO, 2000). Também siao encontrados na literatura
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trabalhos de determinagio de moléculas organicas (OLIVEIRA et al., 2016; SIMOES; VAZ;
BRETT, 2007) empregando BIA-SWV.

A Figura 8 mostra um esquema de como geralmente ocorre a analise em um sistema
BIA-SWYV. (A) um potencial de condicionamento (opcional) ¢ aplicado ao eletrodo de trabalho.
Durante essa etapa, para maior eficiéncia, a solu¢do dentro da célula BIA normalmente ¢
agitada; (B) uma aliquota de solugdo amostra ou padrao (~100 puL) ¢ injetada sobre a superficie
do eletrodo de trabalho com solugdo no interior da célula no estado estacionario (a aliquota
injetada permanece junto ao eletrodo); (C) apos a inje¢cdo, uma varredura por SWV ¢ realizada
na faixa de potencial selecionada; (D) a solugdo no interior da célula BIA ¢ agitada novamente

para que a aliquota injetada seja removida da superficie do eletrodo. Apos essa etapa um novo

procedimento de analise pode ser realizado.

Figura 8. Esquema mostrando um procedimento de anélise com o sistema BIA-SWV: (a)
eletrodo de referéncia; (b) eletrodo auxiliar; (¢) ponteira da micropipeta; (d) micromotor DC.
Os estagios do procedimento sdo: (A) Etapa de condicionamento; (B) etapa de injecdo; (C)
aplicagdo da SWV; (D) sistema BIA-SWV pronto para uma nova injecdo. Adaptado de
OLIVEIRA et al., 2016.

1.6. Amperometria

Um sensor amperométrico pode ser também considerado um sensor voltamétrico para
um determinado potencial aplicado fixo (BRETT; BRETT, 1996). Enquanto um sensor
voltamétrico registra varios pontos em uma regiao selecionada do perfil corrente-potencial, o
sensor amperométrico ¢ mantido em um potencial constante em funcdo do tempo
(amperometria convencional) onde os compostos eletroativos podem ser oxidados ou reduzidos

na interface eletrodo/solucao.
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Este tipo de detecgao ¢ amplamente utilizada, conforme pode ser verificado na literatura
(BURATTI, BRUNETTI; MANNINO, 2008; HSU; CIOU; CHEN, 2008; JIA et al., 2008;
RICHTER et al., 2004; ZHANG et al., 2009). Porém, determinagdes simultaneas de compostos
eletroativos em potenciais redox distintos (AE > 0,1 V) (HAGHIGHI et al., 2007) somente
podem ser realizadas utilizando a técnica de amperometria a potencial constante se mais de um
eletrodo de trabalho for empregado na deteccdo (MATOS et al., 2000; PAIXAO; MATOS;
BERTOTTI, 2003; THANGARAJ et al., 2014).

A amperometria convencional apresenta elevada sensibilidade, pois permite a aquisi¢ao
de correntes faradaicas muito baixas (e, portanto, a deteccao de baixas concentragdes) devido a
baixa corrente capacitiva gerada nesta condi¢do. Entretanto, existe a possibilidade de ocorrer a
contaminagdo (adsor¢do de alguns compostos, produtos de reacdo e/ou impurezas) e/ou
passivagdo da superficie do eletrodo de trabalho. Assim, a taxa de transferéncia de carga entre
o eletrodo e a espécie analitica de interesse pode variar com o tempo e causar perdas na
repetibilidade em andlises sucessivas (DE CARVALHO et al., 2004). Portanto, procedimentos
de limpeza da superficie do eletrodo de trabalho (mecanica ou eletroquimica) necessitam ser
realizados constantemente para a obten¢do de resultados reprodutivos durante a analise

(CHAILAPAKUL et al., 2006).

Algumas alternativas para evitar a contaminac¢ao de eletrodos ja foram estudadas, tais
como a adicdo de EDTA ao eletrdlito de suporte (DE CARVALHO et al., 2004), uso de
eletrodos modificados (HAGHIGHI et al., 2007, PEDROSA; LOWINSOHN; BERTOTTI,
2006) ou a constante renovacao da superficie do eletrodo ("on line") (CATARINO et al., 2003).
A utilizagcdo do sistema BIA associado a deteccdo amperométrica, pode em muitos casos
minimizar o problema da contaminagdo da superficie do eletrodo, porque geralmente pequenos
volumes de amostras sdo injetados (alguns microlitros). Dessa forma a contaminagdo pode levar
mais tempo para ocorrer, ja que a amostra ndo permanece o tempo todo em contato com o

eletrodo (sinais transientes) (GIMENES, 2009).

Outra alternativa para contornar problemas de contaminacio do eletrodo de trabalho ¢
utilizar a amperometria de modo pulsado, sendo as mais comuns, a detec¢do amperométrica
pulsada (PAD, do inglés, "Pulsed Amperometric Detection") e amperometria de multiplos
pulsos (MPA, do inglés, "Multiple Pulse Amperometry"). As técnicas amperométricas pulsadas
conseguem contornar a limitacdo da deteccdo amperométrica convencional em relagdo a
estabilidade do sinal eletroquimico durante as analises. Isso ¢ possivel porque a limpeza

eletroquimica do eletrodo pode ser feita periodicamente com a aplicacdo (de forma alternada e



29

ciclica) de pulsos de potenciais em fun¢ao do tempo com o objetivo de realizar a limpeza e/ou
recondicionamento da superficie do eletrodo (diminuindo ou evitando a contaminagdo). Na
técnica PAD, o niimero de pulsos de potenciais aplicaveis varia de 2 a 6 (varia conforme o
fabricante do equipamento e programa de aquisi¢do e controle), entretanto, a aquisicdo da
corrente ¢ normalmente possivel em apenas um pulso de potencial. A MPA, entretanto, permite
a aplicacdo de até 10 pulsos de potenciais e permite a aquisi¢ao da corrente em fungao do tempo
para cada um dos pulsos de potenciais aplicados (obtengao simultanea de até¢ 10 amperogramas;
programa GPES — Metrohm Autolab). Dessa forma empegando um unico eletrodo de trabalho
¢ possivel fazer determinagdes simultaneas utilizando a técnica MPA na detec¢do. (SANTOS

etal., 2011).

Virias estratégias diferentes podem ser adotadas dependendo da natureza dos
compostos oxidados e/ou reduzidos no eletrodo de trabalho para determinacdo simultanea de
duas espécies empregando a técnica de MPA. O procedimento pode ser implementado em FIA
ou BIA. A forma mais comum ¢ a aplicacao de dois pulsos de potenciais (E1 e E2) e a aquisi¢ao

de dois amperogramas distintos "simultaneamente":

* No potencial E;, somente uma das espécies ¢ reduzida ou oxidada, sendo o sinal de
corrente proporcional a concentracdo desta espécie (sem a interferéncia da outra
espécie).

= No potencial E», ambas as espécies sao oxidadas ou reduzidas.

A corrente proveniente da espécie que somente ¢ oxidada em E; pode ser obtida
mediante subtragdo da corrente detectada em E; sem (MEDEIROS et al., 2010;
SURAREUNGCHAI; DEEPUNYA; TASAKORN, 2001) ¢ com (PEREIRA et al., 2014;
SILVA etal., 2011; TORMIN et al., 2012) o uso de um fator de corre¢do (FC). Porém o uso do
FC ¢ mais comum, porque os valores de correntes da espécie detectada nos dois pulsos de
potenciais geralmente ndo sdo iguais. Este procedimento pode ser realizado em sistemas FIA
(SILVA etal.,2011) ou BIA (DA SILVA etal., 2011). Ha também a possibilidade de aplicagdo
de trés pulsos de potenciais (E1, E> € E3) com a mesma finalidade do anterior, porém um dos
compostos que sofre oxidacdao no E> sofre redu¢do em E; e pode ser seletivamente detectado
no terceiro potencial aplicado (E3) (DOS SANTOS et al., 2008, 2009). A técnica MPA acoplada
a sistemas FIA ou BIA também permite a aplicagdo de um pulso de potencial adicional para
prevenir a contaminagdo/passivagao do eletrodo de trabalho (limpeza eletroquimica constante).
O procedimento ¢ similar ao que ocorre na PAD, porém, neste caso (MPA), a aquisi¢do de

corrente nao se restringe a um potencial apenas (limitagdo do software).
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A determinacdo de trés compostos simultaneamente também ja foi demostrada
empregando BIA-MPA (FREITAS et al., 2016). Neste trabalho foi desenvolvido um método
para a determinagdo simultanea de 8-cloroteofilina, piridoxina e difenidramina. Nesta analise,
uma sequéncia de trés pulsos de potenciais (+1,25 V, +1,60 V e +1,80 V /50 ms) foram
aplicados ao eletrodo de trabalho e obtidos trés amperogramas distintos. A 8-cloroteofilina foi
detectada seletivamente no potencial de +1,25 V, piridoxina e 8-cloroteofilina foram detectadas
simultaneamente em +1,60 V e os trés compostos foram detectados simultaneamente em +1,80
V. Para a obtengdo da corrente proveniente da oxidagdo da piridoxina e difenidramina foi
realizada a subtragdo da corrente detectada nos trés potenciais (com a ajuda de FCs). Outros
trabalhos que demonstram a possibilidade da determinacdo de trés espécies empregando MPA

também podem ser encontrados na literatura (CHAVES et al., 2015; PEREIRA et al., 2016).

Aspectos tedricos que envolvem a deteccdo utilizando a MPA sdo pouco divulgados na
literatura, o que contribui para a pequena quantidade de trabalhos publicados que empregam
essa técnica. No entanto pode ser encontrado na literatura um artigo de revisao (SANTOS et
al., 2011) onde alguns conceitos tedricos sobre essa técnica sdo abordados, além das
potencialidades (determinagdo simultanea, analises indiretas, limpeza eletroquimica, inser¢ao

de padrao interno para corre¢do de variaveis do sistema em fluxo, etc.) que a técnica apresenta.

Na técnica MPA quando pulsos de potenciais sao aplicados alternadamente, a corrente
amperométrica monitorada ¢ governada por dois componentes de corrente, a corrente
capacitiva, ic (referente ao carregamento da dupla camada elétrica quando um potencial ¢
aplicado e ndo envolve a ocorréncia de reagdo quimica) e a corrente faradaica, ir (referente a
transferéncias de elétrons que ocorrem na interface eletrodo-solu¢cdo) (BARD; FAULKNER,
1944). Quando hé na solugdo espécies que podem ser oxidadas ou reduzidas no eletrodo hé a
geragdo da ir. Dessa forma, na detecgdo amperométrica de multiplos pulsos associada a um
sistema de analise por inje¢do em fluxo ou batelada com a solug@o no interior da célula sob
agitacdo (BIA), quando apenas a solugdo carregadora inerte estiver passando sobre o eletrodo
de trabalho, a magnitude de ir dependera da concentracdo de impurezas eletroativas presentes
na solugdo, que em geral sdo baixas (mantido outros parametros constantes). A magnitude da
ic depende da amplitude do pulso de potencial e do tempo de aplicagdo. A ic serd diretamente
proporcional a amplitude do pulso e inversamente proporcional ao tempo de aplicagdo do pulso
de potencial. Quando a zona da amostra contendo uma espécie eletroativa passar através da
célula eletroquimica, a magnitude de ir sera governada pela concentracdo da espécie analitica

que chega a superficie do eletrodo de trabalho.
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A dependéncia da ir e de ic com o tempo de aplicacdo do pulso de potencial sdo
diferentes. A ic ¢ alta no inicio da aplicagdo do pulso de potencial, mas diminui
exponencialmente com o tempo de aplicacdo do pulso. Em uma solucdo que contém uma
espécie analitica eletroativa, a dependéncia da corrente faradaica com o tempo de aplicacao do

pulso depende das condi¢des do transporte de massa da espécie analitica em diregdo ao eletrodo.

