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RESUMO

No presente trabalho investigou-se a potencialidade do sistema de analise por injecéo
em batelada com deteccdo por voltametria de onda quadrada (BIA-SWV) para determinacgéo
simultanea de Zn e nafazolina (NAF) e do sistema andlise por injecdo em batelada com detecgéo
por amperometria de multiplos pulsos (BIA-MPA) para determinagdo simultanea de NAF e
feniramina (FEN) ou NAF e clorfeniramina (CLO). Em ambos os métodos, diamante dopado

com boro (BDD) foi usado como eletrodo de trabalho.

Para determinacdo simultanea de Zn e NAF empregando BIA-SWV, as seguintes
condigdes foram otimizadas: eletrélito de suporte: tamp&o acetato 0,05 mol L™ (pH = 4,7),
volume de injecdo: 100 pL, tempo de deposicédo (Zn): 5 s, potencial de deposicdo (Zn): -1,5V,
f:1005s?, a: 60 mV, AEs: 6 mV. Nestas condigdes, 0 método apresentou faixa linear de resposta
entre 10 e 60 umol L para Zn (r = 0,992) e entre 3,0 e 21 pmol L™ para NAF (r = 0,999),
frequéncia analitica de 70 injecdes ht e limites de deteccdo de 0,126 umol L™e 0,04 umol L*
para Zn e NAF, respectivamente. No estudo de repetibilidade (n = 20), os DPRs foram

calculados 0,98% e 0,97% para Zn e NAF, respectivamente.

A determinagdo simultanea de NAF e FEN ou NAF e CLO por BIA-MPA foi realizada
através da aplicacdo de dois pulsos de potenciais em funcdo do tempo ao eletrodo de BDD
usando tamp&o BR 0,12 mol L (pH = 10) como eletrélito suporte. Em +1,1 /50 ms, FEN ou
CLO foram oxidadas livre da interferéncia de NAF. Em +1,3 V/50ms, ambos 0s compostos
(NAF + FEN ou NAF + CLO) foram oxidados. A corrente proveniente da oxidacdo da NAF foi
obtida pela subtracdo entre as correntes detectadas em ambos o0s pulsos de potenciais com
auxilio de um fator de correcdo (FC). O método proposto apresentou boa estabilidade (DPR =
1,7 e 3,95% para FEN e NAF; 2,1 e 3,6% para CLO e NAF, respectivamente; n=20), alta
frequéncia analitica (110 injecGes hl), faixa linear de resposta entre 16 e 100 umol L para
FEN e CLO (r > 0,996) ¢ entre 2 e 15 umol L™ para NAF (r > 0,997). Os limites de deteccio
foram de 0,367, 0,361 e 0,148 pmol L™ para FEN, CLO e NAF, respectivamente.

Os métodos propostos foram usados na determinacdo destes compostos em formulagdes
farmacéuticas. Os resultados obtidos com os métodos propostos foram estatisticamente
similares aos obtidos por HPLC (NAF, FEN e CLO) ou absor¢édo atdmica (Zn).



Palavras-chave: Voltametria de onda quadrada (SWV). Andlise por injecdo em
batelada (BIA). Amperometria de multiplos pulsos (MPA). Diamante dopado com boro (BDD).

Nafazolina. Zinco. Feniramina. Clorfeniramina.



ABSTRACT

In this work we investigated the potentiality of batch injection analysis with square-
wave voltammetry (BIA-SWV) detection for simultaneous determination of Zn and
naphazoline (NAF) and batch injection analysis with multiple pulse amperometric (BIA-MPA)
detection for simultaneous determination of NAF and pheniramine (FEN) or NAF and
chlorpheniramine (CLO). In both methods, boron-doped diamond (BDD) was used as working

electrode.

For the simultaneous determination of Zn and NAF by BIA-SWV, the following
conditions have been optimized: supporting electrolyte: acetate buffer 0.05 mol L (pH = 4.7),
injection volume: 100 uL, deposition time (Zn): 5 s, deposition potential (Zn) -1.5V, f: 100 s
1 a: 60 mV, AEs: 6 mV. Under these conditions, the method showed linear response range
between 10 and 60 pmol L for Zn (r = 0.992) and between 3.0 e 21 pmol L™ for NAF (r =
0.999), high analytical frequency (70 injections h'!) and LOD of 0.126 pmol L™ and 0.04 umol
L for Zn and NAF, respectively. In the study of repeatability (n = 20), the calculated RSD
were 0.98% and 0.97% for Zn and NAF, respectively.

The simultaneous determination of NAF and FEN or NAF and CLO by BIA-MPA was
performed with the application of three sequential pulses in function of time to the BDD
electrode using Britton-Robinson Buffer solution 0.12 mol L (pH = 10.0) as supporting
electrolyte. At +1.1 V/50 ms, FEN or CLO was detected (oxidation) without interference of
NAF. At +1.3 V/50 ms, both compounds (FEN + NAF or CLO + NAF) were oxidized. The
current of NAF can then be obtained by subtraction of the currents detected during application
of both potential pulses using a correction factor. The proposed method presented good ability
(RSD = 1.7 and 4.0% for FEN and NAF; 2.1% and 3.6% for CLO and NAF, respectively;
n=20); high analytical frequency (110 injections h™), linear concentration range between 16 e
100 umol Lt for FEN and CLO (r > 0.996) and between 2 e 15 umol L™ for NAF (r > 0.997).
The LOD calculated were 0.367, 0.361 e 0.148 umol L%, for FEN, CLO and NAF, respectively.

The proposed methods were used for determination of these compounds in
pharmaceutical samples. The obtained results were statistically similar to that obtained by
HPLC (NAF, FEN and CLO) and atomic spectroscopy (Zn).



Keywords: Square-wave voltammetry (SWV). Batch injection analysis (BIA). Multiple pulse
amperommetry (MPA). Boron-doped diamond (BDD). Naphazoline. Zinc. Pheniramine.

Chlorpheniramine.
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1. INTRODUCAO
1.1 Considerac0es iniciais

As industrias farmacéuticas e os 6rgdos governamentais de regulamentacdo tém
procurado garantir a qualidade dos medicamentos comercializados no pais. Com este objetivo
sdo usados métodos normatizados, tais como os descritos nas Farmacopéias. A técnica mais
empregada no controle de qualidade de formulag6es farmacéuticas é a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detecgdo no ultravioleta (HPLC-UV). Contudo, a implementacéo de tais
métodos requer instrumentacdo com elevado custo de aquisi¢do e manutengao (grande consumo
de solventes com elevado grau de pureza gerando consideravel quantidade de residuos). Além
disto, tais métodos frequentemente requerem longas etapas de preparo de amostras. Dessa
forma hd uma demanda constante por métodos de controle de qualidade que, além de seguros
e confidveis, sejam simples, répidos, de baixo custo, com geracdo do minimo de residuos
quimicos e que possam ser aplicados a um grande nimero de principios ativos presentes em
diferentes medicamentos. Nesse contexto, o sistema de analise por injecdo em batelada (BIA,
do inglés “Batch Injection Analysis””) (WANG; TAHA, 1991) tem sido explorado por

apresentar varias destas caracteristicas.

1.2 Especies quimicas estudadas

No presente trabalho foram estudados quatro compostos (nafazolina, zinco, feniramina e
clorfeniramina) empregados como principios ativos em formulagbes farmacéuticas
comercializadas sem receita médica. Considerando estes principios ativos, trés combinacdes
sdo comercializadas: (i) nafazolina + zinco: encontrados em colirios; (ii) feniramina +
nafazolina: encontrados em combinacdo em colirios ou descongestionantes nasais; (iii)

clorfeniramina + nafazolina: encontrados em descongestionantes nasais.

1.2.1 Nafazolina

Nafazolina (Figura 1), nome usual do 2-(1-naftilmetil)-4,5-dihidro-1H-imidazol,
comumente encontrado na forma de cloridrato, com formula molecular C14H14N2.HCI, é um
derivado imidazolinico frequentemente utilizado como descongestionante topico de agéo rapida
e prolongada, nas vias nasal e ocular (BUCARETCHI; DRAGOSAVAC; VIEIRA, 2003). Atua
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como vasoconstritor nos receptores a nas arteriolas do tecido conjuntivo, o que promove alivio
sintomético da congestdo nasal, auxilia na drenagem das secrec¢des, facilita a rinoscopia e
controla a hiperemia (vermelhiddo) em pacientes com vascularidade superficial na cornea.
Também é utilizada em irritacGes oculares superficiais e inchaco local da membrana da mucosa
nasal. A agdo descongestionante da nafazolina inicia-se em torno de 10 minutos ap6s a
administragdo topica, podendo durar até seis horas (HERBERTS et al., 2006)

Os sintomas caracteristicos da intoxicacdo por nafazolina, provocada pela administracéo
topica excessiva ou ingestdo oral, sdo sonoléncia, sudorese, hipotensdo ou choque, bradicardia,
depressdo respiratdria e coma (BUCARETCHI; DRAGOSAVAC; VIEIRA, 2003). Em fungéo
dos sintomas ocasionados pela superdosagem, a ANVISA, agéncia nacional de vigilancia

sanitaria, recomenda a utilizacdo de farmacos que contenham NAF somente por adultos

(ANVISA, 2013).
<\ NH
—

Figura 1. Férmula estrutural da nafazolina (NAF). Fonte: Chemicalize.org.

Na literatura sdo relatados diversos métodos para a determinacdo de NAF em
formulacGes farmacéuticas, incluindo espectrofotometria (GOICOECHEA; OLIVIERI, 2002),
HPLC-UV (SASA; AL-MOMANI; JALAL, 1990), eletroforese capilar (MARCHESINI et al.,
2003), fluorescéncia (CASADO-TERRONES et al., 2005), fosforescéncia (DIAZ et al., 2004).

Nos trabalhos de (EL-DIEN et al., 2012), eletrodos impressos (SPEs, do inglés “ screen
printed electrodes™) e eletrodos de pasta de carbono foram modificados com diferentes agentes
de pareamento idnico e utilizados para a determinacdo de NAF em sua forma pura e em
formulacgdes farmacéuticas. Os SPEs exibiram comportamento nernstiano (slope = 55,4 + 2,2
mV década™) na faixa de concentragdo entre 5,0 x 10~ e 3,5 x 102, com limite de deteccio de
2,51 x 107 mol L* de NAF. Ja os eletrodos de pasta de carbono também apresentaram
comportamento nernstiano (slope = 59,6 + 1,3 mV década™) na faixa de concentrago entre 3,0
x 107 e 2,5 x 102, com limite de deteccdo de 3,16 x 10" mol L de NAF.
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Nos trabalhos de (CHINIFOROSHAN; TABRIZI; POURRAHIM, 2014), a técnica de
voltametria de pulso diferencial (DPV) empregando eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanoparticulas de prata (1) com o ligante 4-nitrofenilciamida foi utilizada para determinacao de
NAF e dibucaina. Estudos realizados empregando voltametria ciclica apresentaram pico de
oxidacdo irreversivel em +0,5 V (vs eletrodo de calomelano saturado, SCE) para NAF. J& o
limite de detecgdo encontrado para NAF empregando DPV foi de 0,009 pumol L™,

Em relacdo as determinacBes simultdneas envolvendo os analitos estudados nesse
trabalho (NAF + Zn, NAF + FEN e NAF + CLO), trabalhos foram localizados na literatura
empregando HPLC com detecgéo por UV-VIS (HUANG etal., 2014; SAYED et al., 2013) para
determinacdo simultanea de NAF + FEN ou NAF + CLO. No entanto, ndo existe trabalho

publicado que relate a determinacao simultanea de NAF e Zn.

1.2.2 Sulfato de zinco como agente adstringente oftalmico

Os adstringentes oftalmicos sdo considerados agentes de acdo moderada, uma vez que,
ao contrario dos adstringentes topicos para a pele, ndo se destinam a precipitar proteinas a fim
de facilitar a sua remocéao, mas simplesmente proporcionar um efeito calmante e de lavagem da
superficie ocular. A sua forma de acdo pode ser considerada como removedora da camada

superficial de muco ocular, promovendo efeito calmante (DOUGHTY, 1997).

O sulfato de zinco (Figura 2) ndo é considerado um vasoconstritor, ainda que possa
ocasionar alivio em irritagdes oculares leves e seja considerado como um agente bacteriostatico
de potencial moderado (SHIMAZAKI; SAKATA; TSUBOTA, 1995).

2
Zn-"

Figura 2. Férmula estrutural do sulfato de zinco. Fonte: Chemicalize.org.