A MPA acoplada a sistemas FIA ou BIA apresenta grande potencial para o
desenvolvimento de novos métodos de analise, uma vez que apresenta varias caracteristicas
vantajosas, como custo reduzido, boa reprodutibilidade, seletividade e sensibilidade, tempo

reduzido de analise e simplicidade de execugdo.
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2. OBJETIVOS DO TRABALHO

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de métodos simples, rapidos e de
baixo custo e sem etapas complexas de preparacao de amostras para a determinagdo simultanea
de PAR, PRO e CAF em formula¢des farmacéuticas empregando a voltametria de onda
quadrada (SWV) ou a amperometria de multiplos pulsos (MPA). Trés métodos distintos foram
desenvolvidos: (I) Utilizando a SWV associada a célula eletroquimica convencional (modo
estacionario); (IT) utilizando a voltametria de onda quadrada associada a um sistema de analise
por inje¢do em batelada (BIA-SWV); (III) utilizando a amperometria de multiplos pulsos

associada a analise por injecdo em batelada (BIA-MPA).
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Instrumentac¢io
3.1.1. Deteccao eletroquimica

As medidas voltamétricas e amperométricas foram realizadas utilizando um
potenciostato/galvanostato ptAUTOLAB Tipo III ou 128N (Eco Chemie, Utrecht, The
Netherlands - Metrohm;) interfaceado e controlado por um computador através do software

GPES 4.9.007.

3.1.2. Eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar

Neste trabalho foi utilizado eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) com area
geométrica de 0,18 cm? como eletrodo de trabalho. O BDD foi adquirido da empresa Adamant
Technologies SA, La Chaux-de-Fonds, Sui¢a (atualmente chamada NeoCoat SA - La Chaux-
de-Fonds, Suica). Trata-se de uma placa a base de silicio (0,7 x 0,7 cm) com espessura de
aproximadamente 1,2 mm coberta com fino filme de diamante (1,2 um) com nivel de dopagem
de boro de 7000 a 8000 ppm. Diariamente, antes do inicio da realizagdo das medidas
eletroquimicas, o eletrodo de BDD foi submetido a um processo de limpeza e/ou ativagao

eletroquimica. Estes procedimentos de limpeza podem ser realizados de duas formas:

= Ativacdo anddica — Aplicacdo de corrente de +0,01 A em meio de solucdo de tampao

Britton-Robinson 0,1 mol L! (pH = 2,0);

» Ativacdo catodica — Aplicagdo de corrente de -0,01 A em meio de solugdao de H2SO4

0,1 mol L.

Estes procedimentos sdo similares aos encontrados na literatura (SALAZAR-BANDA
et al., 2006; TERASHIMA et al., 2003) e tinham duragdo de aproximadamente 16 minutos
quando apenas a ativacdo catddica era realizada e 30 minutos quando ambas as ativagdes eram
realizadas. A ativacdo catddica foi realizada diariamente previamente ao uso do eletrodo. Ja a
ativacdo anodica foi realizada apenas quando era observada em voltametria ciclica (0,0 a 1,4

V; 50 mV s!) em meio de H>SO4 0,1 mol L' uma corrente de fundo que superava 10 pA.

Em todos os experimentos utilizou-se um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI(KClsa),

preparado no proprio laboratoério por meio da deposigdo de AgCl sobre um fio de Ag através da
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aplica¢do do potencial de +0,3 V em meio a uma solugdo de HC1 0,10 mol L durante 1,0
hora (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996). Um fio de platina foi utilizado como eletrodo

auxiliar.

3.1.3. Células eletroquimicas

Uma célula eletroquimica de polipropileno com didmetro externo de 5 cm, diametro
interno de 3,5 cm, altura de 4,5 cm e com volume total de 25 mL foi utilizada nas medidas
voltamétricas estaciondrias (voltametria ciclica e SWV). Na parte inferior da célula, o eletrodo
de trabalho de BDD (0,7 cm x 0,7 cm) foi posicionado com a utilizagdo de um anel de borracha
(O-ring, 0,18 cm?) e fixado com o auxilio de uma placa metalica (contato elétrico) e parafusos,

como mostrado na Figura 9.

(A) (B) (C)

Figura 9. (A) Esquema de fixacdo e contato elétrico do eletrodo de BDD na célula
eletroquimica convencional. (B) Vista frontal da célula eletroquimica (modo convencional ou
estaciondrio); (C) Vista superior da célula com o eletrodo de BDD posicionado no fundo da

mesma (area geométrica definida pelo O-ring).

Os estudos em BIA foram realizados utilizando-se uma célula eletroquimica cilindrica
de vidro construida no proprio laboratorio (TORMIN et al., 2011). A célula eletroquimica
apresenta diametro interno de 6,3 cm, altura de 7,8 cm e volume total de 200 mL. Duas tampas
de polietileno foram fixadas nas duas extremidades do cilindro de vidro. A tampa de polietileno

posicionada na parte inferior da célula continha apenas um orificio posicionado no centro com
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didmetro = 5 mm (4rea = 0,2 cm?), onde um O-ring ¢ o eletrodo de BDD foram posicionados
de modo semelhante ao descrito na célula utilizada nas medidas voltamétricas estacionarias
(convencional). A tampa da parte superior da célula continha quatro orificios para posicionar
os eletrodos de referéncia, auxiliar, um para o sistema de agitagao da solugao no interior da
célula BIA (sendo este opcional) e ainda um no centro da tampa para posicionar a ponteira da
micropipeta eletronica (injecao de solucdo). A célula foi construida de forma que a ponteira da
micropipeta ficasse a uma distancia de 2 mm do eletrodo de BDD durante a injegdo
(QUINTINO; ANGNES, 2004b). Na Figura 10 ¢ mostrada a imagem da célula BIA usada neste
trabalho.
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Figura 10. (A) Esquema de uma célula BIA e (B) Imagem da célula BIA usada nos estudos.

O sistema de agita¢do da solugdo ¢ composto por um micro motor DC de 12 V (usado
em secador de cabelo ou brinquedos elétricos), construido no proprio laboratério (PEREIRA et
al., 2012), onde uma haste de teflon foi adaptada ao eixo deste micro motor. A velocidade de
agitacdo foi controlada através de uma fonte universal de tensdo variavel de 3 a 12 V (700 a
4000 rpm), sendo que a velocidade de agitagdo aumentava com o aumento da voltagem
selecionada. Nas injecdes das solucdes no sistema BIA foi utilizada uma micropipeta eletronica

(Eppendorf® Multipette stream) que permite a injecio de volumes entre 10 a 1000 pL, usando
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um combitip (ponteira) de 1 mL com velocidades de injegdo de 28 a 350 pL s™'. A Figura 11
apresenta as imagens do micromotor, da fonte universal de tensdo variavel e da micropipeta

eletronica utilizadas no trabalho.

Fonte de tenséo | )‘[

icro motor

——— Haste de teflon Ponteira

Figura 11. Sistema de agitacdo para a célula BIA e micropipeta eletronica usada no

procedimento de inje¢do do sistema BIA.

3.1.4. Analises comparativas por cromatografia liquida

Os resultados obtidos na analise de amostras farmacéuticas contendo PAR, PRO e CAF
pelos métodos propostos foram comparados com os obtidos por HPLC. Nestas analises foi
utilizado o equipamento Shimadzu LC-10 VP com detector UV-Vis (SPD — 10AV), coluna
cromatografica com fase estacionaria Cig (Phenomenex, 250 mm x 4.60 mm, 5 pum), bomba de
duplo pistao LC-10AD-VP e injetor manual com al¢a de amostragem de 20 pL. A fase mdvel
era composta por metanol e a4gua na proporcao 55:45 (v/v). O comprimento de onda fixado para
a determinagio dos trés compostos foi de 260 nm e a vazdo da fase movel foi de 1,0 mL min™,

adaptado de DINC; KOKDIL; ONUR, 2001.
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3.2. Solucgdes, reagentes e preparacio das amostras

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas em agua deionizada obtida de sistema de
purificagao (Millipore Direct-Q3) com resistividade superior ou igual a 18 MQ cm. A Tabela 1

apresenta todos os reagentes utilizados neste trabalho com sua respectiva procedéncia e pureza.

Tabela 1. Reagentes usados neste trabalho e sua respectiva procedéncia

Reagente Procedéncia Pureza
Acido acético Synth 99,7%
Acido bérico Sigma-Aldrich P.A

Acido fosforico Synth 85%
Acido sulfurico Vetec 98%
Cafeina (CAF) Synth P.A
Etanol Vetec 99,5%
Hidroxido de sodio Vetec P.A
Metanol Vetec 99,8%
Paracetamol (PAR) Synth P.A
Propifenazona (PRO) Sigma-Aldrich 99%

As solugoes estoque de PAR, PRO e CAF foram preparadas a partir da dissolucao de
quantidades adequadas de seus sais em etanol, para a obtencdo de solugdes com concentragdo
final de 1510 mg L, 460 mg L' ¢ 970 mg L', respectivamente. A preparagio das solugdes
estoque em etanol foi necessaria devido a baixa solubilidade da PRO em agua. Posteriormente,
todas essas solugdes foram diluidas de forma apropriada em eletrolito de suporte composto por

H>S04 0,1 mol L.

Ja a solugdo de tampao Britton-Robinson utilizada nos estudos por voltametria ciclica
foi preparada pela mistura de 4cidos acético, fosforico e borico, todos em concentragdo de 0,04
mol L!. A concentracdo final deste eletrolito foi estimada em 0,12 mol L', considerando-se a
soma das concentragdes dos componentes do tampdo. Os pHs das solugdes tampao Britton-

Robinson foram ajustados com NaOH 1,0 mol L™!.

As amostras farmacéuticas contendo PRO, PAR e CAF como principios ativos foram
adquiridas em farmacias locais (Uberlandia - MG) na forma de comprimidos. Na andlise dessas

amostras, 4 comprimidos foram pesados e triturados até a obteng¢ao de um poé fino e homogéneo.
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Posteriormente, uma quantidade adequada do pé obtido foi dissolvida em etanol para preparo
da solugdo de estoque. Em seguida aliquotas dessa solugdo foram diluidas no eletrdlito de

suporte para posterior analise.

3.3. Procedimentos empregados no calculo de alguns parametros analiticos
3.3.1. Limite de deteccao

O limite de deteccao (LD) ¢ definido como a quantidade minima de uma espécie que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as condigdes experimentais
estabelecidas pelo método (SKOOG; WEST; HOLLER, 1997). O LD foi calculado pela

equacao 1:

3xDPb

LD = == (1)

Onde, DPD ¢ o desvio padrdo do branco (n = 10) e b ¢ a sensibilidade (inclinag¢do) da curva de

calibracao.

3.3.2. Limite de quantificacio

O limite de quantificagdo (LQ) ¢ definido como a menor concentragdo da espécie
analitica que pode ser quantificada com exatiddo (concordancia com o valor verdadeiro
correspondente) e precisdo (proximidade entre medidas sucessivas na mesma amostra)
aceitaveis na amostra por meio das condi¢des experimentais adotadas (BRITO et al., 2003). O
LQ foi calculado pela equagao 2:

10 x DPb
b

LQ = 2

3.3.3. Repetibilidade

E definida como o grau de concordancia entre os resultados de medidas sucessivas de
uma mesma amostra ¢ devem ser executadas sob as mesmas condi¢des de medi¢ao, chamadas

de condicdes de repetitividade (INMETRO, 2007), que sdo:

* Mesmo procedimento de medigao;
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=  Mesmo analista;
*  Mesmo equipamento;
=  Mesmo laboratoério;

= Repeticdes das medidas em curto intervalo de tempo.

A repetibilidade do método € verificada em uma faixa de concentragdo que esta dentro
do intervalo linear do método podendo ser expressa como desvio padrdo ou desvio padrdo

relativo de uma série de medidas. O desvio padrio relativo € calculado pela equagéo 3:
DPR (%) = Dxﬁ x100 (3)

Onde:

DPx ¢ o desvio padrédo da concentracdo encontrada.

X é a média das medidas de concentragdo encontrada.

3.3.4. Especificidade e seletividade

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas com a detec¢do. O método que
fornece resposta para apenas uma espécie analitica é chamado especifico. Um método que
produz respostas para mais de um analito, mas que consegue diferenciar a resposta de um
analito da de outros é denominado seletivo. Entretanto, esses dois termos sio com muita
frequéncia utilizados indistintamente ou com diferentes interpretagcdes (INMETRO, 2007). A
seletividade mede o grau de interferéncia de outras espécies, impurezas, excipientes e produtos
de degradac¢do e outros compostos com propriedades similares que também possam estar

presentes na amostra.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Consideracoes gerais

Os resultados e discussdes deste trabalho foram dividido em trés partes. Na primeira
parte serdo apresentados e discutidos os resultados referentes a determinagdo simultanea de
PAR, PRO e CAF por voltametria de onda quadrada (SWV) empregando uma célula
convencional de analise (modo estacionario) e o método de calibragdo de adi¢do de padrdo. Na
segunda parte serdo apresentados os resultados do desenvolvimento do método de anélise
desses compostos por SWV associada ao sistema BIA. Na terceira parte, os estudos
relacionados ao desenvolvimento do método para a determinagdo destes trés principios ativos
em formulagdes farmacéuticas por BIA com detec¢do por amperometria de multiplos pulsos

sdo apresentados.

4.2. Parte I: Determinacio simultinea de PAR, PRO e CAF em formulacdes

farmacéuticas por voltametria de onda quadrada
4.2.1. Comportamento eletroquimico do PAR, PRO e CAF em eletrodo de BDD

Inicialmente, os comportamentos eletroquimicos do PAR, PRO e CAF foram estudados
em diferentes eletrolitos por meio da voltametria ciclica e usando BDD como eletrodo de
trabalho. Nestes estudos foram utilizados o tampao BR 0,12 mol L! (pH de 2 a 7) e uma solugdo
de 4cido sulfarico 0,1 mol L™!. A Figura 12 mostra o efeito do pH no potencial de oxidacio (Ep)

de cada um dos compostos estudados.
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Figura 12. Separacdo entre os potenciais de oxidacdo de PAR (m), PRO (o) ou CAF (A) em
funcio do pH do meio. Eletrélito: tampdo BR 0,12 mol L™! usando NaOH para acerto do pH (2
a 7); concentragdo: 0,5 mmol L de cada espécie; técnica: voltametria ciclica; velocidade de

varredura: 50 mV s’'; incremento de potencial: 5 mV.

Percebe-se que o potencial de oxidagao dos trés compostos varia pouco na faixa de pH
estudada. Além disto, observa-se que hd uma separacdo entre os respectivos potenciais de
oxidagdo (> 0,25 V) dos compostos (util em determinagdes simultaneas). Um comportamento
similar também foi observado em meio de H2SO4 0,1 mol L', Considerando o parimetro
seletividade, todas as solugdes estudadas apresentaram desempenho similar (boa separagdo
entre os respectivos picos de oxidagio). No entanto, a solucdo de HSO4 0,1 mol L™ requer um
procedimento mais simples e rapido de preparo, além de ser um meio onde o eletrodo de BDD
apresenta excelente desempenho (inclusive usado em sua limpeza eletroquimica). Em funcao

disto, a solucdo de H2SO4 0,1 mol L™! foi selecionada para ser usada nos estudos seguintes.

A Figura 13 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para os compostos estudados em
meio de eletrélito de suporte composto por H2SO4 0,1 mol L™ antes (—) e apés a adi¢do de 1

mmol L' de PAR (—) ou PRO (—) ou CAF ().
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Figura 13. Voltamogramas ciclicos obtidos em meio de HSO4 0,1 mol L' antes (—) e apds a
adicdo de 1 mmol L' de PAR (—) ou PRO (—) ou CAF (). Velocidade de varredura: 50

mV s’!; incremento de potencial: 5 mV.

Pode-se observar que o PAR ¢ oxidado a N-acetil-p-benzoquinonaimina em potenciais
acima de +0,6 V com a transferéncia de dois protons e dois elétrons. Nestas condigdes, na
varredura reversa, o produto da oxidagdo do PAR pode ser reduzido em potenciais abaixo de
+0,1 V (processo pouco sensivel neste meio), sendo este entdo, um processo quase reversivel
(DOS SANTOS et al., 2008; WANGFUENGKANAGUL; CHAILAPAKUL, 2002). A Figura

14 apresenta o esquema simplificado do processo de oxidagdo do PAR.

OH O

Figura 14. Mecanismo simplificado da oxidagdo do PAR.



43

O processo de oxidacdo da CAF comeca em potencias proximos a +1,3 V e seu
mecanismo de oxidacao ja foi estudado anteriormente usando BDD como eletrodo de trabalho
(LOURENCAO et al., 2009; SPATARU et al., 2002; SVORC et al., 2012a). Como descritos
nestes trabalhos, a reagcdo de oxidagdo da CAF acontece em duas etapas, sendo que na primeira
etapa ocorre a formacao da 8-oxi-cafeina envolvendo a transferéncia de 2 prétons e 2 elétrons.
Na segunda etapa, a 8-oxi-cafeina ¢ oxidada a 4,5-diidroxi-1,3,7-trimetiltetraidro-1H-purina-
2,6,8-triona e 4,5-diidroxi-1,7,9-trimetiltetraidro-1H-purina-2,6,8-triona que apresenta
estrutura analoga ao acido urico, etapa que também envolve 2 prétons e 2 elétrons. A Figura 15

mostra 0 mecanismo da reacdo global de oxidagdo eletroquimica da CAF.
0 o) o
Hsc\ rgc\ o HBC\ o
N e N W N o
<\ | /&*’ 3H,0 -4 O:< A S o:\/ /& +4H"
N N o HN N o) N N o
| OH | / oH H
CHy CHy HC

Figura 15. Mecanismo simplificado da oxidacdo da cafeina.

A oxidagdo da PRO se inicia préximo ao potencial de +1,0 V e, segundo nosso
conhecimento, o mecanismo de oxidacdo eletroquimica desta molécula ndo foi estudado
anteriormente. Com o objetivo de obter algumas informacdes sobre o processo eletroquimico
existente entre a PRO e o eletrodo de BDD, alguns estudos foram realizados. A Figura 16
mostra a influéncia da velocidade de varredura sobre o comportamento eletroquimico da PRO

em meio de H2SO4 0,1 mol L! e usando BDD como eletrodo de trabalho.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura para a
oxidagdo da PRO 1,0 mmol L. Eletrodo de trabalho: BDD; eletrélito de suporte: H2SO4 0,1

mol L!; incremento de potencial: 5 mV.

Este estudo foi realizado com o propoésito de identificar se o processo de oxidacdo da
PRO ¢ controlado por difusdo ou adsor¢ao de suas moléculas na interface do eletrodo solugao.
Utilizando-se os dados da variagdo da velocidade de varredura na voltametria ciclica e a
corrente detectada foram construidos dois gréaficos: (A) relagdo entre corrente de pico (ip) € raiz
quadrada da velocidade de varredura (v!'?); (B) relacio entre log iy e log v. Ambos os graficos

sdo apresentados na Figura 17.

30-(A)

[

Logi

10— . . . . . . .
4 6 8 10

v1f2 (mv S-‘I)HZ Log v

Figura 17. Relagao entre corrente de pico e velocidade de varredura para oxidagdo da PRO 1
mmol L! sobre eletrodo de BDD em meio de H2SO4 0, mol L!. (A) i, vs v'? (B) log i, vs log

V.
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Estes resultados demonstram que existe uma relagdo linear entre i, e v (r = 0,998) no
intervalo de velocidade de varredura estudado. Este comportamento indica que o processo de
oxidagao da PRO ¢ controlado preferencialmente por difusao das espécies no eletrodo de BDD.
Essa informacdo pode ser confirmada por meio do grafico de log i, vs log v que também
apresenta relacdo linear (r = 0,997) na oxidacdo da PRO com coeficiente angular igual a 0,37.
Este valor confirma que a natureza do processo de oxidagdo ¢ preferencialmente por difusdo,
pois de acordo com a literatura (DAVID K. GOSSER, 1994), valores proximos a 0,5 indicam
processos controlados por difusdo e valores proximo a 1,0 processos controlados

preferencialmente por adsorgao.

Para sistemas irreversiveis, a relagao entre potencial de pico ¢ a velocidade de varredura

¢ dada pela equacdao 4 (PLETCHER et al., 2001):
E,/logv=30mV/an (4)

Onde, a ¢ o coeficiente de transferéncia de carga e n o nimero de elétrons transferidos
na reacdo de oxidacgdo. A Figura 18 apresenta o grafico que mostra a relagdo entre potencial de

pico e o logaritmo da velocidade de varredura para os voltamogramas mostrados na Figura 16.

1.30 1 .
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>
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1.24
n
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Figura 18. Relagdo entre potencial de pico (E;) e log v para oxidagao da PRO.

Pode-se observar um comportamento linear com coeficiente de correlagdo igual a 0,997

e com a seguinte equacao da reta:

E,=1,1553 +0,0728 (logv) (5)
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O namero de elétrons envolvidos no processo de oxida¢ao da PRO pode ser calculado
a partir da equacgdo (4) usando o valor da inclinacdo obtida na equagdo (5) e considerando o
coeficiente de transferéncia de carga igual a 0,5. O valor do coeficiente de transferéncia de
carga de 0,5 ¢ normalmente utilizado para moléculas organicas em solu¢ao aquosa ou quando
nao se conhece o valor experimental (BARD; FAULKNER, 1944). O valor de an foi calculado
como sendo igual a 0,41 e o valor de n = 0,82. Como o resultado calculado ¢ préximo de 1,

supde-se que na oxidagdo da PRO ocorre a transferéncia de um elétron.