Os vasos da conjuntiva ocular respondem a qualquer forma de estresse através da

dilatagdo. A vasodilatacdo pode ser geral e envolver apenas os vasos mais finos (hiperemia) ou
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ser mais localizada e afetar os grandes vasos (vermelhiddo e inchaco); em alguns casos, a
natureza do estimulo irritante pode ser tal que todos os vasos estdo envolvidos, ocasionando um
estado intensificado de conjuntivite. (SCHMID; SCHMID, 2000). Os descongestionantes
oculares contém farmacos com atividade alfa adrenérgica (fenilefrina, nafazolina,
xilometazolina), que atuam como vasoconstritores, clareando os olhos (BIELORY;
FRIEDLAENDER, 2008).

O sulfato de zinco € amplamente empregado como componente essencial em diversas
formulacGes oftalmicas, quer como Unico principio ativo, quer combinado com NAF ou FEN
(MANOURI et al., 1998). A eficacia de vasoconstritores e/ou anti-histaminicos de a¢do direta
pode ser aumentada quando utilizado em combinagdo com sulfato de zinco (agéo adstringente)
(DOUGHTY, 1997).

Na literatura sdo relatadas diversas técnicas que permitem a determinacdo de Zn em
formulacdes oftalmicas, dentre as quais podemos destacar a espectrofotometria (MANOURI et
al., 1998), a voltametria de redissolucdo (LUTKA; BUKOWSKA, 2009), a polarografia
(WAROWNA-GRZESKIEWICZ; FIJALEK, 1998) e espectroscopia de absorgio atdmica
(MOODY; TAYLOR, 1972).

1.2.3 Feniramina e clorfeniramina

A Feniramina (FEN), nome usual da N,N-dimetil-3-fenil-3-piridin-2-il-propan-1-amina
(Figura 3) e a clorfeniramina (CLO), nome usual da 3-(4-clorofenil)-N,N-dimetil-3-piridin-2-
il-propan-1-amina (Figura 4) sdo anti-histaminicos classicos que bloqueiam reversivel,
seletiva e competitivamente os receptores Hi, por apresentarem semelhanga estrutural com a
histamina. Estes compostos séo utilizados em prepara¢Oes para o tratamento de alergias e
infeccOes respiratdrias, rinite, erupcbes cutaneas e prurido (CRIADO et al., 2010).
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Figura 3. Férmula estrutural da feniramina (FEN). Fonte: Chemicalize.org.

Cl
Figura 4. Férmula estrutural da clorfeniramina (CLO). Fonte: Chemicalize.org.

A histamina (Figura 5) é uma amina de baixo peso molecular sintetizada a partir da L-
histidina pela enzima histidina decarboxilase, que esta presente em varias células incluindo
neurénios, células parietais da mucosa gastrica, mastocitos e basofilos, e exerce seus efeitos nas
doencas alérgicas através da acdo em quatro tipos de receptores: Hi (presente nos neutréfilos,
eosinofilos, hepatdcitos, células epiteliais, no muasculo liso vascular, entre outros tecidos); Ha,
(mondcitos, células neurais, masculo liso vascular e vias aéreas, entre outros); Hs (neurbnicos
histaminérgicos) e Hs4 (medula 6ssea, fibroblastos, no bago, pulméo, entre outros) em variados
(CRIADO et al., 2010; PASTORINO, 2010).
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Figura 5. Férmula estrutural da histamina. Fonte: Chemicalize.org.

No nariz, a histamina estimula as terminagdes nervosas sensoriais ocasionando prurido
e espirros, aumenta a permeabilidade vascular, iniciando a formagéo de edema e de secrecoes
glandulares (coriza). Na pele, provoca vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular
(eritema e edema) e estimulacdo das terminacGes nervosas sensoriais (prurido). Nos pulmdes
pode causar, principalmente, a broncoconstricdo (SIMONS, 2003). Além disto, as histaminas
também estdo envolvidas na multiplicacdo e diferenciacdo celular, hematopoiese (processo de
formacdo, diferenciacdo e maturacéo dos eritrocitos, leucécitos e plaquetas), desenvolvimento
embrionario, regeneracao e cicatrizacdo de tecidos lesionados e na regulacdo do sistema imune

pela agéo nos receptores Hs (CRIADO et al., 2010).

Os anti-histaminicos sdo classificados segundo o receptor com o qual interagem, sendo
aqueles que atuam preferencialmente no receptor Hi chamados anti-Hi. Os anti-H1 estéo entre
os farmacos mais prescritos no mundo e, embora apresentem eficacia semelhante no tratamento
de pacientes com rinoconjuntivite alérgica, urticaria e outras doencas alérgicas, diferem de
forma importante quanto a sua estrutura quimica, farmacologia clinica, potencial de toxicidade,

e vem apresentando uma dramaética evolucdo desde sua descoberta em 1937 (SIMONS, 2002).

Os primeiros anti-histaminicos, conhecidos como classicos ou de primeira geracéo,
foram produzidos na pesquisa de neurofarmacologia e possuiam grandes efeitos
neuropsicoldgicos devido a sua habilidade em penetrar a barreira hemato-encefélica e pela sua
ndo seletividade como antagonista de receptor da histamina, resultando em sonoléncia e efeitos
adversos anticolinérgicos, antidopaminérgicos e antisserotoninérgicos. Na fase inicial de seu
desenvolvimento, a pesquisa para novos anti-histaminicos levou a descoberta de
antidepressivos triciclicos e fenotiazidicos (BALBANI et al., 2001). Entre os primeiros anti-
histaminicos destacam-se a difenidramina, tripelenamina, clorfeniramina e prometazina. Estas

moléculas possuem efeitos colaterais comuns, como sonoléncia, sedacdo e fadiga que
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promovem a reducdo das fungdes cognitivas, de memaria e no desempenho psicomotor. Os
efeitos anti-histaminicos no sistema nervoso central sdo primariamente 0s responsaveis pela
toxicidade com potencial risco de vida desses agentes de primeira geracdo quando de
superdosagem, 0s quais ja eram descritos logo apOs sua introducdo no uso clinico
(PASTORINO, 2010)..

Véarios métodos analiticos foram relatados para a determinacdo quantitativa de
feniramina e clorfeniramina, incluindo espectrofotometria (ONUR, 2000), HPLC (DEWANI et
al., 2012; PALABIYIK; ONUR, 2007), GC (MARTENS, 1995) e CE (MIKUS;
VALASKOVA; HAVRANEK, 2005; PHATTHIYAPHAIBUN et al., 2010).

Os trabalhos de (LAMANI et al., 2011) relatam a determinacdo de CLO empregando a
técnica de DPV usando eletrodo de carbono vitreo modificado com dodecil sulfato de sddio.
Estudos realizados com a técnica de voltametria ciclica apresentaram pico de oxidacdo
irreversivel em +0,85 V (vs SCE). Utilizando a técnica de DPV, o método proposto apresentou
resposta linear entre 8,0 x 10° e 1,0 x 10“#mol L%, com limite de detecgdo de 1,7 x 10° mol L
1.

Contudo, a determinacdo simultanea de NAF e FEN é relatada apenas por HPLC
(HUANG et al., 2014), enquanto que a determinagdo simultanea de NAF e CLO ja foi
demonstrada ser possivel por HPLC e por métodos espectrofotométricos (ALI et al., 2013;
SAYED et al., 2013).

1.3 Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

Diamante dopado com boro (BDD, do inglés “boron doped diamond”) é um material a
base de carbono que vem sendo usado com sucesso no desenvolvimento de métodos
eletroanaliticos de analise (CODOGNOTO; MACHADO; AVACA, 2002; DEROCO et al.,
2014; FREITAS et al., 2015; HONORIO et al., 2014; KAPALKA; FOTI; COMNINELLIS,
2007; LAWRENCE et al., 2006; LOURENCAO et al.,, 2009; SARTORI; MEDEIROS;
FATIBELLO-FILHO, 2007). O material possui propriedades superiores a outras formas de
carbono, que incluem (i) pequena e estavel corrente de fundo ao longo de um amplo intervalo
de potencial, (ii) ampla faixa de potencial de trabalho em meio aquoso, (iii) cinética
relativamente rapida de transferéncia de elétrons para varios sistemas redox sem pre-tratamento
convencional (polimento), (iv) baixa adsorcdo molecular, (v) estabilidade dimensional e

resisténcia a corrosdo, e (vi) transparéncia éptica. (RAO; FUJISHIMA, 2000)
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O BBD pode ser obtido como uma pelicula fina sobre diferentes substratos condutores,
como silicio, molibdénio, tungsténio ou titanio, usando um dos seguintes métodos: deposicao
quimica em fase de vapor (CVD, do inglés “chemical vapor deposition”) por plasma de
microondas, filamento quente ou assistida por chama. O método mais comum é deposicdo
quimica em fase de vapor por plasma de microondas. Uma razdo para isto é a disponibilidade
comercial de tais sistemas de reatores. Embora o mecanismo de formagédo do filme seja um
pouco diferente para cada método, todos servem para ativar uma fonte de gas rico em carbono,
produzindo um precursor de crescimento em estreita proximidade com a superficie do substrato
(PLESKOV, 2002). Os reagentes gasosos utilizados sdo metano altamente diluido em
hidrogénio. No entanto, podem ser empregadas outras substancias organicas como fonte de
carbono, ou juntamente com o metano, tais como metanol, acetona e etanol. Pequenas fracGes
de oxigénio, ou ainda compostos halogenados também podem ser usados com o objetivo de
aumentar a taxa de crescimento e/ou aumentar a qualidade final dos filmes crescidos (BARROS
etal., 2005; PLESKQOV, 2000).

Existem dois tipos de filme fino de diamante sintetizados rotineiramente: micro e
nanocristalino. A classificacdo destes dois tipos de filmes é baseada no seu tamanho e

morfologia. A Figura 6 mostra imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) dos

dois tipos de BDD depositados como filmes finos sobre substratos de Si.

Figura 6. Imagens de MEV de um diamente microcristalino (A, escala : 2 um) e um diamante
nanocristalino (B, escala: 500 nm), ambos dopados com boro, obtidos sobre Si. Fonte: (SWAIN,
2007).

O diamante é um material isolante, com resistividade da ordem de 10*® Q cm. Os filmes
de diamante terminados em hidrogénio, ou o préprio diamante natural tratado em plasma de
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hidrogénio, tém sua resistividade reduzida para algo em torno de 10° Q cm, mas do ponto de
vista de obtencdo de materiais semicondutores, este valor de resistividade ainda é muito alto.
Quando um filme de diamante € apropriadamente dopado, ele adquire boa condutividade e pode

se tornar um material promissor para ser empregado como eletrodo (SWAIN, 2007).

O boro € o dopante mais utilizado para produzir eletrodos de diamante (semicondutor
do tipo p). Isto € devido ao fato do boro possuir baixa energia de ativacdo como transportador
de carga (0,37 eV). Para introduzir boro no filme de diamante durante o crescimento, um
reagente contendo boro tem de ser adicionado a mistura dos gases de deposicdo (KRAFT,
2007). Os dopantes mais empregados sdo 0s seguintes: diborano (B2He), trimetilborato
(C3H9BO3) e 0 dxido de boro (B203). O B2Hs ndo contém carbono ou oxigénio na molécula, o
que evita a inclusdo de elementos extras no reator, é facilmente encontrado e possibilita controle
de concentracdo de boro, mas é altamente tdxico, explosivo e reativo. O trimetilborato ndo é
toxico, mas deve ser diluido em acetona ou metanol para ser usado, o que implica em fonte
adicional de carbono e oxigénio. O B2Oz é o mais comum deles (grande disponibilidade), mas

também deve ser solubilizado em acetona ou metanol (BARROS et al., 2005)

Outros dopantes também sdo utilizados e fornecem condutividade do tipo n: nitrogénio
(energia de ativacdo como transportador de carga de 1,6 - 1,7 eV) e fosforo (energia de ativacéo
como transportador de carga 0,6 eV). A Figura 7 mostra um diagrama de energia para o
diamante, com alguns niveis de energia inclusos no bandgap. Em caso de dopagem com
nitrogénio, sdo utilizados NHs ou N, para fosforo PH3 e para dopagem com enxofre, HoS.
(KRAFT, 2007).
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Figura 7.Diagrama de energia para o diamante, com os niveis dos dopantes adicionados ao

bandgap. Adaptado de (KRAFT, 2007)

No caso do boro, os filmes de diamante devem ser dopados com uma concentragao de
1x10* cm atomos ou mais. A resistividade do diamante assim obtido depende da concentragdo
de boro no filme, variando desde 10* Q cm (para uma concentragdo de boro proxima a 108 cm-
3 4tomos) até décimos e mesmo milésimos de Q cm (para uma concentracdo de boro proxima a
102t cm4tomos). Assim, as propriedades dos filmes de diamante variam sucessivamente desde
as de material dielétrico as de semicondutor, semicondutor degenerado e, finalmente,
semimetal, a medida que essa concentracdo aumenta (PLESKOV, 2000)