Por meio da relagdo entre o potencial de pico de oxidagdo da PRO e do pH ¢ possivel a
determinag@o no numero de prétons envolvidos no processo de oxidagdo. A equacdo 6 mostra

a dependéncia do potencial de oxidagao com o pH (WEINBERG et al., 2007).

0,059m

E,=E" + pH (6

Onde, E” ¢ o potencial formal e m e n sdo o niimero de prétons e elétrons transferidos

na reagdo, respectivamente. A Figura 19 mostra o grafico de E, vs pH para a PRO.

= PRO
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Figura 19. Variacdo do E, em funcdo do pH para PRO. Outras condig¢des, ver Figura 12.

Pode-se observar uma pequena variacao do potencial de pico em relagdo ao pH. A reta
obtida para a PRO apresenta coeficiente angular de -0,012 V pH™! (r = 0,988). Substituindo este
valor na equagdo 6, obtém-se o valor de 0,20 protons. Como este valor estd proximo a zero, iSso

indica que ndo ha transferéncia de prétons no processo de oxidagao da PRO.
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Diante disto, foi proposto o mecanismo de oxidagdo da PRO mostrado na Figura 20, no
qual ocorre apenas a transferéncia de um elétron. O mecanismo proposto leva em consideragao
os resultados obtidos pelos estudos eletroquimicos realizados no qual foi demonstrado o
envolvimento de um elétron no processo, a ndo reversibilidade da reacdo e a ndo ou pouca

dependéncia do pH do meio.

Figura 20. Mecanismo proposto para a oxidagcdo da PRO.

No mecanismo apresentado na Figura 20, foi proposto que a PRO ¢ oxidada dando
origem a um radical. A oxida¢ao ocorre em um nitrogénio terciario ligado a um anel aromatico,
sendo este tipo de oxidacao similar ao observado na oxidacao da molécula N,N-dimetilanilina
(DMA) (IVASHENKO et al., 2013). Assim como a PRO, a DMA também possui um anel
aromatico ligado a um nitrogénio terciario. Dessa forma, em func¢do dos estudos realizados,
temos varios indicativos que o mecanismo proposto para a oxidagdo da PRO ¢ o apresentado

na Figura 20.

4.2.2. Efeito da ativacao do eletrodo de BDD

O eletrodo de BDD apresenta diferentes polaridades superficiais dependendo do método
de ativacdo (“limpeza eletroquimica”) empregado. Sendo que a ativacdo anodica aumenta o
nimero de terminagdes contendo oxigénio e grupos hidroxila e a ativacdo catddica as
terminagdes contendo hidrogénio, o que pode alterar o comportamento eletroquimico do
eletrodo de BDD frente a alguns compostos (DE BARROS et al, 2005). Em fungao disto, a
influéncia do tipo de ativagdo do eletrodo de BDD na determinacao de PAR, PRO e CAF foi

estudada. A Figura 21 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solucao
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contendo 4 mg L' de PAR, PRO e CAF apos a realizagdo de cada um dos procedimentos de
ativagdo do eletrodo de BDD.

| B Ativagéo anddica
—— Ativagéo catddica CAF
- - - -Branco ativagdo anddica iy

i/ uA

Figura 21. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdo contendo 4 mg L! de PAR,
PRO e CAF apos a ativagdo anddica (- - -) e ativacdo catddica (—) do eletrodo de BDD.
Eletrolito: H2SO4 0,1 mol L!; £=60 s'; a = 50 mV; AE = 4 mV. Com corre¢io de linha de

base.

A andlise da Figura 21 mostra que com a realizacdo da ativacdo anddica ocorre o
surgimento de um pico proximo ao potencial de +0,5 V, o qual ndo ¢ observado na ativacio
catodica. Pode-se observar ainda que a PRO apresenta melhor sensibilidade quando o eletrodo
recebe a ativacao catddica. Para PAR e CAF, os resultados obtidos sdao similares em ambas as
ativacdes. Com base nos resultados neste estudo, o pré-tratamento catddico foi utilizado nos

estudos subsequentes.

4.2.3. Otimizacao dos parametros de voltametria de onda quadrada

No desenvolvimento de um método de andlise empregando voltametria de onda
quadrada se faz necessario a otimiza¢do de alguns pardmetros para a obtencdo de melhor
resposta em relacao sensibilidade e perfil voltamétrico: frequéncia de aplicagdo dos pulsos de
potenciais (f), amplitude de pulso de potencial (a), incremento de varredura de potencial (AE)

e potencial de condicionamento.
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4.2.3.1. Frequéncia de aplicacdo de pulsos de potenciais

A frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potenciais € um parametro muito importante na
voltametria de onda quadrada, pois pode ser utilizada na obtencdo de detalhes a respeito do
mecanismo pelos quais as reagdes ocorrem, da reversibilidade de processos de oxidacdo ou
reducdo, além de permitir o calculo de parametros como an em sistemas irreversiveis

(LOVRIC; KOMORSKY-LOVRIC, 1988).

No processo de oxida¢ao do PAR, PRO e CAF, o aumento da frequéncia de aplicagdo
dos pulsos de potenciais provocaram o aumento da corrente de pico e deslocamento dos
potenciais de pico desses compostos para valores mais positivos. Nestes estudos, a amplitude e
o incremento de potencial foram fixados em 50 mV e 4 mV, respectivamente. A Figura 22
mostra a relagdo entre a corrente de pico e a raiz quadrada da frequéncia de aplicagdo dos pulsos
(/) de potenciais entre 10 s e 150 s™! na anélise de uma solugdo contendo 4 mg L' de PAR,

PRO e CAF.

71(A) *1(C)

Figura 22. Relacdo entre corrente de pico e a raiz quadrada da frequéncia de aplicagdo dos
pulsos () de potenciais para (A) PAR 4 mg L', (B)PRO 4 mg L'!; (C) CAF 4mg L!; a =50
mV; AE=4mV;

Na voltametria de onda quadrada, os processos de oxidagdo controlados
preferencialmente pela difusdo das espécies variam linearmente com a raiz quadrada da
frequéncia. Como pode ser observado na Figura 22, este comportamento foi observado para as
trés espécies estudadas. No caso da CAF, uma melhor relacao de linearidade foi obtida até /=
100 s, o que indica que os processos de oxidagdo desses compostos em eletrodo de BDD sio
preferencialmente controlados pelo transporte de massa, o que estd de acordo com o que foi

reportado na literatura para PAR (SVORC et al., 2012b) e CAF (SPATARU et al , 2002).
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A Figura 23 mostra como a area de pico varia com a variagdo da frequéncia de aplicagdo
dos pulsos de potenciais. Como pode ser observado, ocorre um aumento linear das areas dos
picos de PAR, PRO e CAF até a frequéncia de 50 s™\. Em frequéncias acima de 50 s™!, as areas
dos picos do PAR continuam aumentando e as areas dos picos da PRO e CAF se mantém
relativamente constantes. Em frequéncias acima de 100 s™!, as 4reas de pico da CAF ndo variam

de forma constante como pode ser observado pelos valores de 4rea de pico para 110 e 130 s!

na Figura 23.
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Figura 23. Variacdo da 4rea de pico para uma solucgdo contendo 4 mg L™! de PAR, PRO e CAF
em fungio da frequéncia de aplicagio do pulso de potencial. Eletrolito: H2SO4 0,1 mol L'!; a =

50 mV e AE=4 mV.

A frequéncia selecionada para os experimentos posteriores foi de 60 s™!, pois apresentou

boa sensibilidade para PRO e CAF e uma linha de base mais estavel (maior relacdo sinal/ruido).

4.2.3.2. Amplitude de aplicacdo dos pulsos de potenciais

O segundo pardmetro estudado foi a influéncia da variagdo da amplitude de aplicagdo
dos pulsos de potenciais na deteccdo dos trés principios ativos alvos do presente estudo. A
Figura 24 mostra a variac¢ao da area de pico para PAR, PRO e CAF em relacdo a variagdo deste
pardmetro em que se manteve constante a frequéncia em 60 s™! e o incremento de potencial em

4 mV.
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Figura 24. Relacdo entre area de pico e amplitude de pulso aplicada para uma solug¢do contendo

4 mg L'! de PAR, PRO e CAF. Eletrélito: H2SO4 0,1 mol L; /=60 s e AE=4mV.

A area de pico para os trés compostos estudados apresenta aumento linear até amplitude
de 40 mV. Em amplitudes acima de 40 mV ocorre uma diminui¢do na area de pico da CAF e
um pequeno aumento na area de pico de oxidagdo da PRO. Para o PAR ocorre a diminuicdo da
area de pico a partir da aplicagdo de 70 mV. A partir desses resultados, a amplitude de 40 mV
foi selecionada para fins analiticos, pois apresentou melhor sensibilidade para a CAF (espécie

presente em menor concentracdo em amostras farmacéuticas).

4.2.3.3. Incremento de varredura de potencial

O incremento de potencial (AE) ¢ a diferenga de altura entre um degrau de potencial e
o degrau seguinte em uma escada de potencias aplicada ao eletrodo de trabalho. Juntamente
com a frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais define a velocidade de varredura na

SWV (NUWER; O’DEA; OSTERYOUNG, 1991).

Mantendo-se a frequéncia e amplitude constantes em 60 s e 50 mV, respectivamente,
o incremento de potencial foi estudado na faixa entre 1 a9 mV. A area de pico obtida para cada
um dos compostos estudados em func¢ao do valor de incremento de potencial aplicado ¢ exibida

na Figura 25.
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Figura 25. Relacdo entre area de pico e incremento de potencial para solu¢do contendo 4 mg

L de PAR, PRO e CAF. Eletrélito: H2SO4 0,1 mol L!; f=60 s!; =50 mV.

Trés comportamentos diferentes podem ser observados em relagdo a area do pico com
o aumento de incremento de potencial aplicado: (i) a area de pico do PAR aumenta com o
aumento de incremento de potencial aplicado; (ii) a area de pico da CAF aumenta até um valor
de 4 mV. Para valores maiores, a area se mantém relativamente constante; (iii) a area do pico
da PRO apresenta comportamento diferente ocorrendo a diminui¢do da mesma a medida que o
incremento de potencial aumenta. Em fungdo dos resultados apresentados, o incremento de

potencial de 4 mV foi selecionado para ser utilizado nos experimentos subsequentes.

4.2.4. Definicao das faixas lineares de resposta

A determinacgdo da faixa linear de reposta para PAR, PRO e CAF foi realizada utilizando
os parametros otimizados da SWV. A Figura 26 mostra os voltamogramas obtidos na analise

de solugdes contendo concentragdes crescentes de PAR, PRO e CAF (1 — 100 mg L™).
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Figura 26. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdes contendo concentragdes
crescentes de PAR, PRO e CAF (1 — 100 mg L™). Eletrélito: H2SO4 0,1 mol L'!; /=60 s7; a =
40 mV e AE=4mV.

Com base nos voltamogramas e nas curvas de calibracdo para PAR, PRO e CAF
apresentadas na Figura 26, as seguintes faixas lineares de resposta foram obtidas: de 1 a 50 mg

L! para PAR e PRO, de 1 a 40 mg L' para CAF.

4.2.5. Repetibilidade

Apo6s todos os parametros da SWV terem sido otimizados para a obtengdo das melhores
condi¢des de trabalho para a determinagdo simultanea desses farmacos, o estudo de
repetibilidade do método proposto foi realizado. Na Figura 27 sdo mostrados os resultados
obtidos na analise sucessivas de duas solu¢des com concentracdes diferentes (A) 1,5 mg L' +

45mgL'+7,5mgL"; (B)4,5+13,5+22,5de CAF, PRO e CAF, respectivamente.
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Figura 27. Resultados obtidos por SWV na andlise sucessivas de duas solu¢des com
concentragdes diferentes (A) 1,5 mg L' +45mgL!+75mgL'e(B)4,5+13,5+225de
CAF, PRO e CAF, respectivamente (n = 10).

A Figura 27 apresenta resultados que mostram que ha variagdes pequenas na area de
pico do PAR, PRO e CAF para as duas concentragdes estudadas. E possivel ainda perceber que
ndo ha a contaminacio significativa do eletrodo de trabalho, pois decaimentos da area dos picos
ndo sdo observados para nenhum dos compostos estudados. Os valores de desvio padrio
relativo (DPR) calculados para o PAR, PRO e CAF em (A) foram 1,0 %, 1,0 % e 4,1 % e em
(B) 1,0 %, 0,9 % e 2,9 %, respectivamente.

4.2.6. Interferéncia entre PAR, PRO e CAF

Um estudo para avaliar a possivel interferéncia reciproca dos principios ativos na analise
proposta foi investigada. Para esse estudo, a concentragdo de apenas um dos compostos foi
sucessivamente aumentada, enquanto que as concentragdes dos outros dois compostos foram

mantidas constantes durante todo o experimento.

Durante a realizagdo desse experimento foi observada a necessidade da utilizagdo de um
potencial de condicionamento ou limpeza eletroquimica antes do inicio de cada varredura por
SWV, pois haviam desvios consideraveis nos valores de corrente de pico para os compostos em
que a concentra¢do era mantida constante durante as medidas. Os seguintes potenciais de
condicionamento foram estudados: -0,2, -1,5 e -1,8 V. Inicialmente, o potencial de -0,2 V (20

s) foi testado, no entanto, a aplicagdo deste potencial de condicionamento nao apresentou efeito
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significativo para a manutencdo do sinal analitico dos compostos durante a andlise. Como a
limpeza/ativacao eletroquimica do eletrodo de BDD ocorre em potenciais mais negativos (entre
-2 V e -3 V), potenciais mais negativos foram estudados para a obtencao de um melhor
condicionamento/limpeza do eletrodo de trabalho e consequente melhora na repetibilidade. A
aplicagdo de -1,8 V por 20 s diminuiu consideravelmente as variagdes dos valores de corrente
de oxidagdo das espécies estudadas, no entanto, também provocou a redugio excessiva do H"
presente no eletrolito de suporte (geragdo de H»). O potencial de -1,5 V (20 s) foi o que
apresentou resultados mais reprodutiveis e foi adotado como potencial de condicionamento nos

estudos subsequentes.

A Figura 28 mostra o experimento realizado para avaliar a interferéncia reciproca entre
os compostos empregando o potencial de condicionamento selecionado. Neste estudo, as
concentragdes de dois principios ativos foram mantidas constantes em 4 mg L! e a concentracio
do terceiro composto foi variado (4 — 36 mg L!). O experimento foi realizado para cada um

dos principios ativos.
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Figura 28. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdes contendo concentragdes
(A) crescentes de PAR (4 — 36 mg L) e constantes de PRO e CAF (4 mg L™'); (B) crescentes
de PRO (4 — 36 mg L'!) e constantes de PAR e CAF (4 mg L'!); (C) crescentes de CAF (4 — 36

mg L) e constantes de PAR e PRO (4 mg L. Variacdo das areas dos picos do (D;m) PAR,

(E;®) PRO ¢ (F;A) CAF em relagdo as suas respectivas concentracdes. Demais condigdes

experimentais como na Figura 26.
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Na Figura 28 pode ser observado que as areas dos picos de oxidagdo do PAR (A e D),
PRO (B e E) e CAF (C e F) aumentam linearmente com o aumento da concentracdo (r = 0,999
para os trés analitos). Por outro lado, as areas dos picos de oxidacao dos compostos que as
concentragdes foram mantidas fixas durante o experimento se mantiveram relativamente
constantes (DPR = 4.4 %; 4,0 e 3,9 % para PAR, PRO e CAF, respectivamente). Isso mostra
que o aumento da concentragdo de um dos principios ativos ndo tem influéncia significativa na
area de pico e/ou potencial de pico dos demais compostos na faixa de concentracao estudada, o

que demonstra que os processos de oxidacao dos compostos sdo independentes.

4.2.7. Analises de formulacdes farmacéuticas contendo PAR, PRO e CAF por
SWV

As analises de formulagdes farmacéuticas foram realizadas utilizando os parametros
otimizados anteriormente. As curvas de adi¢cdo de padrao para PAR, PRO e CAF foram obtidas
em faixas de concentracdes diferentes considerando a propor¢ao existente entre estes principios
ativos em formulagdes farmacéuticas comerciais (1:3:5 para CAF:PRO:PAR, respectivamente).
A Figura 29 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos na analise de uma amostra
adequadamente diluida em H>SO4 usando o método de adi¢do de padrdo (solugdo amostra +

adicao de trés concentragdes crescentes de PAR, PRO e CAF).
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Figura 29. Voltamogramas de onda quadrada obtidas para uma solu¢do amostra e adig¢des de
concentragdes crescentes de PAR (7,5; 15,0 e 22,5mg L!), PRO (4,5;9,0e 13,5mg L) e CAF

(1,5; 3,0 e 4,5 mg L'"). Demais condi¢des experimentais como na Figura 26.

A Figura 30 apresenta as curvas de adicdo de padrdo obtidas para PAR, PRO e CAF

com dados provenientes da Figura 29 (n = 3).
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Figura 30. Curvas de adig¢@o de padrio obtidas para (A) PAR, (B) PRO e (C) CAF a partir de

dados obtidos dos voltamogramas de onda quadrada da Figura 29.

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos na analise de amostras farmacéuticas contendo

PAR, PRO e CAF com seus respectivos desvios padrdes (n = 3).
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Tabela 2. Resultado para a analise de PAR, PRO e CAF em amostras farmacéuticas utilizando

o método proposto.

Valor da bula (mg/comprimido) Valores encontrados (mg/comprimido)

PAR PRO CAF PAR PRO CAF
Amostra 1 250 150 50 249 £ 4 156 +4 54+3
Amostra 2 250 150 50 255+4 160 +2 55+£2

A Tabela 3 retine as caracteristicas analiticas do método proposto.

Tabela 3. Caracteristicas do método proposto para determinacao simultdnea de PAR, PRO e

CAF.

Caracteristicas PAR PRO CAF
Faixa linear (mg L) 1-50 1-50 1-40
DPR intra-dia (n = 10) 1,0% 1,0% 4,1%
DPR inter-dia (n = 6) 5,2 % 5,4% 7,6%
Limite de detec¢io (mg L) 0,005 0,009 0,006
Limite de quantifica¢io (mg L) 0,02 0,03 0,02
Frequéncia analitica* (anlises h') 20 20 20

*No calculo da frequéncia analitica, os seguintes tempos foram considerados: 20 s de
condicionamento, 10 s de equilibrio, 5 s da realizagdo da SWV e 10 s para manuseio das

solucdes (45 x 4 =180 s).
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4.3. Parte II: Determinacgio simultinea de PAR, PRO e CAF por analise por injecio
em batelada com deteccio por voltametria de onda quadrada (BIA-SWYV)

O desenvolvimento do método para a analise simultinea de PAR, PRO e CAF
empregando BIA-SWV foi realizado utilizando os pardmetros da SWV previamente
otimizadas: f= 60 s, =40 mV e AE =4 mV. Neste método também foi aplicado o potencial

de limpeza/condicionamento eletroquimico de -1,5 V durante 20 s.

A injecdo das aliquotas das solugdes padrao ou amostra foram realizadas no sistema
BIA quando faltavam exatamente 2 segundos para término da etapa de condicionamento. A
aliquota injetada permanecia proximo da superficie do eletrodo de trabalho por um periodo
longo o suficiente para que a varredura empregando SWV fosse realizada. Apds a andlise, a
solugdo no interior da célula era agitada e o volume de solugdo padrdo ou amostra previamente
injetada era diluida no eletrolito do interior da célula BIA. Em seguida, uma nova injecao era

possivel. Este procedimento ja foi usado anteriormente (OLIVEIRA et al., 2016).

4.3.1. Volume de injecao

O volume de injecdo no sistema BIA foi estudado, sendo que a inje¢do foi realizada
faltando 2 s para finaliza¢do do tempo de equilibrio aplicado ao eletrodo de BDD. A Figura 31
mostra a relagdo existente entre o volume injetado (50 a 200 pL) e a area de pico do PAR, PRO

e CAF.
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Figura 31. Variacdo da area de pico para PAR (37,5 mg L"), PRO (22,5 mg L") e CAF (7,5
mg L) em funcdo do volume injetado. Velocidade de injecdo: 75 uL s''. Demais condi¢des

idem Figura 26.

Analisando a Figura 31 pode-se perceber que o aumento do volume injetado causa um
aumento na area do pico de cada um dos compostos estudados. Para o PAR, o aumento ¢ mais
significativo do que para a PRO e CAF. A partir do volume de inje¢cdo de 100 pL, a area dos
picos de PRO e CAF se permaneceram praticamente constantes. Adicionalmente, desvios
maiores foram observados em volumes maiores de 100 pL. Por isto, o volume de 100 pL foi

utilizado nos estudos subsequentes.

4.3.2. Velocidade de injecao

Outro parametro investigado foi a influéncia da velocidade de inje¢do na area dos picos
de oxidagdo dos principios ativos estudados. Na Figura 32 sdo mostradas as areas dos picos

para PAR, PRO e CAF em funcao da velocidade de injecao.
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Figura 32. Variacdo da 4rea dos picos para PAR (37,5 mg L), PRO (22,5 mg L!) e CAF (7,5
mg L) em funcfo da velocidade de inje¢do. Volume injetado: 100 uL. Demais condi¢des idem

Figura 26.

A Figura 32 mostra que com o aumento da velocidade de inje¢do entre 28 ¢ 120 uL s™!
ocorre um aumento nas areas dos picos para os trés compostos estudados. Em velocidades
maiores que 120 pL s, a corrente detectada é relativamente constante. Pode-se observar
também que as medidas se tornam menos reprodutiveis em velocidades de injecdo mais altas,
o que fez com que a velocidade de inje¢do mais lenta (28 uL s™!) fosse selecionada para a
continuidade deste trabalho, pois nesta velocidade, o método se mostrou mais reprodutivel para

as espécies analisadas.