A superficie do diamante tem uma camada terminal de atomos de hidrogénio, em
estagios diferentes de estruturacdo superficial. A evolugdo desta estruturacdo superficial, para
um dos planos de crescimento, esta representada na Figura 8. Observa-se a passagem de uma
estrutura com alta energia superficial, portanto menos estavel (a), na forma de di-hidreto (2
atomos de hidrogénio ligados ao mesmo atomo de carbono, com alta energia estérica), a forma
mais estavel (c), a de mono-hidreto, com menor energia superficial, na qual apenas 1 atomo de
hidrogénio esta ligado a cada atomo de carbono, em toda a extenséo da estrutura cristalina
(BARROS et al., 2005).
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Figura 8. Representacdo de um dos planos de crescimento do filme de diamante CVD, com
terminacfes em atomos de hidrogénio, evoluindo de uma estrutura com alta energia estérica
devida aos atomos de hidrogénio vizinhos (a), passando pelo intermediario (b), até chegar a
estrutura mais estavel (c). Fonte: (BARROS et al., 2005)

O trabalho de (PLESKOV et al., 1987) descrevendo o comportamento
fotoeletroquimico de filmes de diamante demonstrou que 0s mesmos ndo sdo tdo
eletroquimicamente inertes quanto se supunha, e que as propriedades superficiais podem ser
sensivelmente alteradas via pré-tratamento superficial. A partir deste trabalho muito esforco
tem sido direcionado para a caracterizacdo do comportamento eletroquimico, em funcéo de
alteracdes impostas a sua superficie, via tratamentos anddicos e catédicos (BALDAN et al.,
2013; CHEN; CHANG; CHANG, 2008; GIRARD et al., 2007; OLIVEIRA; OLIVEIRA-
BRETT, 2010; SALAZAR-BANDA et al., 2006; SUFFREDINI et al., 2004).

Sob esse aspecto, o trabalho de (YAGI, 1999) foi importante, principalmente por
demonstrar que se pode oxidar a superficie de filmes de diamante por meio de pré-tratamento
anodico ou por plasma de oxigénio. Porém a superficie so é eletroquimicamente recuperada,
quando a oxidacao superficial também foi obtida via eletroquimica. Atengéo deve ser dada ao
fato de que tratamentos anodicos e tratamentos por plasma de oxigénio aumentam a relacdo
O/C na superficie do filme, tornando mais lenta a cinética de transferéncia de carga de alguns
pares redox como [Fe(CN)s]*"* e [IrCls]*”* (BARROS et al., 2005). A reversibilidade da

reacdo de transferéncia de carga para estas espécies aumenta com o abaixamento do pH,
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indicativo de que grupos carboxila, negativamente carregados podem estar presentes na
superficie do filme, diminuindo a reversibilidade da reacdo de transferéncia eletrdnica por
exclusdo de carga (GRANGER; SWAIN, 1999).

1.4 Anélise por injecdo em batelada (BIA)

Anédlise por injecdo em batelada (BIA, do inglés “batch injection analysis”) € uma
técnica analitica apresentada na literatura por WANG e TAHA no inicio da década de 90
(WANG; TAHA, 1991). O procedimento BIA pode ser considerado uma alternativa em relacao
aos metodos baseados em Anélise por Injecdo em Fluxo (FIA, do inglés “flow injection
analysis”’) para aumentar a frequéncia analitica (RAMSING; RUZICKA; HANSEN, 1981).
Nesta técnica, volumes reduzidos (geralmente de 50 a 150 pL) da solu¢do amostra ou padrédo
sdo injetados, com o auxilio de uma micropipeta (normalmente eletrdnica), diretamente sobre

um detector imerso em um grande volume de solugéo inerte.

A Figura 9 apresenta o esquema de uma célula BIA, adaptada para o uso com eletrodo
de BDD diamante dopado com boro. O sistema pode ser operado com ou sem agitacdo da
solucdo no interior da célula (PEREIRA et al., 2012). A posicéo do eletrodo de trabalho é oposta
a ponteira do sistema de inje¢do. A injecao da solugdo em analise (geralmente de 100 a 150 pL)
¢ feita em configuracdo “wall-jet”, diretamente sobre a superficie do eletrodo de trabalho

(deteccdo eletroquimica).

Polipropileno

Polipropileno

N Placa metalica

Parafusos

Figura 9. Esquema de uma célula BIA com deteccéo eletroquimica, adaptada para 0 uso com

eletrodo de diamante dopado com boro. Fonte: (FREITAS, 2015; TORMIN et al., 2011) .
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A passagem da espécie em analise sobre a superficie do sensor resulta em sinais
transientes (picos), similar ao observado em sistemas FIA, conforme demonstrado na Figura
10.

anun

T m m m m

Cc

>
w

(A) Antes da injegéo
(B) Transporte

(C) Fim da injecao
(D) Dispersao

(E) Equilibrio final

Figura 10. Etapas de operacao de um sistema BIA e resultado obtido. Fonte: (QUINTINO, 2003)

Antes da inje¢do da solugdo contendo uma espécie eletroativa observa-se uma corrente
constante, que se atribui a corrente residual gerada a partir do eletrélito inerte, indicando que
ndo existe reacdo de transferéncia eletrdnica na interface eletrodo/solucdo (Figura 10A).
Quando a solucdo padrdo ou amostra € injetada, ha um rapido aumento da corrente (Figura
10B), devido ao processo redox relacionado ao analito de interesse transportado até a superficie
do eletrodo de trabalho por convecgdo. Durante o procedimento de injecéo, a corrente atinge
um valor maximo permanecendo constante até o final da injecdo (Figura 10C). Apés o fim do
procedimento de injecdo hd uma queda acentuada do sinal analitico referente a mudanca do
transporte (convectivo para difusional; Figura 10D), atingindo, portanto, o equilibrio existente
antes da injecéo (corrente residual; Figura 10E). O retorno da corrente ao patamar de antes da
injecdo pode ser acelerada através de uso de agitacdo mecanica da solucdo presente no interior
da célula (PEREIRA et al., 2013). O procedimento BIA possui diversas caracteristicas similares
aquelas apresentadas por sistemas FIA, como: rapidez, simplicidade, boa repetibilidade e
sensibilidade e possibilidade de trabalhar com baixos volumes de amostras e reagentes. Além
disso, como em sistemas FIA, o fenbmeno da passivacdo ou contaminagdo da superficie do
eletrodo de trabalho também é menor em relacdo aos sistemas estacionarios devido ao menor

tempo de contato entre o analito e o eletrodo de trabalho durante a analise (QUINTINO;
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ANGNES, 2004). Apesar disso, os sistemas BIA tém sido pouco explorados até hoje, se
comparados aos sistemas FIA (QUINTINO, 2003).

Os sistemas BIA também apresentam algumas desvantagens quando comparados a
sistemas FIA. Devido a pequena distancia existente entre a ponteira da micropipeta e o eletrodo
de trabalho, os sistemas BIA apresentam restricbes em procedimentos de derivatizacéo e pré-
tratamentos ou dilui¢cdes online de amostras. Além disto, as possibilidades de automacgdo sdo
limitadas (DA SILVA, 2012; WANG; TAHA, 1991).

Como vantagens dos sistemas BIA em relacéo a FIA, podemos citar a menor lixiviacao
do material usado em eletrodos modificados (auséncia de solucGes carregadoras em tempo
integral) (QUINTINO, 2003), melhor sensibilidade (menor efeito de disperséo ou diluigdo da
amostra) (BRETT; OLIVEIRA BRETT; MITOSERIU, 1994; WANG, 1992), possibilidade de
injecdo da amostra sem prévia diluicdo no eletrélito suporte, devido a forca ibnica se manter
praticamente inalterada, pois um pequeno volume de amostra € injetado em um volume muito
grande de eletrélito (WANG; CHEN, 1994), menor geracédo de residuos; ndo ha necessidade do
uso de valvulas, bombas e tubos de conexao eliminando problemas relacionados a vazamento
e presenca de bolhas de ar (WANG; LU; CHEN, 1992).

As potencialidades, bem como os conceitos e principios do procedimento tém sido
explorados e ilustrados, considerando a associacdo de sistemas BIA com vérias técnicas de
deteccdo (calorimetria, fluorescéncia, amperometria, potenciometria e voltametria)
(DORNELLAS et al., 2014; EL GOHARY; EL NASHAR; ABOUL-ENIEN, 2011; SIMOES:;
VAZ; BRETT, 2007; THAVARUNGKUL et al., 1999; TORMIN et al., 2014; WANG,;
RAYSON; TAHA, 1992). Alguns parametros que influenciam a resposta do sistema podem ser
encontrados na literatura (BRETT; BRETT; MITOSERIU, 1995; BRETT; OLIVEIRA
BRETT; MITOSERIU, 1994; DA SILVA et al., 2011).

Apesar das caracteristicas interessantes que 0s sistemas BIA apresentam, um pequeno
namero de trabalhos empregando estes sistemas foram descritos na literatura até hoje
(QUINTINO, 2003), provavelmente, devido a necessidade do uso de pipetas eletronicas para
obtengdo de reprodutibilidade no processo de injecdo. Estas pipetas geralmente ndo estdo
disponiveis nos laboratérios comuns de pesquisa, e no uso de pipetas manuais, a repetibilidade
do sistema é diretamente dependente da habilidade do operador (WANG et al., 1992).
Recentemente, porém, estudos mostraram que através do uso de um padréo interno, a utilizacéo
de pipetas manuais na injecdo em sistemas BIA é possivel (GIMENES et al., 2010a). Além

disto, problemas relacionados com os fendmenos de adsorgdo irreversiveis (contaminacgao)
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quando eletrodos solidos sdo usados também podem ser contornados mediante uso de padrao
interno (DA SILVA, 2012).

O problema de contaminacdo/adsorcdo do analito ou demais componentes da amostra
no eletrodo de trabalho também pode ser evitado em sistemas em fluxo pela aplicacéo repetitiva
e alternada de pulsos de potenciais de limpeza (deteccdo amperométrica pulsada) (BEZERRA
DA SILVA et al., 2011; DOS SANTOS et al., 2008; GIMENES et al., 2010b; KARUWAN et
al., 2006). No entanto, até hoje, a amperometria pulsada foi pouco utilizada como modo de
deteccdo em sistemas BIA (PEREIRA et al., 2012; SCHIAVON et al., 1996), provavelmente
porque a maioria dos estudos empregando BIA com deteccdo amperométrica foram realizados
com a solucédo no interior da célula no estado estacionario, sendo que a limpeza eletroquimica

é mais eficaz com o meio (solucdo) sob movimento.

Recentemente, sistemas BIA com deteccdo por amperometria de maltiplos pulsos vém
sendo explorados com sucesso para executar determinagdes simultdneas usando somente um
eletrodo de trabalho (DA SILVA et al., 2011). A determinacdo seletiva dos compostos foi
possivel mediante a aplicacdo de pelo menos dois pulsos de potenciais em funcdo do tempo.
Neste estudo, uma espécie foi oxidada e seletivamente quantificada em um pulso de potencial
(E1; menor energia) e em um segundo pulso de potencial (E2; maior energia), ambas as espécies
foram oxidadas. A quantificacdo seletiva da segunda espécie foi possivel mediante subtracdo
das correntes detectadas nos dois pulsos de potenciais (le2 — le1). Esta estratégia somente foi
possivel mediante o uso de um fator de corre¢cdo (FC). A técnica permite ainda a aplicacdo de
um terceiro pulso de potencial para evitar a contamina¢do ou promover a constante limpeza

eletroquimica do eletrodo de trabalho empregado.

1.5 Voltametria de onda quadrada (SWV)

A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés “square-wave voltammetry”), € uma
das técnicas voltamétricas de pulso mais rapidas e sensiveis. Os limites de deteccdo podem ser
comparados aos das técnicas espectroscopicas. Além disso, a analise dos parametros
caracteristicos desta técnica também possibilita a avaliagdo cinética e mecanistica do processo
eletrodico em estudo (BARD et al., 2003).

No final da decada de 1970, Christie, Turner e Osteryoung desenvolveram o modelo
atual da SWV, onde a medida de corrente € realizada a velocidades de varredura maiores que

100 mV s. Neste caso, as medidas de corrente sdo realizadas apenas ao final do tempo de
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aplicacdo do pulso de potencial, onde a magnitude da corrente capacitiva estd minimizada. Esta
estratégia possibilitou notdvel melhora na sensibilidade da técnica, ampliando
consideravelmente seu campo de aplicacdo (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

Na SWV, a forma da curva de corrente-potencial é proveniente da aplicacdo de
potenciais de amplitude a (amplitude do pulso de potencial), que variam de acordo com uma
escada de potencial com altura AEs (incremento do pulso de potencial) e duracdo t (periodo),
conforme detalhado na Figura 11. Na curva de potencial-tempo, a largura do pulso (t/2) é
chamada t e a frequéncia de aplicacdo dos pulsos é chamada de f e é dada por (1/t). A corrente
é medida ao final dos pulsos diretos e reversos e o sinal é obtido como uma intensidade da
corrente resultante (AI) de forma diferencial, como demonstrado na Figura 12. A forma de
aquisicao da corrente diminui consideravelmente a deteccdo da corrente capacitiva e, portanto,
melhora o limite de detec¢do da técnica (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

Tempo

Figura 11. Forma de aplicagdo do potencial na voltametria de onda quadrada. Adaptado de
(WANG, 2006).
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Figura 12. Voltamogramas esquematicos de onda quadrada. (A) Componentes de corrente de

um processo redox reversivel e (B) de um processo irreversivel. Fonte: (SOUZA; MACHADO;
AVACA, 2003)

No pequeno intervalo de potencial entre o pulso direto e o reverso, a corrente capacitiva
é relativamente constante, e assim, o calculo da diferenca entre as respostas dos pulsos direto e
o0 reverso anula efetivamente as contribuicdes capacitivas. Ndo € necessario esperar até que a
corrente capacitiva se torne nula, o que é uma vantagem se comparado com voltametria ciclica
de varredura rapida. Consequentemente, velocidades de varreduras mais elevadas podem ser
utilizadas em SWV devido remocéo eficaz da corrente de fundo a partir da forma de aquisicéo
da corrente. Isto significa que existe a possibilidade de se investigar processos cinéticos, em
particular com reac@es rapidas. A contribuicdo das trés correntes pode ser sobreposta, como
mostrado na Figura 12 (ZACHOWSKI; OSTERYOUNG, 1986).

Uma vantagem importante da SWV para muitas aplicacdes eletroanaliticas € que na
regido de potencial negativo, o oxigénio dissolvido ndo precisa ser removido da solucéo, a
menos que interfira diretamente com a reacao eletrodica em estudo, por duas razdes. Primeiro,
na regido de corrente limitante para a reducdo do oxigénio, a contribui¢do dos pulsos direto e
reverso sao iguais levando a uma corrente liquida igual a zero. Em segundo lugar, durante uma
varredura de potenciais negativos no sentido positivo, a elevada velocidade de varredura limita
0 tempo para que espécies eletroativas de oxigénio difundam para a superficie do eletrodo.
Dessa forma, o tempo experimental é reduzido e o procedimento é simplificado porque a
remocao prévia do O dissolvido mediante borbulhamento com argdnio ou nitrogénio nédo sera
necessaria (BARD et al., 2003). Esse procedimento é utilizado com bons resultados em

voltametria de redissolucdo anddica, em particular em combinacdo com técnicas em fluxo
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(BRETT; BRETT; TUGULEA, 1996; BRETT; OLIVEIRA BRETT; MITOSERIU, 1994) em

que a simplificagdo de protocolos é util.

1.6 Voltametria de Redissolucdo Anddica (ASV)

A

A voltametria de redissolucao anddica (ASV, do inglés “anodic stripping voltammetry”)
é uma técnica eletroanalitica poderosa para a determinacdo de metais em nivel de concentragéo
de tracos. Sua sensibilidade caracteristica é atribuida a etapa de pré-concentracdo inerente a
técnica, durante a qual os metais de interesse sao acumulados sobre a superficie do eletrodo de
trabalho. A combinacdo da etapa de pré-concentracdo eficiente com medicOes eletroquimicas
avancgadas dos analitos acumulados resulta em limites de detecgdo extremamente baixos,
podendo chegar ao nivel de picomolar em alguns casos (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC,;
LOVRIC, 2007).

Outras vantagens da anéalise por redissolucdo incluem a possibilidade de especiacéo,
determinacdo multielementar, baixo custo e possibilidade de uso em campo (“on site analysis™).
Diferentes versdes de analise por redissolucao, que diferem principalmente na natureza da etapa
de pré-concentracdo (adsortiva ou eletrolitica) e no método de deteccdo (voltamétrico vs

potenciométrico), estdo disponiveis na literatura (SCHOLZ, 2009).

A voltametria por redissolugdo anddica é a versdo mais antiga e a mais empregada nas
analises por redissolugdo. A técnica é aplicavel a cations metalicos que se depositam sobre o
eletrodo de trabalho, e principalmente aqueles que formam améalgamas com o eletrodo de
mercurio. Nessa técnica, 0s metais sdo depositados a potencial constante, com a solucédo
mantida sob agitacdo, por um periodo de tempo controlado (BARD et al., 2003). As etapas
envolvidas na andlise por ASV sdo demonstradas na Figura 13.



39

Etapa de Deposicio

=
£ M7+ ne - M
d
Ecqf——————————~— Stripping
Mo M+ ne-
EOCU ____________ |

Figura 13. Etapas envolvidas na voltametria de redissolucdo anddica. Adaptado de (BARD et al.,
2003)

A etapa de formacdo da amalgama é representada pela equacgéo 1:
M™ +ne- +Hg - M(Hg) (1)
Na qual M representa o cation metalico e M(Hg) representa a amalgama formada.

O potencial de deposicdo empregado deve ser aproximadamente 0,4 V mais negativo
do que o potencial de reducdo do metal de interesse. Uma vez que o tempo de deposicdo esta
relacionado a sensibilidade da técnica, 0 mesmo deve ser selecionado de acordo com a faixa de
concentracdo dos analitos. A etapa de deposicdo € geralmente favorecida pela conveccdo das
espécies de interesse até a superficie do eletrodo de trabalho, o que pode ser feito mediante a
agitacdo, fluxo da solucdo diretamente sobre a superficie do eletrodo ou pela utilizagdo de
eletrodos do tipo disco rotatério (BARD et al., 2003).

Uma fracdo pequena, porém, reprodutivel, do metal presente na solucdo é depositada.
Apbs um tempo pré-definido e constante de deposicdo, a eletrélise é interrompida, e a
conveccao forgada, descontinuada. Nessa segunda etapa, o analito é redissolvido (oxidado) ou
retirado do eletrodo, mediante a varredura de potencial para valores mais positivos, como

descrito pela equacéo 2:
M(Hg) » M™ +ne” +Hg (2)

O sinal de excitacdo usado durante a etapa de redissolucéo é geralmente voltamétrico
pulsado (que minimiza a interferéncia da corrente capacitiva) ou uma rampa linear de potencial.
O voltamograma obtido (Figura 14) consiste em multiplos picos de corrente, correspondentes

a reoxidacdo dos metais que estavam solubilizados na amélgama e pode ser utilizado para a
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obtencdo de informacgdes qualitativas (em funcdo dos valores de potencial de pico) e
quantitativas (em funcéo dos valores de corrente de pico medidas) (FOGG; WANG, 1999).

Cd

Cu
Zn

i/pA

Pb

| |
-1.0 05

E/V

Figura 14. Voltamograma de redissolucio para mistura contendo 1 x 10 mol L de Zn, Cd,

Pb e Cu. Adaptado de (BARD et al., 2003)

A técnica de ASV permite, assim, a determinagdo simultanea de metais. A corrente de
pico depende de vérios parametros das etapas de pré-concentracdo e redissolucdo. O
comportamento exato que regula a forma do voltamograma obtido depende do tipo de eletrodo
de trabalho e da forma de voltametria empregada, mas em todos 0s casos, a corrente de pico €

proporcional ao tempo de deposicao e a concentracdo do metal, de acordo com a equacéo 3:
I, = KCtgp (3)

Onde K é uma constante que inclui a area do eletrodo (A), a velocidade de varredura
(v), o nimero de elétrons envolvidos (n), o coeficiente de difusdo (D) e a taxa de convec¢do
(BARD et al., 2003).

1.7 Amperometria

Um sensor voltamétrico registra varios pontos em uma regido selecionada do perfil
corrente-potencial. Um sensor amperomeétrico, por sua vez, mede uma corrente a um potencial
aplicado fixo, isto é, para um determinado ponto na curva de corrente-potencial
(voltamograma). Portanto, um sensor amperométrico € um sensor voltamétrico para um
potencial fixo (BRETT; BRETT, 1996).



41

Quando um potencial é aplicado no eletrodo de trabalho e, uma reacéo de oxida¢&o ou
de reducdo de uma espécie analitica em solugdo ocorre, podemos chamar o monitoramento
desse sinal de deteccdo amperométrica a potencial constante. Este tipo de deteccdo é
amplamente utilizado, conforme relatado na literatura (GUTIERREZ et al., 2008; JIA et al.,
2008; RICHTER et al., 2004; VARODI; GLIGOR; MURESAN, 2007; ZHANG et al., 2009).
Porém, devido a adsor¢éo de alguns subprodutos e/ou impurezas na superficie do eletrodo, pode
haver contaminacdo ou passivacdo do eletrodo (variacdo na area do eletrodo), e
consequentemente, falta de repetibilidade em analises sucessivas. Como por exemplo, na
determinacdo eletroquimica de fendis e de derivados fendlicos (DE CARVALHO et al., 2004),
onde ocorre a contaminagdo ou a passivagao do eletrodo, comprometendo, assim, a taxa de
transferéncia de carga entre o eletrodo e a espécie analitica de interesse. Além disto,
subprodutos de reacGes que ocorrem no eletrodo podem gerar interferéncias nas analises. Para
a obtencdo de resultados reprodutiveis durante a analise, deve-se realizar a limpeza frequente
da superficie do eletrodo, quer pelo polimento mecénico ou por um procedimento de limpeza
eletroquimica (CHAILAPAKUL et al., 2006).

Existem diversas estratégias para promover a limpeza da superficie do eletrodo de
trabalho ou impedir sua contaminacao ou passivacao, tais como, adi¢cdo de EDTA ao eletrolito
suporte (DE CARVALHO et al., 2004), o uso de eletrodos modificados (HAGHIGHI et al.,
2007; PEDROSA; LOWINSOHN; BERTOTTI, 2006) ou regeneracdo da superficie do eletrodo
realizada constantemente (“on line”) (CATARINO et al., 2003). Os sistemas BIA ou FIA
acoplados a deteccdo amperométrica, em muitos casos, podem minimizar o problema da
contaminacdo da superficie do eletrodo. Nestes sistemas, pequenos volumes da amostra ou
solugéo padrdo séo injetados (alguns microlitros) e, portanto, o contato com o eletrodo ocorre
por curtos periodos de tempo (sinais transientes), o que contribui para que o eletrodo permaneca

limpo por um periodo de tempo maior (GIMENES, 2009).

Uma grande vantagem da amperometria a potencial constante é que, uma vez que 0
potencial do eletrodo é mantido constante, a corrente capacitiva torna-se igual a zero logo ap6s
a aplicagdo do potencial. Isso confere a técnica maior sensibilidade, em relacdo as técnicas
voltamétricas baseadas na varredura de potenciais. Normalmente, aconselha-se utilizar uma
concentracdo relativamente alta de eletrdlito inerte, que devera ter concentracdo similar na
solucdo carregadora (FIA) ou na solugdo contida no interior da célula (BIA), e na solucdo
amostra ou padrdo a serem injetadas nos sistemas. Desta forma, a forga i6nica serd mantida

constante, minimizando varia¢Ges na regido da dupla camada elétrica e garantindo que o sinal
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transiente registrado possa ser atribuido somente ao processo faradaico (BARD; FAULKNER,

2001). Vale ressaltar que nas técnicas voltamétricas, o eletrélito também é necessario.

Determinacdes simultaneas de compostos eletroativos em potenciais redox distintos (AE
> 0,1 V) (HAGHIGHI et al.,, 2007) somente sdo possiveis empregando a técnica de
amperometria a potencial constante quando mais de um eletrodo de trabalho s&o usados na
deteccdo (MATOS et al., 2000; PAIXAO; MATOS; BERTOTTI, 2003; THANGARAIJ et al.,
2014). Quando somente um eletrodo de trabalho é usado, determinacGes simultaneas somente
sdo possiveis se a técnica de amperometria de multiplos pulsos (MPA, do inglés “multiple pulse
amperometry”) (DOS SANTOS et al., 2011) for empregada.