4.3.3. Linearidade

Ap0s a otimizagdo do volume e velocidade de injecdo a serem utilizados no sistema
BIA-SWYV, estudos foram realizadas para definir as faixas de concentracdo onde existe uma
relagdo linear entre concentracdo e as areas dos picos dos compostos estudados (PAR, PRO e
CAF). A Figura 33 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para injecdes de

solucoes com concentragoes crescentes de PAR, PRO e CAF.
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Figura 33. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solu¢des contendo concentragdes
crescentes (2 — 100 mg L!) de (A) PAR, (B) PRO e (C) CAF em meio de H>SO4 0,1 mol L.
Volume injetado: 100 pL; velocidade de inje¢do: 28 ps!; f=60s'; a =40 mV e AE =4 mV.

A partir da Figura 33 pode ser observado que os trés compostos analisados apresentam

faixa linear de 2 a 50 mg L.
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4.3.4. Repetibilidade

Apos a otimizagdo de pardmetros como volume e velocidade de injecdo, estudos foram
realizados para avaliar a repetibilidade do método proposto (BIA-SWV). Na Figura 34 sdo
mostrados os resultados obtidos na andlise sucessiva (n = 10) de duas solu¢des contendo
concentragdes diferentes dos trés compostos: (A) 1,5mg L' +4,5mgL!'+7,5mgL; (B) 7,5
+ 22,5+ 37,5 de CAF, PRO e PAR, respectivamente.
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Figura 34. Resultados obtidos por BIA-SWV para inje¢des sucessivas (n = 10) de duas
solugdes diferentes: (A) 1,5 mg L' +45mg L' +75mgL"; (B) 7,5+ 22,5+ 37,5 de CAF,
PRO e PAR, respectivamente. Velocidade de inje¢do: 28 p s'; volume de injegdo: 100 pL.

Como pode ser observado na Figura 34, pequenas flutuagcdes podem ser observadas na
area dos picos ao longo das medidas para ambas as solugdes contendo PAR, PRO e CAF. Os
DPR foram calculados em 1,3%, 1,5% e 2,2% em (A) e 1,9%, 1,3% e 3,1% em (B) para PAR,
PRO e CAF, respetivamente. Estes resultados demonstram que o método proposto apresenta
respostas estaveis e que problemas com efeito de memoria estdo ausentes (sem contaminag¢ao

significativa da superficie do eletrodo de BDD).

4.3.5. Interferéncia entre PAR, PRO e CAF

Para a andlise de PAR, PRO e CAF utilizando o sistema BIA-SWV, a possivel
interferéncia reciproca entre estes compostos também foi estudada. Neste caso também foram
feitas injecdes de solugdes contendo concentragdes crescentes de apenas um dos compostos,
enquanto a concentragdo dos demais foi mantida constante. A Figura 35 apresenta os

voltamogramas obtidos para as solugdes contendo inicialmente 7,5 mg L™! de PAR, 4,5 mg L!
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de PRO e 1,5 mg L' de CAF e adigdes crescentes de PAR (7,5 - 37,5 mg L'') ou PRO (4,5-
22,5 mg L) ou CAF (1,5-7,5 mg L) seguindo a propor¢io encontrada na amostra

farmacéutica.
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Figura 35. Voltamogramas de onda quarada obtidos por BIA-SWYV para inje¢des de solucdes
contendo concentragdes crescentes de (A) PAR (7,5 - 37,5 mg L), PRO (4,5 mg L!) e CAF
(1,5mgL"); (B) PAR (7,5 mg L"), PRO (4,5-22,5 mg L") e CAF (1,5 mg L!); e (C) PAR (7.5
mg L), PRO (4,5 mg L") e CAF (1,5-7,5 mg L"). Variagio das 4reas de pico do (D) PAR, (E)
PRO e (F) CAF em relagdo a sua respectiva concentracao. Demais condi¢gdes experimentais ver

Figura 33.
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Como pode-se verificar na Figura 35, as areas dos picos do PAR, PRO e CAF se mantém
relativamente constantes quando suas concentragdes sdo mantidas fixas durante o estudo (DPR
=4,6 %; 4,4 e 4,2 % para PAR, PRO e CAF, respectivamente). Isso indica que na analise por
BIA-SWV também ndo hé interferéncia significativa destes compostos entre si. Outra
observagdo que pode ser feita ¢ que a area do pico aumenta de forma proporcional a
concentragdo para PAR (r = 0,999), PRO (r = 0,997) e CAF (r = 0,999) em toda a faixa de

concentracao avaliada.

4.3.6. Analise de formulacdes farmacéuticas contendo PAR, PRO e CAF por
BIA-SWV

Para a analise de formulagdes farmacéuticas foram obtidas curvas de calibracdo com
injecdes de solugdes contendo concentragdes crescentes de PAR, PRO e CAF. A propor¢do em
massa existente entre os compostos em estudo em amostras farmacéuticas foi mantida nas
curvas de calibragdes. A Figura 36 apresenta os voltamogramas obtidos para a injecdo dessas

solugdes em ordem crescente de concentragao.

Figura 36. Voltamogramas de onda quadrada obtidos por BIA-SWV para solug¢des contendo
concentracdes crescentes de PAR (15 - 45 mg L), PRO (9 -27mg L") e CAF (3-9mgL™).

Demais condi¢des ver Figura 33.
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Utilizando a média da area dos picos obtidos pelas inje¢des em triplicata para cada
solugdo (Figura 36), as curvas de calibragdo para PAR, PRO e CAF foram construidas e sdo

mostradas na Figura 37.
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Figura 37. Curvas de calibragdo obtidas para PAR (r = 0,997), PRO (r = 0,998) e CAF (r =
0,997). Os dados foram obtidos a partir dos voltamogramas da Figura 33.

As curvas de calibragdo apresentaram boa linearidade nas faixas de concentracio

estudadas, com as seguintes equagdes de reta:
y =0,0396 + 0,0532[PAR] (r=0,997)
y =0,0157 + 0,0333[PRO] (r = 0,998)
y =0,0108 + 0,0409[CAF] (r=0,997)

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos na analise de duas amostras farmacéuticas

contendo PAR, PRO e CAF utilizando o sistema BIA-SWV.

Tabela 4. Resultados para a analise de amostra farmacéutica por BIA-SWV.

Valor da bula (mg/ comprimido) BIA-SWYV (mg/comprimido)

PAR PRO CAF PAR PRO CAF
Amostra 1 250 150 50 252+ 4 155+4 49+3
Amostra 2 250 150 50 247+ 4 152+£3 54+ 4

Na Tabela 5 sdo mostradas as caracteristicas analiticas do método proposto (BIA-SWV).



Tabela 5. Caracteristicas analiticas do método proposto (BIA-SWV).
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Sistema BIA-SWV

Caracteristicas PAR PRO CAF
Coeficiente de correlagdo (1) 0,997 0,998 0,997
Faixa linear (mg L) 2-50 2-50 2-50
LD (mg L) 0,3 0,2 0,3
LQ (mg L) 1,0 0,7 1,0
DPR intra-dia (n = 10) 1,9% 1,5% 3,1%
DPR inter-dias (n = 3) 2,2% 2,6% 3,0%
Frequéncia analitica* (andlises h™!) 90 90 90

*No calculo da frequéncia analitica, os seguintes tempos foram considerados: 20 s de

condicionamento, 10 s de equilibrio, 5 s da realizagdo da SWV e 10 s para manuseio das

solugoes (45 x 1 =45).
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4.4. Parte III: Determinacio simultinea de PAR, PRO e CAF por BIA-MPA
4.4.1. Comportamento eletroquimico

O comportamento eletroquimico do PAR, PRO e CAF foi estudado utilizando o sistema
BIA-MPA. Neste estudo 10 pulsos de potenciais foram aplicados ao eletrodo de BDD (+0,60,
+0,70, +0,80, +0,90, +1,00, +1,20, +1,30, +1,40, +1,60, +1,80 V; tempo de aplicacdao de cada
potencial: 70 ms). A corrente foi monitorada continuamente em todos os potenciais aplicados
durante a injecdo de 10 mg L' de CAF ou 30 mg L! de PRO ou 50 mg L' de PAR. A partir
dos valores médios de corrente (n = 3) obtidos em cada potencial aplicado, os voltamogramas
hidrodindmicos mostrados na Figura 38 foram construidos. Nesses e nos proximos estudos, a
relagdo de concentracao entre os principios ativos estudados foi similar a relagao existente em

amostras farmacéuticas.
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Figura 38. Voltamogramas hidrodindmicos obtidos pela inje¢do de solugdes contendo 10 mg
L' de CAF (A) ou 30 mg L' de PRO (e) ou 50 mg L' de PAR (m) no sistema BIA-MPA.
Eletrolito de suporte: HSO4 0,1 mol L™!; volume injetado: 150 pL; velocidade de injecdo: 75
pL s,

A partir dos voltamogramas hidrodindmicos apresentados na Figura. 38, pode-se
observar que entre os potenciais de +0,60 V e +0,90 V ocorre a oxidacdo do PAR sem a
interferéncia da PRO e CAF. Entre +0,9 V e +1,3 V ocorrem a oxida¢ao do PAR e da PRO. Em

potenciais acima de +1,3 V, os trés compostos sdo oxidados.
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4.4.2. Selecao dos pulsos de potenciais para a determinacio simultinea de PAR,

PRO e CAF por BIA-MPA

Com base nos resultados mostrados no item 4.4.1, quatro pulsos de potenciais foram
selecionados para a determinagao simultanea de PAR, PRO e CAF no sistema BIA-MPA, sendo

eles:
= +0,90 V /50 ms: oxida¢ao do PAR sem a interferéncia da PRO ¢ CAF;
=  +1,20 V /50 ms: oxidagdo do PAR e PRO sem a interferéncia da CAF;
= +1,6 V /50 ms: oxidagdo das trés espécies (PAR, PRO e CAF);
= (0,00 V /100 ms: limpeza/condicionamento eletroquimico da superficie do eletrodo de

BDD.

A aplicagdo do potencial de 0,00 V/50 ms foi necessaria para evitar ou diminuir a

contaminagao/passivagao da superficie do eletrodo de trabalho durante o experimento.

A Figura 39 (A) apresenta a escada de potencial aplicado ao eletrodo de BDD
posicionado no sistema BIA-MPA. Na Figura 39 (B) sdo apresentados os amperogramas
obtidos para inje¢des em triplicata de solu¢des contendo somente PAR (30 mg L), somente
PRO (10 mg L"), somente CAF (6 mg L!) e uma solugdo contendo simultaneamente PAR +
PRO + CAF (30 + 10 + 6 mg L', respectivamente).