Esta técnica é disponibilizada no software GPES, que controla os potenciostatos
comercializados pela empresa Metrohm - Autolab. Este software permite aplicar de 2 até 10
pulsos de potencial de forma sequencial e repetitiva no mesmo eletrodo de trabalho, sendo
possivel a aquisicdo da corrente em cada pulso de potencial, 0 que corresponde a aquisi¢do de
até 10 amperogramas distintos ‘“‘simultaneamente”. O programa permite o controle da
quantidade, sequéncia e do tempo (minimo de 30 ms) dos pulsos de potenciais aplicados ao ET.
Na Figura 15 é apresentado um exemplo de aplicacdo da técnica de MPA. O esquema de
aplicacdo dos 9 pulsos de potenciais e 0s respectivos amperogramas obtidos foram extraidos do
software GPES 4.9 (Metrohm — Autolab).

B8l GPES Manager: Manual control.

=3 ] 2 | .|| MUt mode lectrochemical detection : MUtple pUlse amperomety Procedure | Demoed0l

B Edit procedure — |0 x| 28 Data presentation _[al x|
File Copy Plot Analysis Editdata Work potential
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Figura 15. Esquema de aplicacdo de 9 pulsos de potenciais e respectivos amperogramas
obtidos.
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Diferentes estratégias (esquemas) de aplicagdo dos pulsos de potenciais podem ser
adotadas dependendo da natureza das espécies oxidadas e/ou reduzidas no ET (DA SILVA,
2012) para determinacdo simultanea de duas espécies empregando a técnica de MPA acoplada
a sistemas FIA ou BIA. A estratégia mais comum € a aplicacdo de dois pulsos de potenciais (E1

e E») e aquisicdo de dois amperogramas distintos simultaneamente:

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

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

A corrente proveniente da espécie que somente € oxidada no potencial E2 pode ser obtida
mediante subtracdo da corrente detectada em E: sem (MEDEIROS et al., 2010;
SURAREUNGCHAI; DEEPUNYA; TASAKORN, 2001) e com (SILVA et al., 2011,
TORMIN et al., 2012) o uso de um fator de corre¢édo (FC). O uso do FC é mais comum, pois a
corrente da espécie detectada nos dois pulsos de potenciais, muitas vezes, nao é igual em ambos
0s pulsos de potenciais. Este procedimento pode ser usado em sistemas FIA (SILVA et al.,
2011) ou BIA (DA SILVA et al., 2011). Outra estratégia possivel é a aplicacdo de trés pulsos
de potenciais (Ez, E2 e E3). Os potenciais E1 e E> tém a mesma funcéo anterior, no entanto,
somente o produto de oxidacdo de uma das espécies oxidadas em E: é eletroquimicamente
reversivel e é seletivamente detectada em E3 por reducdo (DOS SANTOS et al., 2008, 2009).

A técnica de MPA acoplada a sistemas FIA ou BIA também permite a aplicagdo de um
pulso de potencial adicional para prevenir a contaminacdo do ET (possibilidade de constante
limpeza eletroquimica). Neste caso, a forma de funcionamento da MPA € similar a deteccdo
amperométrica pulsada (PAD, do inglés “pulsed amperometric detection”). A técnica PAD
geralmente também permite a aplicacdo de varios pulsos de potenciais, no entanto, a aquisicdo

de corrente se restringe a um unico pulso de potencial (limitacdo de software).

Informacdes a respeito dos aspectos tedricos da deteccdo empregando a MPA sdo pouco
divulgadas na literatura, 0 que obviamente contribui para a baixa quantidade de trabalhos
publicados empregando esta técnica. Dos Santos et al, em um artigo de revisdo (DOS SANTOS
et al., 2011), abordam alguns aspectos teoricos, potencialidades (determinagdo simultanea,
andlises indiretas, limpeza eletroquimica, insercdo de padrédo interno para corregdo de variaveis
do sistema em fluxo, etc.) e revisdo bibliogréafica sobre o tema FIA-MPA. A seguir, alguns
pontos sobre a teoria da técnica MPA serdo discutidos.



44

Quando pulsos de potenciais sdo aplicados alternadamente, a corrente monitorada é
governada por dois componentes de corrente, a corrente capacitiva, lc (referente ao
carregamento da dupla camada elétrica quando um potencial é aplicado e ndo envolve a
ocorréncia de reagdo quimica) e a corrente faradaica, Ir (referente a transferéncias de elétrons
que ocorrem na interface eletrodo-solu¢do) (BARD; FAULKNER, 2001). Quando ha na
solucdo espécies que podem ser oxidadas ou reduzidas no eletrodo hé a geragdo da Ir. Assim,
na deteccdo amperométrica pulsada acoplada a um sistema em fluxo ou batelada (BIA), quando
apenas a solucdo carregadora inerte estiver passando sobre o eletrodo de trabalho, a magnitude
de Ir dependera da concentracdo de impurezas eletroativas presentes na solucéo, que em geral
sdo baixas. A magnitude da Ic depende da amplitude do pulso de potencial e do tempo de
aplicacdo (a corrente € detectada préximo ao final do tempo de aplicacdo do pulso). A Ic sera
diretamente proporcional a amplitude do pulso e inversamente proporcional ao tempo de
aplicacdo do pulso de potencial. Quando a zona da amostra contendo uma espécie eletroativa
passar através da célula eletroquimica, a magnitude de Ir sera governada pela concentracdo da

espécie analitica que chega a superficie do eletrodo de trabalho.

A dependéncia da Ir e de Ic com o tempo de aplicacdo do pulso de potencial séo
diferentes. A Ic é alta no inicio da aplicacio do pulso de potencial, mas diminui
exponencialmente com o tempo de aplicagdo do pulso. Em uma solugdo que contém uma
espécie analitica eletroativa, a dependéncia da corrente faradaica com o tempo de aplica¢do do
pulso depende das condi¢bes do transporte de massa da espécie analitica em direcédo ao eletrodo.
Em condicdes estacionarias, a corrente faradaica diminui mais lentamente com o tempo de
aplicacdo do pulso quando comparada com a corrente capacitiva. J& em fluxo constante, a
corrente faradaica mantém-se constante. Portanto, se a vazdo da solucédo carregadora contendo
a aliquota da amostra é mantida constante, a taxa do transporte de massa sera constante, e por
consequéncia, a magnitude da corrente faradaica dependera somente da concentracdo da espécie
analitica na zona de amostra que alcanca o eletrodo. Considerando-se a dependéncia da corrente
faradaica e da corrente capacitiva com o tempo de aplicacdo do pulso, tem-se que, quanto maior
o tempo de aplicacdo do pulso de potencial, menor serd a contribuicdo de Ic na corrente

amperométrica total monitorada.

Entretanto, deve-se ressaltar que, apesar da contribuigdo de Ic ser maior quando pulsos
de potenciais sdo aplicados por curtos periodos de tempo, esta contribuicdo ndo afetara o sinal
amperométrico de interesse, pois a corrente amperométrica esta sendo medida continuamente,

antes, durante e apos a passagem da zona da amostra. Como a contribuicdo de Ic é constante
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(antes, durante e ap0s a passagem da zona da amostra), que contém a espécie analitica de
interesse (considerando a forca i0nica constante). Assim, durante a passagem da zona da
amostra, monitora-se somente a contribuicdo da Ir (proporcional a concentragéo da espécie
analitica) para o sinal amperométrico. Como a corrente faradaica depende somente da
concentracdo da espécie analitica no fluido de solugcdo que passa através do eletrodo, o tempo
de aplicacdo do pulso de potencial governaré a quantidade da espécie analitica que reagird no

eletrodo.

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

e simplicidade de execucao.

1.8 Determinaces simultaneas com detecgéo eletroquimica

Uma das perspectivas presentes no desenvolvimento de novos métodos analiticos se
refere a possibilidade de determinacGes simultaneas, ou seja, a determinacdo de mais de um
componente na amostra na mesma operacdo experimental. Desse modo, os métodos de
separacdo, tal como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) ou a cromatografia gasosa
(GC) sdo amplamente utilizadas. No entanto, sdo técnicas relativamente caras, seja em relacdo
a aquisicdo dos equipamentos ou em relacdo aos custos de manutencdo. Separacdes por
eletroforese capilar (CE) apresentam vantagens em relacdo as separa¢fes cromatograficas em
relacdo aos custos de operacdo e manutengdo, no entanto, o custo de aquisicdo do equipamento
é similar. Além disso, determinacGes simultaneas sem etapa prévia de separacdo em coluna
também podem ser encontradas, por exemplo, trabalhos baseados em deteccdo
espectrofotométrica com tratamento dos dados por técnicas quimiométricas (PCR, PLS ou
calibracdo multivariada) (ELKADY, 2011; KHOSHAYAND et al., 2008, 2010) ou técnicas
eletroquimicas, que geralmente apresentam maior simplicidade, possibilidade de automacéo,
baixo custo e fécil tratamento dos resultados.

Na literatura podem ser encontrados trabalhos de determinacdo simultanea empregando
diferentes técnicas eletroquimicas. Dentre estes podemos citar a potenciometria (DIAMOND
et al., 1993; SANCHEZ-MORENO et al., 2011), as voltametrias de pulso (SWV e DPV)
(BABAEI; GARRETT; DOWNARD, 2011, LOUREN(}AO et al., 2009, 2010; MEDEIROS;
ROCHA-FILHO; FATIBELLO-FILHO, 2010; ZEN; TING, 1997), voltametria de redissolucéo
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(FIGURA; MCDUFFIE, 1980; RISO; LE CORRE; CHAUMERY, 1997; UHLIG et al., 1995),
amperometria de multiplos pulsos acoplada a sistemas FIA (FIA-MPA) (DOS SANTOS et al.,
2008, 2009; MEDEIROS et al., 2010; MIRANDA et al., 2012; SILVA et al., 2011)] e acoplada
a sistemas BIA (BIA-MPA) (GIMENES et al., 2013, 2014; PEREIRA et al., 2013, 2014;
TORMIN et al., 2012).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver dois métodos simples, répidas e de baixo
custo, empregando analise por injecdo em batelada com deteccdo por voltametria de onda
quadrada (BIA-SWYV) e analise por injecdo em batelada com deteccdo por amperometria de
multiplos pulsos (BIA-MPA). O objetivo especifico foi a determinagdo simultanea de espécies
em amostras farmacéuticas sem a necessidade de etapas complexas para a preparacdo da
amostra ou modificacdo quimica/eletroquimica da superficie do eletrodo de trabalho. Os

seguintes compostos foram objeto de estudo no presente trabalho:
e Determinacdo simultanea de zinco e nafazolina por BIA-SWV;
e Determinacdo simultanea de nafazolina e feniramina por BIA-MPA,;
e Determinacgéo simultanea de nafazolina e clorfeniramina por BIA-MPA,;

e Aplicacdo dos métodos desenvolvidos na andlise de formulagBes farmacéuticas

contendo os principios ativos listados acima.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 Instrumentacgao

3.1.1 Deteccao eletroquimica

Para realizacdo das medidas voltamétricas e amperométricas foi utilizado um
potenciostato/galvanostato pAUTOLAB tipo Il (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands -

Metrohm;) interfaceado a um computador e controlado através do software GPES 4.9.007.

3.1.2 Eletrodo de trabalho

Neste trabalho foi utilizado diamante dopado com boro (BDD; area geométrica = 22,9
mm?), adquirido da empresa Adamant Technologies SA, La Chaux-de-Fonds, Suica
(atualmente chamada NeoCoat SA - La Chaux-de-Fonds, Suica). Trata-se de placas a base de
silicio (0,7 x 0,7 cm) com espessura de aproximadamente 1,0 mm e cobertas com um fino filme
de diamante (~1,2 um) com nivel de dopagem de boro de 7000 a 8000 ppm. Antes do inicio
das medidas eletroquimicas, o eletrodo de BDD foi submetido a um processo de
limpeza/ativagdo, uma vez que ndo seria possivel a limpeza manual por polimento. Dois modos
de ativacdo eletroquimica foram empregados, uma anddica (aplicando uma corrente de +0,01
A) em meio de tamp&o Britton-Robinson 0,12 mol L (pH 2,0) (TERASHIMA et al., 2003) e
uma catddica (aplicando-se uma corrente de -0,01 A) em meio de H2SO4 0,1 mol L*
(SALAZAR-BANDA et al., 2006). Os tempos de ativacdo variavam de 15 minutos, quando
apenas a ativacdo catodica era realizada, a 30 minutos, quando ambas ativacdes eram
empregadas. O tratamento catddico foi feito diariamente, previamente ao uso, sendo a Unica

ativacdo empregada durante a primeira parte desse trabalho.

3.1.3 Eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar

Em todos os experimentos utilizou-se um mini eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI
sat.) (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996) preparado no proprio laboratorio pela
eletrodeposicdo de AgCl sobre um fio de Ag através da aplicagédo de +0,3 V em meio de uma
solugdo de HCI 0,10 mol L durante 1,0 hora. Como eletrodo auxiliar foi utilizado um fio de

platina.
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3.1.4 Ceélula Eletroquimica para medidas estacionarias

Nas medidas voltameétricas estacionarias com o eletrodo de BDD, uma célula de
polipropileno com volume total de 10 mL foi utilizada. Nesta célula, o eletrodo de BDD (0,7 x
0,7 cm) foi posicionado no fundo da mesma com auxilio de um anel (“o-ring”) de borracha, e
fixado (pressionado) sobre o anel com auxilio de parafusos, similar ao apresentado na Figura
16. Todos os experimentos foram realizados sem a remocdo do O dissolvido e a temperatura

ambiente.

Eletrodo

Recipiente

g Contato ~

Figura 16. Célula de polipropileno utilizada nos experimentos estacionérios com eletrodo de
BDD posicionado no fundo da mesma.

3.1.5 Sistema BIA

Nos estudos com o sistema BIA, utilizou-se uma célula construida no préprio
laboratério (TORMIN et al., 2011). A célula foi constituida a partir de um tarugo de
polipropileno com as seguintes dimensdes: @ = 7,5 cm; comprimento: 6 cm. Com auxilio de
um torno (oficina da Faculdade de Mecanica — UFU), um orificio com as seguintes dimens6es
foi efetuado a partir de um lado do tarugo: @intemo = 6 cm; profundidade = 5 cm; volume total
~ 150 mL. A Figura 17 ilustra um diagrama esquematico da célula BIA utilizada no trabalho
com o posicionamento do micro-motor DC para agitacdo (PEREIRA et al., 2012), sendo este

de uso opcional.
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Figura 17. (A) Esquema da célula BIA utilizada no trabalho; (B) Imagem da célula BIA.

Uma tampa de polipropileno foi fixada no lado aberto do tarugo. Um orificio central foi
feito tanto na tampa e na base do tubo. Além do orificio central (para o posicionamento da
ponteira do sistema de injecdo), a tampa superior contém mais trés orificios: dois para fixacao
dos eletrodos auxiliar e referéncia e um para a insercdo do agitador mecanico. O sistema de
agitacdo é composto por um micro-motor DC de 12 V usado originalmente em secadores de
cabelo ou brinquedos elétricos. Ao eixo deste micro motor foi adaptado com uma haste de teflon
(PEREIRA et al., 2012) e a velocidade de agitacéo é controlada com uma fonte universal de
tensdo variavel (3 a 12 V - 700 a 4000 rpm). Quanto maior a voltagem selecionada, maior é a

rotacdo do motor.

No orificio efetuado no centro da base (5,0 mm de diametro) foi posicionado um anel
de borracha (O-ring) e sobre este anel, a placa de silicio coberta com um filme de BDD (0,7 x
0,7 cm). A area Util do eletrodo de BDD é definida pelo diametro interno deste anel (5 mm;
area = 22,9 mm?). Para fixacio da peca de BDD e manter o contato elétrico, uma placa metalica
foi pressionada sobre a placa de BDD através de dois parafusos colados nas extremidades da
parte inferior da célula. A célula foi construida de forma que durante a injecéo, ponta da ponteira
fique posicionada a aproximadamente 2 mm (QUINTINO; ANGNES, 2004) do eletrodo de
BDD. Para a injecdo neste sistema utilizou-se uma pipeta eletronica (Eppendorf® Multipette

stream) que permite inje¢des de 10 a 1000 L, usando um combitip® (ponteira) de 1 mL, com
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velocidades de injecdo de 28 a 350 uL s. Na Figura 18 sdo apresentadas imagens do micro-
motor, da fonte universal de tensdo variavel e da pipeta eletrdnica usados no trabalho

(A)

Micro-motor

Fonte

SAL
AcggtlszEDRAPTOR
! Pipeta
< '

I:'.

\ Haste de Teflon =
!
— Ponteira

Figura 18. (A) Sistema de agitacdo para célula BIA; (B) Pipeta motorizada utilizada para as

injecBes no sistema BIA.

3.1.6 Andlises comparativas por cromatografia liquida

Os resultados obtidos na determinacdo de NAF com os métodos propostos foram
comparados aos obtidos por HPLC. Nestas andlises, foi utilizado o equipamento Shimadzu LC-
10 VP equipado com um detector UV-VIS (SPD-10AV), coluna cromatografica com fase
estacionaria C1g (Phenomenex 110A° Gemini-Cig, 250 mm x 4.6 mm, 5 um), uma bomba de
duplo pistdo LC-10AD-VP e injetor manual com al¢a de amostragem de 20 pL. A fase movel
foi composta por tamp&o fosfato 10 mmol L (pH 2,8, corrigido com trietilamina) e metanol,
na proporcao 68:32 (v/v). A trietilamina € utilizada para minimizar o efeito de grupos silandis
presentes na coluna, ou nas fases estacionarias a base de silica, promovendo diminuigdo no
tempo de retencdo (PEDROSO et al., 2011). O comprimento de onda fixado para detecgéo foi
280 nm e o fluxo da fase movel empregado foi de 1,0 mL min, de acordo com os trabalhos de
(HUANG et al., 2014)
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3.1.7 Andlises comparativas por absorcdo atdbmica

Os resultados obtidos na determinagdo de Zn com o método proposto foram comparados
aos obtidos por absorcdo atomica por chama (FAAS). Neste procedimento foi usado um
equipamento modelo Varian® SpectrAA 220 (Victoria, Australia), cujas condi¢des operacionais

utilizadas encontram-se listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Pardmetros instrumentais para determinacdo de zinco por FAAS. (MANOURI et al.,
1998)

Parametro Valor
Linha analitica utilizada 213,9 nm
Largura da fenda 0,7 nm
Corrente da lampada 10 mA
Largura do queimador 10 cm
Vazéo do fluxo de acetileno 1,25 L min'?
Vazao do fluxo de ar 5,25 L min'?

3.2 Solucoes, reagentes e preparacao das amostras

Todas as solucBes foram preparadas com agua deionizada (resistividade superior a 18
MQ cm™?) obtida de sistema de purificagdo Direct-Q (Millipore). Todos os reagentes utilizados
apresentavam pureza analitica e foram usados sem purificacdo prévia. Na Tabela 2 constam os

reagentes usados neste estudo com sua respectiva procedéncia.

Tabela 2. Lista de reagentes usados no presente trabalho e sua respectiva procedéncia.

Reagente Origem Reagente Origem
Acido Acético Synth Feniramina (FEN) Sigma-Aldrich
Acido Boérico Sigma Hidrdxido de Sodio Synth

Acido Cloridrico Synth Nafazolina (NAF) Sigma-Aldrich
Acido Sulfurico Vetec Trietilamina Sigma-Aldrich
Acido Fosférico Synth Zinco Metalico Synth
Alcool Metilico Vetec

Clorfeniramina (CLO)  Sigma-Aldrich




53

As solucdes estoque de NAF, CLO e FEN foram preparadas a partir da dissolucdo do
sal em é&gua deionizada, obtendo uma solugdo com concentragdo de 10 mmol L™
Posteriormente, todas estas solucdes padrGes foram diluidas em eletrdlitos de suporte
apropriados antes de serem usadas nos estudos [tamp&o acetato 0,05 mol L (pH 4,7), acido
sulfirico 0,1 mol L e tampdo BR 0,12 mol L (pH 10,0) ] com os sistemas BIA-SWV e BIA-
MPA.

A solucdo tampéo acetato foi preparada a partir da dissolugédo de 5,7 mL de acido acético
em aproximadamente 950 mL de agua deionizada. O pH da solu¢éo foi ajustado com NaOH
1,0 mol L e 0 volume foi completado com &gua deionizada para 1000 mL. J4 a solugdo tampao
Britton-Robbinson (BR) foi preparada pela mistura dos acidos bérico, acético e fosforico, todos
com concentracio de 0,04 mol L. Considerando a soma das concentracdes dos componentes
do tamp&o BR, foi estimada a concentragao total de 0,12 mol L para esse eletrdlito. O pH foi
ajustado com solucéo de NaOH 1,0 mol L™,

A solucdo estoque de zinco (Zn) foi preparada a partir da dissolugdo de 100 mg do zinco
metalico em 3 mL de uma mistura de acido cloridrico concentrado e agua deionizada (2:1).
Apbs a dissolucao total do s6lido, o volume foi completado com agua deionizada até 100 mL.
A concentracéo da solugdo obtida foi de 1,000 mg mL™* (ppm) de Zn.

Todas as amostras analisadas no presente trabalho eram liquidas, as quais foram diluidas
para concentracdo final adequada em eletrélito suporte usado na analise. Para amostras
contendo a associacdo NAF + CLO, devido a auséncia do medicamento que contém a
formulacdo no mercado brasileiro, uma amostra manipulada em farmacia local foi adquirida,
com proporg¢do e concentracdo igual ao medicamento encontrado a venda no exterior (1:8 de
NAF:CLO, em proporcdo molar).

3.3 Parametros analiticos utilizados nos métodos propostos

A seguir uma breve descricdo dos parametros de mérito utilizados no presente trabalho
(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003; INSTITUTO NACIONAL
DE METROLOGIA, 2003; RIBANI et al., 2004; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2001).

3.3.1 Limite de detecgdo

O limite de deteccdo (LD) é a menor concentracdo da especie analitica que pode ser

detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢bes experimentais
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estabelecidas. Para os métodos que empregam uma curva analitica, o limite de deteccéo pode
Ser expresso como:

3 X DPb
D="""—
a

(4)
Na qual,
DP» = desvio padréo relativo do branco;

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

3.3.2 Limite de quantificagcdo

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

estudo em relacdo ao valor verdadeiro).

A determinacdo do LQ representa um compromisso entre a concentracao, a precisao e
a exatiddo. Isto significa que, quando decresce o nivel de concentragdo do LQ, a medicdo torna-
se menos precisa. Se houver necessidade de maior precisdo, uma concentracdo maior deve ser
registrada para o LQ, que pode ser calculado como:

_ 10X DPb
B a

LQ (5)

3.3.3 Repetibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados de medicBes sucessivas de um mesmo
mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢des de medicdo, chamadas de condigcdes de
repetitividade a seguir: mesmo procedimento de medicdo; mesmo observador; mesmo

instrumento usado sob mesmas condic¢des; mesmo local, e repeticbes em curto espaco de tempo.

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

relativo de uma série de medidas. O desvio padréo relativo é calculado da seguinte forma:

DPx
onde:
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DPx = Desvio padréo da concentragdo encontrada;

X = concentracdo média encontrada.

3.3.4 Adicéao e recuperacao

A recuperacdo (ou fator de recuperacdo) € definida como a proporg¢éo da quantidade da
substancia de interesse, presente ou adicionada (“spiked”) na por¢do analitica do material teste,

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

Ci— C2

Recuperagio (%) = (T) x 100 (7)

Onde:
C1 = concentracdo do analito na amostra fortificada,

C2 = concentragdo do analito na amostra néo fortificada,

C3 = concentracgdo do analito adicionada a amostra fortificada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Considerac0es gerais

Os resultados e discussdes abordados neste trabalho serdo divididos em duas partes. Na
primeira parte, serdo apresentados os estudos realizados para desenvolver o método de
determinacdo simultanea de Zn e NAF em BIA com deteccao por voltametria de onda quadrada
(SWV). Na segunda parte, serdo apresentados os estudos relacionados com o desenvolvimento
de um método para determinacgdo simultdnea de NAF + CLO e NAF + FEN em formulacbes
farmacéuticas usando BIA com deteccdo amperométrica de maltiplos pulsos (MPA).

4.2 Parte | - Determinacdo simultanea de zn e NAF em BIA empregando

voltametria de onda quadrada

4.2.1 Estudos do comportamento eletroquimico da NAF por voltametria ciclica

A possibilidade de determinacdo de Zn por voltametria de redissolucdo anddica com
pulso diferencial usando eletrodo de BDD jé foi demonstrada anteriormente (HONORIO et al.,
2014). No entanto, em relacdo a NAF, nenhum trabalho foi localizado na literatura onde a
determinacdo foi realizada empregando eletrodo de BDD. Somente métodos empregando
potenciometria (GHOREISHI; BEHPOUR; NABI, 2006) ou voltametria ciclica e de pulso
diferencial empregando eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de prata
(CHINIFOROSHAN; TABRIZI; POURRAHIM, 2014) foram reportados. Por isto, estudos
iniciais empregando voltametria ciclica foram realizados para a investigacdo do comportamento
eletroquimico da NAF usando BDD como eletrodo de trabalho. Na Figura 19 sdo apresentados
os voltamogramas ciclicos obtidos para solugdes contendo NAF 1,0 mmol L, em diferentes
meios como eletrdlito de suporte (4cido sulfdrico 0,1 mol L; tamp&o acetato 0,05 mol L - pH
4,7 e tampao fosfato 0,1 mol L - pH 2,0 e 7,0).
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Figura 19. Voltamogramas ciclicos obtidos para 1,0 mmol L™ de NAF em diferentes eletrdlitos

de suporte usando BDD como eletrodo de trabalho. Velocidade de varredura: 50 mV s,

Incremento de potencial: 5 mV.