PAR + PRO + CAF
(A) +1.60 V (B)
== 4004 o
20.0 4 PRO CAF
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Figura 39. (A) Escada de potenciais aplicado ao eletrodo de BDD. (B) Amperogramas obtidos
apos inje¢des de solugdes contendo somente PAR (30 mg L), PRO (18 mg L!), CAF (6 mg
L) e PAR + PRO + CAF (30 + 18 + 6 mg L!). Velocidade de agitacdo: 1400 rpm; volume de
injegdo: 150 uL; velocidade de inje¢do: 100 pL s
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Pode-se perceber analisando a Figura 39 que o PAR ¢ oxidado no potencial de +0,90 V
sem a interferéncia da PRO e CAF, pois respostas similares foram obtidas neste potencial na
presenca ou na auséncia dos demais compostos. Assim, pode-se concluir que neste potencial, o
PAR pode ser seletivamente determinado. Em +1,20 V, PAR e PRO foram detectados sem a
interferéncia da CAF. Neste potencial a corrente proveniente apenas da oxida¢ao da PRO pode
ser obtida se a corrente de oxida¢do do PAR for previamente subtraida. No pulso de potencial
de +1,60 V, os trés compostos foram oxidados, neste caso, a corrente de oxidagdo da CAF pode

ser obtida se a corrente de oxidacao do PAR e PRO forem previamente subtraidos.

Os resultados apresentados na Figura 39 mostram que a magnitude da corrente de
oxidacdo do PAR em +0,90 V (21,6 pA), +1,20 V (27,0 pA) e em +1,60 V (27,3 pA) e de PRO
em +1,20 V (8,39 pA)eem +1,60 V (11,4 pA) ndo sdo iguais, o que impede, por exemplo, que
uma subtragdo direta da corrente detectada nos dois pulsos de potencias (i+1,20 v — 1+0,90 V)
fornega a corrente relacionada apenas a oxidagdo da PRO em +1,20 V. Fenomeno similar deve
ser contornado para ter acesso a corrente de oxidacdo da CAF. Conforme descrito na literatura
(FREITAS et al., 2016; GIMENES et al., 2012; PEREIRA et al., 2014), esse problema pode ser
solucionado através da utilizagdo de trés fatores de corre¢do (FCi, FCy e FCs3). Estes FCs
permitem o acesso a diferenga exata entre a corrente detectada para o PAR em +0,90 V e +1,20
V (FCi) eem +0,90 V e +1,60 V (FC3) e também para a PRO em +1,60 V e +1,20 V (FC3). Os
FCs foram obtidos pela injecdo de uma solugdo contendo apenas PAR (FC; e FC;) ou apenas

PRO (FC3) no sistema BIA-MPA e por meio das seguintes equagoes:
FCi=1PAR em (+1,2 V)/IPAR em (+0,9 V)
FC> = 1PAR em (+1,6 V)/IPAR em (+0,9 V)
FC3=1pRO em (+1,6 V)/IPRO em (+1,2 V)

Dessa forma, ap6s a inje¢ao de uma solug¢do contendo os trés compostos (PAR + PRO
+ CAF), a corrente de oxidag@o proveniente apenas da PRO em +1,20 V e da CAF em +1,60 V

pode ser calculada com a utilizagdo das seguintes equagdes:
1prO = 1+1,20v — (FC/ X 1+0,90V)
icar = i+1,60v — (FC2 X i+090v) — (FC3 X iprO)

Os FCs utilizados foram obtidos em todos os dias antes das analises, juntamente com as

curvas de calibracdo, ja que pequenas variagdes podem ocorrem em dias diferentes.
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4.4.3. Otimizacdo dos parimetros experimentais do sistema BIA-MPA

Com a definicdo dos pulsos de potenciais a serem utilizados para a determinagao
simultanea de PAR, PRO e CAF, os parametros relacionados com o sistema BIA (volume de
injecdo, velocidade de injecdo e velocidade de agitacdao da solug@o no interior da célula) foram
estudados com o intuito de obter o melhor desempenho com o sistema. Para cada um desses
parametros, as intensidades de corrente de oxidagdo detectada nos pulsos de potenciais
selecionados foram analisadas apds a inje¢do de duas solugdes: (1) PAR 30 mg L'!; (2) PRO 18
mg L. As injegdes dessas solugdes permitem o calculo dos FCs e ainda a determinagdo da

influéncia desses parametros nos valores obtidos.

4.43.1 Volume de injecio

O acesso a corrente de oxidacdo da PRO e CAF somente ¢ possivel mediante o uso de
FCs, como descrito anteriormente. Como a analise desses compostos s6 pode ser realizada com
precisdo se os valores dos FCs forem relativamente constantes nas condi¢des empregadas, na
Figura 40 sdo mostrados os graficos que relacionam os valores calculados para os FCs em

funcdo da variacdo no volume injetado de uma solugdo contendo PAR (A) e PRO (B).
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Figura 40. Variagdo da corrente de oxidacao e respectivos FCs em funcdo do volume injetado
no sistema BIA-MPA. (A) PAR 30 mg L! detectado em +0,90 V, +1,20 V e +1,60 V; (B) PRO
18 mg L! detectado em +1,20 V e +1,60 V. Velocidade de injegdo: 75 uL s

Na Figura 40 (A) pode-se perceber que com o aumento do volume injetado da solugao
de PAR ocorre um pequeno aumento da corrente de oxidagdo no pulso de potencial de +0,90

V. No potencial de +1,20 V e +1,60 V, o aumento da corrente de oxidagdo € mais significativo
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e praticamente da mesma magnitude para ambos os potenciais. J4 o FC; e FC; apresentam pouca
variagdo e sdo mais constantes em injecdes de volumes acima de 100 pL (FC; =1,42+0,02 ¢

FCy=1,42+0,03.

Para a PRO (Figura 40 B), o aumento no volume injetado também leva ao aumento da
corrente de oxidacdo da PRO. No entanto, esse aumento ¢ pouco significativo em volumes
acima de 100 uL. O FCs apresenta valor relativamente constante em volumes de inje¢ao entre

100 e 200 uL (FCs = 1,43 + 0,01).

Dessa forma, para a continuidade do trabalho, o volume de 150 pL foi selecionado, pois

apresentou FCs mais estaveis para PAR e PRO.

4.43.2 Velocidade de injecdo

Assim como o volume de injecdo, a velocidade de inje¢ao foi otimizada visando obter
maior estabilidade na obtencao dos FCs, além de boa sensibilidade na corrente de oxidagao do
PAR e PRO. A Figura 41 apresenta os graficos que relacionam os FCs com a velocidade de

injecdo de uma solugdo contendo PAR (A) e PRO (B).
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Figura 41. Variacdo da corrente de oxidacdo e respectivos FCs em fun¢do da velocidade de
inje¢do no sistema BIA-MPA. (A) PAR 30 mg L™! detectado em +0,90 V, +1,20 V e +1,60 V;
(B) PRO 18 mg L! detectado em +1,20 V e +1,60 V. Volume injetado: 100 uL.

Os graficos apresentados na Figura 41 mostram que a intensidade da corrente de

oxidagdao do PAR e PRO aumentam a medida que a velocidade de injecdo aumenta. Isso ocorre
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devido ao aumento do transporte de massa até a superficie do eletrodo de trabalho que ocorre

com o aumento da velocidade de injegao.

Apesar da corrente detectada aumentar com o aumento da velocidade de inje¢ao, o valor
de 100 pL s! foi selecionado para o prosseguimento do trabalho. Isto se deve ao fato de que o
parametro “aquisi¢ao de corrente” em cada amperograma também deve ser considerado. Na
escada de aplicagcdo de potenciais usados no método proposto (+0,90 V /50 ms; +1,20 V /50
ms; +1,60 V /50 ms e 0,00 V /100 ms), a aquisi¢ao de corrente em cada amperograma ocorre a
cada 250 ms. Caso a velocidade de injegdo seja mais alta, a aquisi¢do dos valores de corrente pode
ser prejudicada (numero de vezes de aquisi¢ao de corrente insuficiente), e isso pode comprometer
a repetibilidade do método. Em razao disso, o nimero de vezes que a corrente ¢ adquirida foi levada
em consideragdo de forma que as aquisi¢cdes de corrente fossem ao menos de 3 vezes no apice de

cada pico transiente em cada amperograma.

4.4.3.3 Velocidade de agitacio da solucio no interior da célula BIA

A influéncia da agitacdo no sistema BIA-MPA foi estudada utilizando um micromotor
DC que permite a selecdo de diferentes velocidades de agitacdo por meio da variagdo da
voltagem com uma fonte de alimenta¢do de variavel. Os testes foram realizados com e sem
agitagdo mediante a injecio em triplicata de uma solugdo contendo 30 mg L' de PAR no

sistema BIA. A Figura 42 apresenta os resultados obtidos neste estudo.
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Figura 42. Comparacdo entre os resultados obtidos por BIA-MPA sem (a) e com agitacdo de
1000 rpm (b) e 1400 rpm (¢). Concentragdo da PAR: 30 mg L'!; volume de inje¢do: 150 pL;
velocidade de inje¢do: 100 pL s

Os resultados obtidos mostram que seria possivel a continuidade do trabalho sem o uso
da agitacdo. Porém, com o uso de agitagdo da solucio no interior da célula, os picos transientes
retornam mais rapidamente para a linha base, o que causa aumento da frequéncia analitica do
método. Além disto, os trés compostos e seus respectivos produtos de oxidacao sao removidos
mais rapidamente da superficie do eletrodo de trabalho, reduzindo assim, a possibilidade de
contaminagdo do eletrodo de trabalho. A partir desses resultados a velocidade de agitagdo de

1400 rpm foi selecionada para a continuidade do trabalho.

4.4.4. Influéncia da concentracao de PAR e PRO no FC

Para o desenvolvimento de um método analitico € necessario identificar a faixa de
concentracdo onde existe uma relagdo linear entre corrente detectada ¢ a concentracao do
analito. Porém, neste trabalho, além da faixa linear de resposta, também deve ser identificada a
faixa de concentracdo onde os FCs apresentam valores relativamente constantes. A Figura 43
mostra a relagdo existente entre concentracao e corrente de oxidag@o para injecao de solugdes
contendo concentracdes crescentes de PRO (A) e PAR (B). Os FCs calculados nas faixas de

concentracoes estudadas também sdo apresentados.
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Figura 43. Relacdo existente entre concentragdo e corrente de oxidacdo para injecdo de
solugdes contendo concentragdes crescentes de (A) PRO (2 mg L' — 100 mg L) e (B) PAR
(10 mg L' — 85 mg L). Eletrolito: H2SO4 0,1 mol L'; velocidade de agitagdo: 1400 rpm;
volume de inje¢do: 150 pL; velocidade de injecdo: 100 uL s,

A Figura 43 (A) mostra que a PRO apresenta faixa linear de resposta (corrente x
concentragio) entre 2 e 50 mg L. No entanto, o valor do FC somente ¢é constante (1,29 = 0,03)
em concentra¢des acima de 5 mg L. A Figura 43 (B) mostra que o PAR apresenta faixa linear
de resposta (corrente x concentracio) entre 10 e 85 mg L'}, respeitando a propor¢io encontrada
na formulagdo farmacéutica. Além disto, ambos os FCs também apresentam valores

relativamente constantes nesta faixa de concentracao (FC; = 1,25 + 0,03; FC, 1,26 £ 0,02).