As respostas voltamétricas demostraram a presenca de um pico de oxidacao na regiao
de potencial entre +1,5 e +1,6 V para os eletrélitos estudados. Ndo foram observados picos de
reducdo na varredura reversa, 0 que indica a existéncia irreversibilidade do processo de
oxidacdo. Na regido de potencial entre -0,5 V e +0,2 V podem ser observadas pequenas
variacdes de corrente em relacdo ao sinal obtido para o eletrolito suporte sem a presenca de
NAF. No entanto, estas variacGes sdo caracteristicas dos diferentes eletrdlitos de suporte no
estudo. Ou seja, o sistema apresenta comportamento irreversivel nas condi¢des estudadas.

4.2.2 Escolha do eletrolito de suporte

Uma vez que a determinacdo simultanea de Zn e NAF era almejada mediante a
realizacdo de uma Unica injecdo no sistema BIA, estudos iniciais foram realizados empregando
a técnica de amperometria de multiplos pulsos (MPA). Dois pulsos de potenciais foram
selecionados: (i) -1,4 V: deteccdo de Zn por reducéo e, (ii) +1,65 V: deteccdo de NAF por
oxidagéo. O procedimento funcionou muito bem para deteccdo de NAF, no entanto, a detecgéo
de Zn usando MPA ndo apresentou resultados satisfatorios. Inumeros testes foram realizados
com o intuito de deteccdo de Zn por MPA (variacdes no tempo e no pulso de potencial
aplicados, numero de pulsos aplicados, composicéo e pH de eletrdlitos de suporte, velocidade

de injecdo, volume de injecéo, deteccdo direta por reducédo e deteccao por oxidacéo apos rapida
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pré-concentracdo), mas os resultados obtidos ndo foram reprodutiveis, provavelmente devido a
elevada corrente capacitiva resultante da aplicagédo de pulsos de potenciais muito diferentes (-
1,4V para Zn e +1,65 V para NAF).

Assim, optamos pelo uso de uma técnica voltamétrica, uma vez que foi reportado
anteriormente que a determinacéo de Zn é possivel empregando voltametria de pulso diferencial
e BDD como eletrodo de trabalho. No entanto, como a técnica de voltametria de pulso
diferencial é uma técnica relativamente lenta, optamos por sua substituicdo por voltametria
anodica de onda quadrada (ASW), a qual é uma técnica muito mais rapida (SOUZA,
MACHADO; AVACA, 2003; SOUZA et al., 2004) e, portanto, apresenta maior potencialidade
para ser usada em sistemas BIA.

Inicialmente, o efeito dos eletrélitos de suporte nos quais foram observadas as maiores
correntes de oxidacdo para a NAF (H2SOs4 e HAc/NaAc) foram investigados para a
determinacdo de Zn por voltametria de onda quadrada com redissolugdo anddica (SWASV).
Estudos iniciais de investigagdo dos parametros envolvidos na etapa de voltametria de
redissolucdo anodica (ASV) foram realizados em sistema estacionario, conforme descrito na
se¢do 3.1.5. Os voltamogramas obtidos para uma solugdo contendo 30 pmol L de Zn usando
H2S04 0,1 mol L ou Ac/NaAc 0,05 mol L como eletrélitos de suporte sdo exibidos na Figura
20.

——H,SO, 0.1 mol "
—— HA¢/NaAc 0.05 mol L

Zn

I1/pA

Zn

-1.5 l -1.0 l —0I.5 l 0.0 ‘ 0.5

E/V
Figura 20. Voltamogramas de onda quadrada com redissolucdo anddica obtidos para solucéo
contendo 30 umol L * de Zn. Eletrélito de suporte: H2SO4 0,1 mol L™ (—) ou HAc/NaAc 0,05
mol L (—). Eletrodo de trabalho: BDD; Tempo e potencial de deposicdo: 20 se -1,5 V; f =
50st; a=25mV, AEs =8 mV.
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Os resultados exibidos na Figura 20 mostram que a eletrodeposicdo de Zn foi
insatisfatoria em meio de H2SO4 0,1 mol L, com corrente de pico inferior a 2 pA. A evolugio
de hidrogénio durante a etapa de eletrodeposicéao e de redissolucdo pode ser responsavel pelo
pico deformado e baixa corrente de oxidacao detectada. Por sua vez, o pico de oxidacdo do Zn
obtido empregando tamp&o acetato 0,05 mol L™ (pH = 4,7) apresentou perfil gaussiano, com
corrente de pico de 7 pA. Com base nos resultados obtidos, o tampdo acetato foi selecionado

para a realizacdo das etapas posteriores do trabalho.

Ap0s a definicdo do eletrolito suporte a ser usado, estudos foram realizados para obter
informagdes adicionais sobre o processo eletroquimico existente entre o eletrodo de BDD e a
NAF. A influéncia da velocidade de varredura foi avaliada no intervalo de 10 mV s a 220 mv
st com o objetivo identificar se o transporte de massa da reacgdo de oxidagéo é controlado por
difusdo ou adsorcdo das moléculas de NAF na interface eletrodo solugdo. Na Figura 21 sdo

apresentados os voltamogramas ciclicos referentes a este estudo.

60

1/pA

E/V

Figura 21. Voltamogramas ciclicos obtidos para oxidag&o de NAF 100 umol L sobre eletrodo
de BDD em diferentes velocidades de varredura. Eletrélito de suporte: HAc/NaAc 0,05 mol L
L(pH =47).

A relacdo entre corrente de pico (lp) e a raiz quadrada da velocidade de varredura (v/?)
apresentou uma relacdo linear em todo intervalo de velocidade de varredura estudado, (r =
0,998). Este comportamento indica que o transporte de massa é controlado preferencialmente

por difusdo das espécies na superficie do eletrodo de BDD. Este resultado é confirmado na
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Figura 22 (B), onde pode ser observado boa linearidade entre log Ip ¢ log v para oxidagdo de
NAF. Além disto, o valor do coeficiente angular do gréafico log I, vs. log v apresentou um valor
igual a 0,51, o que também confirma a natureza do transporte de massa, pois segundo a literatura
(DAVID K. GOSSER, 1994), valores proximos a 0,50 indicam a existéncia de processos
difusionais e valores préximos a 1,0, processos controlados por adsorgao.

454
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v mv s Log v
Figura 22. Relacdo entre corrente de pico e velocidade de varredura para voltamogramas
ciclicos para NAF 100 pumol L sobre BDD em tampé&o acetato 0,05 mol L™ pH 4,7. (A): Ip vs.
v2.(B): log Ip vs. log v.

Para processos redox totalmente irreversiveis, a relacdo entre o potencial de pico e a

velocidade de varredura é dada pela equacédo abaixo (LAVIRON, 1979):

or 2,303 RT RTK?® 2,303RT
E,=E" + (—) log —( >logv (8)

onF anF oanF

Onde: R é a constante dos gases, T, a temperatura, F, a constante de Faraday, K°, a constante
de velocidade heterogénea, v, a velocidade de varredura, a, o coeficiente de transferéncia de
carga, n, o nimero de elétrons e E®” ¢ o potencial formal. A dependéncia entre potencial de pico
(Ep) e logaritmo da velocidade de varredura (log v) é apresentada na Figura 23, em que se
observou uma relacdo linear, com um coeficiente de correlacdo igual a 0,987 com equacéo da

reta igual apresentada abaixo:

E, = 0,1057(logv) + 1,395 9)
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Figura 23. Relacdo entre potencial de pico (Ep) e log v para os voltamogramas exibidos na

Figura 21.

A partir desta relagdo, foi possivel calcular o nimero de elétrons envolvidos no processo
de oxidacdo da NAF, aplicando-se a inclinacdo da Equacdo (8) na Equacao (9), com T = 298
K, R=8,314 J K molle F=96485,3 C mol™. Primeiramente, calculou-se o valor de an como
sendo igual a 0,559. Para moléculas organicas em solucBes aquosas, o coeficiente de
transferéncia eletronica pode ser considerado igual a 0,5 (BARD; FAULKNER, 2001). Este

resultado (n = 1) indica que o numero de elétrons envolvido na oxidacdo da NAF é igual a 1.

4.2.3 Efeito da ativacéo do eletrodo de BDD no sinal voltamétrico de Zn e NAF

Conforme citado na secdo 1.3, a ativacdo da superficie do eletrodo de BDD define a
polaridade superficial do mesmo, sendo que a ativacdo anddica aumenta a quantidade de
terminacGes contendo oxigénio e grupos hidroxila, e a ativacdo catodica favorece terminacfes
contendo hidrogénio, alterando o comportamento eletroquimico do BDD (BARROS et al.,
2005; PLESKOQV, 2000). Dessa forma, o tipo de ativacdo da superficie de eletrodo de BDD foi
avaliado. A Figura 24 mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos ap0s a injecéo de
solugéo contendo Zn + NAF no sistema BIA-SW, ap0s a realizagdo de cada um dos modos de

ativacdo do eletrodo de BDD.
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Figura 24. Comparacdo entre os voltamogramas de onda quadrada com redissolucdo anddica
obtidos para solucdo contendo 50 pmol L de Zn e 20 umol L* de NAF apds a realizagio da
ativacdo catddica (—) e anddica (—) do eletrodo de BDD. Eletrélito: HAc/NaAc (pH 4,7) 0,05
mol L; /=100 s%; a = 60 mV; incremento de potencial = 6 mV.

Analisando a corrente de pico para a redissolucdo anddica de Zn, pode-se observar
acentuada diminuicdo da corrente obtida apds o tratamento anddico da superficie do eletrodo
de BDD, possivelmente ocasionada pela mudanca de polaridade da superficie do mesmo. Para
a oxidacdo da NAF, é perceptivel o deslocamento no potencial de pico, com alargamento do
pico. Esse aumento na largura do pico pode estar relacionado a elevada reatividade dos radicais
hidroxila adsorvidos na superficie do BDD, com o envolvimento em rea¢des de oxidacdo do
eletrolito de suporte e/ou formacdo de peroxido (OLIVEIRA; OLIVEIRA-BRETT, 2010). Com
base nos resultados obtidos, o tratamento catodico foi utilizado para a realizacdo das etapas
subsequentes do trabalho, em func¢do do perfil voltamétrico dos picos obtidos tanto para Zn

guanto para NAF.

4.2.4 Selecdo do potencial de deposicéo

Uma vez escolhido o eletrolito de suporte no qual a deposi¢do de Zn apresentou maior
sensibilidade e estabilidade, o efeito do potencial de deposicdo foi investigado. A Figura 25
apresenta os voltamogramas de redissolucao por onda quadrada obtidos para solu¢6es contendo
30 pmol L de Zn, em func&o do potencial de deposicéo aplicado ao eletrodo de BDD.
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Figura 25. Voltamogramas de onda quadrada com redissolucdo anddica obtidos para 30 pmol
L de Zn em func&o do potencial de deposicio. Eletrodo de trabalho: BDD; Eletrélito suporte:
HAc/NaAc 0,05 mol L™ (pH 4,7). Velocidade de agitagdo: 1250 rpm; Tempo de deposicdo: 20
s; f=50st;a=25mV; AEs=8 mV

Com base nos resultados demonstrados na Figura 25, a aplicagéo do potencial de -1,6
V ocasionou pequena perda de sensibilidade, quando comparado ao sinal voltamétrico obtido
mediante a aplicacdo de -1,5 V, provavelmente devido a maior evolugdo de hidrogénio no
potencial de -1,6 V. A aplicacdo do potencial de -1,4 V ndo apresenta resultados satisfatorios,
com corrente de pico menor quando comparada com aquela obtida pela aplica¢do do potencial
de-1,5 V. Os resultados obtidos concordam com aqueles definidos por (HONORIO et al., 2014)
para a quantificacdo de Zn usando BDD como eletrodo de trabalho. Dessa forma, o potencial

de -1,5 V foi escolhido para a realizacdo da deposi¢cdo de Zn na etapa de ASV.