4.4.5. Estudo da repetibilidade do método

Empregando os pardmetros otimizados do sistema BIA-MPA, estudos foram realizados
para verificar a estabilidade do método proposto. A Figura 44 sdo apresentados os
amperogramas obtidos com inje¢des sucessivas (n = 10) de duas solucdes contendo
concentracdes diferentes: (a) 4 + 12 + 20 mg L' ou (b) 12 + 36 + 60 mg L! de CAF + PRO +

PAR, respectivamente.
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Figura 44. Amperogramas obtidos para injecdes sucessivas de solucdes contendo (a) PAR +
PRO + CAF (20 mgL! + 12 mgL! + 4 mgL"), (b) PAR + PRO + CAF (60 mgL™' + 36 mgL!

+ 12 mgL™"). Outras condigdes ver Figura 43.

O DPR obtido para o PAR em +0,9 V foi de 1,2% (a) e 1,1% (b); para PROem +1,2 V
foi de 3,0% (a) e 2,6% (b) e para CAF em +1,6 V foi de 3,1% (a) e 3,9 % (b). Esses resultados
mostram que o método proposto ¢ estavel e ndo apresenta efeito de memoria entre injecdes
sucessivas de solucdes com diferentes concentragdes. Estes resultados foram obtidos mediante
a aplicagdo constante pulso de potencial de 0,00 V /100 ms. Provavelmente, este pulso de

potencial foi responsavel pela diminui¢do da contaminagao do eletrodo de BDD.

4.4.6. Aplicacao do sistema BIA-MPA para a determinac¢ao simultinea de PAR,

PRO e CAF em amostras farmacéuticas

O método proposto foi empregado na analise de amostras farmacéuticas contendo os
trés principios ativos. As curvas de calibra¢do foram construidas levando-se em consideragdo a
proporcao dos compostos encontrada no medicamento e a faixa de concentracdo onde os FCs
apresentam valores relativamente constantes. Na Figura 45 sdo apresentados os amperogramas
obtidos com a inje¢do no sistema BIA-MPA de solugdes contendo: somente PAR 20 mg L!
(calculo do FC; e FC,), somente PRO 12 mg L' (calculo do FC3), cinco solugdes padrio
contendo concentragdes crescentes de CAF (a—e:2—-10mgL!'),PRO(a—e: 6-30mgL')e
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PAR (a—e: 10 — 50 mg L") e duas amostras (f — g) que foram preparadas adequadamente pela
dilui¢do em eletrélito de suporte antes da inje¢ao no sistema BIA-MPA. As respectivas curvas

de calibragao também sao apresentadas (B, C e D).
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Figura 45. (A) Amperogramas obtidos com o sistema BIA-MPA para injecdes de solucdes

contendo somente PAR 20 mg L!, somente PRO 12 mg L', cinco solugdes padrio contendo

concentracdes crescentes de CAF (a—e: 2 —10mg L), PRO (a—e: 6 —30 mg L!) e PAR (a

—e: 10 — 50 mg L) e duas amostras farmacéuticas (f — g). Curvas de calibrag¢io: (B) PAR; (C)
PRO e (D) CAF. Outras condig¢des ver Figura 43.
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As curvas de calibragdo para PAR, PRO e CAF apresentaram boa linearidade nas faixas

de concentragdes selecionadas. As equacdes de reta sdo listadas abaixo:
y =0,0051 + 0,6920[PAR] (r = 0,998)
y=-0,0013 + 0,3665[PRO] (r = 0,999)
y =-0,0098 + 1,2482[CAF] (r = 0,998)

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos na analise de duas amostras farmacéuticas

contendo PAR, PRO e CAF utilizando o sistema BIA-MPA proposto.

Tabela 6. Resultados obtidos para analise de amostras farmacéuticas por BIA-MPA.

Valor da bula (mg/comprimido) BIA-MPA (mg/comprimido)

PAR PRO CAF PAR PRO CAF
Amostra 1 250 150 50 251+3 154 +3 52+4
Amostra 2 250 150 50 249 +3 149+ 4 49+4

4.5. Comparacio entre os métodos propostos neste trabalho com métodos

encontrados na literatura

A Tabela 7 retne as caracteristicas analiticas dos métodos desenvolvidos para a
determinagdo de PAR, PRO e CAF, empregando SWV-convencional, BIA-SWV e BIA-MPA

e métodos disponiveis na literatura.
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Tabela 7. Compracdo entre as caracteristicas analiticas dos métodos propostos e métodos da

literatura que possibilitam a determinagdo simultanea de PAR, PRO e CAF.

Método Composto Faixa r LD LQ DPR F.A
linear (mg L) mgLlH (%) (b))
(mg L)
PAR 1-50 0,999 0,005 0,02 1,0 20
SWV-Conv. PRO 1-50 0,999 0,009 0,03 1,0 20
CAF 1-40 0,999 0,006 0,02 4,1 20
PAR 2-50 0,997 0,3 1,0 1,9 80
BIA-SWV PRO 2-50 0,998 0,2 0,7 1,5 80
CAF 2-50 0,997 0,3 1,0 3,1 80
PAR 10 - 85 0,998 0,2 0,7 1,2 75
BIA-MPA PRO 5-50 0,999 0,3 1,0 3,0 75
CAF 2-16 0,998 0,1 0,4 3.9 75
PAR 1-10 - 0,015 - 3,8 7
HPLC-UV! PRO 1-10 - 0,005 - 4.2 7
CAF 1-10 - 0,010 - 4.2 7
PAR 3-90 0,999 0,3 0,8 3,0 5
HPLC-UV? PRO 1,5-45 0,999 0,3 1,0 3,0 5
CAF 0,5-15 0,999 0,04 0,13 3,0 5
PAR 6,2 —420 0,995 2,2 4.6 1,26 5
HPLC-UV3 PRO 1,2 -240 0,993 0,09 0,12 1,67 5
CAF 0,8 - 80 0,994 0,42 0,62 1,67 5
PAR 42,8 -127,6 0,999 0,042 0,125 0,07 3
HPLC-UV* PRO 24,8 — 75 0,999 0,194 0,776 0,05 3
CAF 9,4 -25 0,999 0,074 0,295 0,03 3
PAR 5-25 0,999 - - - -
SP-UV/Vis® PRO 5-25 0,999 - - - -
CAF 1-5 0,999 - - - -
PAR 25-350 0,999 7,5 25 3,5 11
SP-UV/FIA® PRO 15-150 0,999 1,9 6,2 3,8 11
CAF 5-75 0,999 0,65 2,2 3,7 11
PAR 2-200 0,999 0.6 2 1,48 7
MEKC’ PRO 3-200 0,999 0,8 3 1,73 7
CAF 2-200 0,999 0,6 2 1,67 7

F.A = frequéncia analitica; SP-UV/FIA = espectrofotometria UV com sistema FIA; MEKC =
cromatografia capilar eletrocinética micelar; 1-(AVRAMOVA, 1989); 2-(DELVADIYA et al.,
2014); 3-(ISSA; HASSOUNA; ZAYED, 2012); 4-(SOPONAR et al., 2013); 5-(OZGUR;
ALPDOGAN; ASCI, 2002); 6-(VIDAL; BARRALES; DIAZ, 2003); 7-(EMRE; OZALTIN,
2007); 8-(HALKA-GRYSINSKA et al., 2012).
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Alguns trabalhos publicados anteriormente apresentam LDs mais baixos, porém, para a
determinagdo de principios ativos em formulagdes farmacéuticas (proposta deste trabalho),
baixos LDs geralmente nao sdo necessarios. Uma vantagem dos métodos aqui propostos esta
na frequéncia analitica (sdo mais rapidos) e no preparo de amostras, pois esta etapa se restringe

solubilizagdo e dilui¢do (sem necessidade de filtragdo).

Os resultados obtidos na analise das amostras farmacéuticas por SWV utilizando o
sistema convencional (estacionario), BIA-SWV e BIA-MPA também foram comparados com

os obtidos por HPLC. A Tabela 8 apresenta os valores obtidos para cada um dos métodos.

Tabela 8. Comparagao entre os resultados obtidos pelos métodos desenvolvidos e por HPLC.

PAR PRO CAF
(mg/comprimido) (mg/comprimido)  (mg/comprimido)
Bula 250 150 50
249 + 4 156 +4 54+3
SWYV convencional 255 4 4 160 £ 2 5549
252 +4 155+4 49+3
251+3 154+3 52+4
BIA-MPA
249 +3 149 + 4 49 +4
2585 152+5 53+1
HPLC
2575 1595 52+1

O teste t de Student para amostras pareadas foi usado para comparar os valores obtidos
por HPLC com os encontrados nos métodos propostos. A partir dos resultados apresentados na
Tabela 8 pode-se afirmar que os resultados obtidos pelos métodos propostos sdo similares aos
obtidos por HPLC a um nivel de confianga de 95%, onde os valores de t calculados foram

menores que o valor critico teorico (2,78, n = 3). Para exemplificar, na Figura 46, um
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cromatograma caracteristico de uma amostra contendo PAR, PRO e CAF obtido por HPLC ¢

apresentado.

0.25 PAR

0.20 -

0.15 -

Abs.

0.10 -

0.05 - PRO

- CAF
0.00 . m /L

0 2 4 6 8 10

Tempo /min

Figura 46. Cromatograma obtido para a injecdo de uma solugdo padrao contendo PAR + PRO
+CAF (20 + 12 + 4 mg L"). Fase movel: metanol/dgua (55:45 v/v); coluna: Cs; comprimento

de onda: 260 nm; vazao: 1,0 mL min™'.
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho foram demostradas trés possibilidades para a analise de PAR, PRO
e CAF em formulagdes farmacéuticas por duas técnicas eletroanaliticas distintas com sucesso.
Utilizando a SWV foram desenvolvidas duas alternativas para essas andlises, sendo uma
utilizando uma célula convencional e o0 método de adicdo de padrdo. Esse método apresentou
menores LDs porém apresenta a desvantagem de ter baixa frequéncia analitica em comparagao

com os demais métodos desenvolvidos.

A detecgdo por voltametria de onda quadrada associada ao sistema BIA (BIA-SWV) foi
outra proposta apresentada que apresentou bons resultados em relacdo a sensibilidade,
seletividade e repetibilidade (DPR < 3,1%), apresentado alta frequéncia analitica (80 injegdes

hh).

A amperometria de multiplos pulsos associada ao sistema BIA (BIA-MPA) foi outra
técnica eletroanalitica empregada para a andlise desses principios ativos que também
apresentou boa sensibilidade, seletividade e estabilidade adequada para a detec¢do simultanea
desses farmacos nas amostras farmacéuticas em eletrodo de BDD sem qualquer modificagao

quimica.

Devido as caracteristicas do sistema BIA os métodos desenvolvidos empregando esse
sistema demonstram ter potencialidade para aplicagdes em andlises de rotina, pois possibilitam
analises mais rapidas com baixo custo de aquisi¢do e manutengdo. Outras caracteristicas
também sdo o uso de pequenos volumes de amostras e reagentes, o preparo de amostras
simplificado (dissolucdo e/ou diluigdo) e a potencialidade para serem utilizados em laboratorios

com infraestrutura limitada e analises in sifu.
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