4.2.5 Tempo de deposicao

Uma vez definido o potencial de deposicdo para a etapa de redissolucdo anddica, a
influéncia do tempo de deposicéo no sinal voltamétrico obtido para o Zn foi investigado. Os
voltamogramas obtidos para solucdes contendo 30 e 10 pmol L™ de Zn e NAF, respectivamente,

em funcdo do tempo de deposicéo sdo exibidos na Figura 26.
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Figura 26. VVoltamogramas de onda quadrada com redissolucdo anddica obtidos para solucéo

I/pA
n

contendo 30 e 10 umol L de Zn e NAF, respectivamente, em diferentes tempos de deposigao.
Eletrodo de trabalho: BDD; Egep =-1,5V, f =505, a=25mV, AEs =8 mV.

Com base nos voltamogramas da Figura 26, é percepetivel que o aumento no tempo de
deposicao ocasiona aumento significativo na &rea do pico obtido para a redissolucdo de Zn. A
relacdo entre as areas dos picos obtidos para Zn e NAF em func¢édo do tempo de deposicao séo
exibidos na Figura 27.

m 7n
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Area do Pico / LAY

Tempo de deposicio / s

Figura 27. Relac&o entre as areas dos picos de Zn (30 pmol L) e NAF (10 pmol L) versus o

tempo de deposicao (tqep). Dados da Figura 26.

Com base nos resultados demonstrados na Figura 27, é notavel que o aumento no tempo
de deposicdo para a etapa de redissoluacdo anddica de Zn proporciona aumento linear na area

do pico (r = 0,998). Além disso, é possivel perceber que 0 aumento no tempo de deposi¢do ndo
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ocasiona variacdo significativa na area do pico obtido para NAF (RSD = 1,7%), apontando para
a auséncia de interacdo entre Zn e NAF.

Visando realizar analises rapidas, com elevada frequéncia analitica, o tempo de

deposicdo de 5 segundos foi escolhido para a etapa analitica.

4.2.6 Velocidade de injecao

Outro parametro investigado na etapa de deposicdo de Zn foi a velocidade da injecdo
realizada durante a etapa de pré-concentracdo. Os voltamogramas obtidos para injecbes

sucessivas em diferentes velocidades sdo demonstrados na Figura 28 (A).
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Figura 28. Voltamogramas obtidos para 30 pmol L de Zn sobre BDD em diferentes

velocidades de injecdo. Demais condicGes experimentais: idem Figura 25.

Analisando os resultados exibidos na Figura 28 (B) podemos perceber que o aumento
na velocidade de injecdo proporciona diminuicdo progressiva na area do pico obtido para a
etapa de redissolucdo anddica de Zn. Isso ocorre porque a aliquota de solucdo injetada em
velocidades mais elevadas ndo permanece em contato direto com o eletrodo, localizado no
orificio em corte no fundo da célula BIA, prejudicando a deposicéo. Portanto, a velocidade de
injecdio mais lenta (28,3 uL s) empregada nas etapas posteriores de estudo.

4.2.7 Linearidade

Uma vez que o objetivo do método proposto € a determinacdo simultanea de Zn e NAF

a faixa linear de trabalho foi definida em termos da concentracdo de Zn, uma vez que essa
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espécie apresenta a concentracdo mais elevada nas formulagfes farmacéuticas contendo ambos
os analitos. A Figura 29 apresenta os voltamogramas de redissolucdo anddica obtidos para

injecOes no sistema BIA de solugdes com concentracdes crescentes de Zn (10 — 100 pmol LP).
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Figura 29. Voltamogramas obtidos para injeces de solucBes contendo concentracdes
crescentes de Zn (10 - 100 umol L. Eletrolito: HAc/NaAc (pH 4,7) 0,05 mol L™ tgep: 30 s;
Egep.: -1,5 V; volume de injecdo: 100 pL; velocidade de injecdo: 28,3 pLs™.

Com base nos voltamogramas da Figura 29, e no grafico obtido pela relacdo entre a
concentragdo de Zn e a area do pico, a faixa linear para Zn estende-se de 10 a 60 pmol L,
limitando a concentracéo de trabalho para a NAF na faixa de concentracdo de 3,5 a 21 pmol L
! pois a concentracdo de NAF em formulacdes farmacéuticas comerciais é 3 vezes menor que
ade Zn.

4.2.8 Otimizacdo dos parametros da técnica de voltametria de onda quadrada

O desenvolvimento de um método de analise empregando voltametria de onda
guadrada, 0s seguintes parametros instrumentais necessitam ser otimizados: amplitude de
pulsos de potencial (a), frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potenciais (f) e incremento de
varredura de potencial (AEs), onde € possivel obter a melhor resposta, em termos de intensidade

de corrente e perfil voltamétrico.
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4.2.8.1 Frequéncia de aplicacdo de pulsos de potenciais

A frequéncia de aplicacdo dos pulsos € uma importante variavel na SWV, pois pode
fornecer informagdes importantes sobre a reversibilidade do sistema, tais como: nimero de
elétrons envolvidos (sistemas reversiveis) e valor de an (sistemas irreversiveis). Tais
informacdes fornecem dados importantes para estudos do mecanismo pelo qual a reacao redox
ocorre (LOVRIC; KOMORSKY-LOVRIC, 1988).

No processo de oxidagdo da NAF, a variacdo da frequéncia de aplicagéo dos pulsos de
potencial provocou um aumento na corrente de pico. A Figura 30 (A) mostra os voltamogramas
de onda quadrada registrados para NAF 50 pmol L, com frequéncia de aplicacéo de pulso
variando entre 10 st e 140 s, mantendo-se constante a amplitude de pulso em 50 mV e
incremento de varredura em 2 mV. A Figura 30 (B) mostra o deslocamento do potencial de
pico para valores mais positivos, comportamento caracteristico de processos
irreversiveis.(O’DEA; OSTERYOUNG; OSTERYOUNG, 1981)

(B) .
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T T T 1
1.00 1.25 1.50 175 2.00 0 20 40 60 80 100 120 140 160

E/V fis’
Figura 30. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para NAF 50 pmol L, em diferentes

frequéncias de aplicacdo de pulsos de potencial (B) Relagdo entre potencial de pico e a
frequéncia de aplicacéo de pulso. Eletrdlito: tampdo HAc/NaAc 0,05 mol L; a =50 mV; AE;s
=2mV.

As relacdes entre corrente de pico (Ip) e frequéncia de aplicacdo de pulsos (f) e entre
corrente de pico e raiz quadrada da frequéncia de aplicacéo de pulsos (f/2) foram avaliadas e

sdo exibidas nas Figuras 31 (A) e (B) respectivamente.
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Figura 31. Relagdes entre corrente de pico e frequéncia aplicacdo dos pulsos para NAF 50

pumol L, obtidas a partir dos voltamogramas da Figura 30 (A): Ip vs. f, (B): Ip vs. f?

Conforme a teoria proposta por (O’DEA; RIBES; OSTERYOUNG, 1993), em sistemas
envolvendo processos de adsorcao de espécies eletroativas na superficie do eletrodo, a corrente
de pico varia linearmente com a frequéncia de aplicacdo da onda quadrada. Pelos resultados
expostos na Figura 31 (A), observou-se que as correntes ndo variam linearmente com a
frequéncia de aplicacdo da onda quadrada, mostrando que o processo de oxidagdo néo envolve,
exclusivamente, a adsorcdo de NAF e/ou produtos de oxidacdo. Na sequéncia, a Figura 31 (B)
mostra a relacdo entre corrente de pico e raiz quadrada da frequéncia de aplicacdo de onda
quadrada. Neste caso, a corrente detectada apresentou melhor proporcionalidade a raiz
quadrada da frequéncia de aplicagdo da onda quadrada até f = 100 s%, apresentando coeficiente
de correlacdo igual a 0,970. Essa relacao de linearidade é mais um indicativo de que o transporte
de massa controlado por difusdo das espécies eletroativas na superficie do eletrodo de BDD
também esta presente. Portanto, os dois fenébmenos (adsorcao e difusdo) provavelmente estdo
presentes neste processo.

Ainda com os dados obtidos a partir dos voltamogramas da Figura 30, outra relacédo
pode ser utilizada para avaliar os critérios de reversibilidade da oxidacdo da NAF, a
caracterizacdo do maximo quase reversivel (KOMORSKY-LOVRIC, 2002) . Esta relacdo é
estabelecida pela avaliagdo de Ip/f vs. f. O aparecimento de um maximo caracteriza o processo

como quase-reversivel. A Figura 32 apresenta o grafico obtido.
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Figura 32. Relagdes entre I,/f vs f para caracterizacdo do maximo quase-reversivel para NAF

1

50 umol L%, obtidas a partir dos voltamogramas da Figura 30.

Analisando o gréafico da Figura 32 é possivel perceber que ndo ocorre a formacéo de
maximo quase-reversivel para NAF sobre BDD, indiciando, assim, que no intervalo de

frequéncia estudado (10 a 140 s) o processo de oxidacdo da NAF ¢ irreversivel.

A frequéncia de 100 s foi selecionada para ser usada nos estudos seguintes, pois
apresentou corrente em patamar maximo e perfil voltamétrico mais gaussiano para a oxidacao
da NAF.

4.2.8.2 Amplitude de aplicagdo dos pulsos de potenciais

Outro parametro estudado foi a influéncia da amplitude de aplicacdo dos pulsos de
potenciais na corrente de pico de oxidacdo da NAF. A Figura 33 (A) mostra os voltamogramas
obtidos mediante a variacdo deste parametro entre 10 e 70 mV, mantendo-se constante a
frequéncia de aplicacdo de pulsos de potenciais em 100 s* e o incremento de varredura de
potencial em 2 mV.
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Figura 33. (A): Voltamogramas de onda quadrada obtidos para 50 umol L™ em funcdo da
variacdo nos valores de amplitude de pulso de potencial aplicados. (B): Relacdo entre corrente

de pico e amplitude de pulsos. f = 100 s, AEs = 2mV.

Analisando as correntes de pico obtidas em diferentes amplitudes, é notavel o
comportamento linear até a amplitude de 60 mV, com os picos obtidos no intervalo de
amplitude de 10 a 40 mV apresentando perfil voltamétrico pouco defino. Para valores de
amplitude entre 40 e 60 mV pode-se observar ganho significativo nas correntes registradas na
oxidacdo da NAF, com melhor defini¢do nos picos obtidos. Com amplitude acima de 60 mV, a

corrente tem pequeno decréscimo, como pode ser observado na Figura 33 (B).

Pelos resultados obtidos, a amplitude de pulso de 60 mV foi selecionada para fins

analiticos.

4.2.8.3 Incremento de varredura

O incremento de varredura de potencial (AEs) determina o modo pelo qual o potencial
é aplicado e é considerado como sendo a diferenca de altura entre um degrau de potencial e o
degrau seguinte, em uma escada de potenciais aplicados ao eletrodo de trabalho na forma de
escada. Em SWV, a velocidade de varredura é definida em funcdo da frequéncia de aplicacdo
dos pulsos de potenciais e do incremento de varredura de potencial (v = f AEs) (NUWER,
O’DEA; OSTERYOUNG, 1991).

O incremento de varredura de potenciais foi avaliado no intervalo entre 1 e 10 mV,
mantendo-se constante a frequéncia e amplitude de aplicacdo de pulso em 100 s e 50 mV,

respectivamente. Os voltamogramas de onda quadrada registrados neste estudo séo exibidos na
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Figura 34 (A). Analisando-se esses resultados, observou-se que o aumento de incremento de
potencial promoveu acréscimo significativo nos valores de corrente de pico até 6 mV, ndo
ocorrendo ganho significativo na corrente de pico a partir desse valor. Além disso, pode-se
notar o deslocamento do potencial de pico para valores positivos, indicando comportamento
irreversivel. (O’DEA; RIBES; OSTERYOUNG, 1993). A Figura 34 (B) exibe a relagdo entre
a corrente de pico e o incremento de potencial.
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Figura 34. (A): Voltamogramas de onda quadrada obtidos para NAF 50 pmol L™ em funcgdo
da variacdo no incremento de potencial. (B) Relagdo entre a corrente de pico e a variacao do
incremento de varredura. Eletrolito: HAc/NaAc (pH 4,7) 0,05 mol L, f=100s™, a=50 mV.

Valores de incremento de varredura maiores podem aumentar o sinal obtido e melhorar
a sensibilidade do método. No entanto, pode ocasionar alargamento dos picos, e a resolucao
dos voltamogramas pode ser comprometida, acarretando perda de seletividade na medida. Isso
porque muitos pontos da medida voltamétrica serdo omitidos e o voltamograma resultante ficara
deformado (PACHECO, 2010). Em funcéo dos resultados obtidos, o incremento de varredura

de 6 mV foi selecionado para a realizacdo do trabalho.

4.2.8.4 Componentes de correntes

ApOs a otimizacdo dos parametros relacionados com a SWV, experimentos foram
realizados sob as condi¢cbes otimizadas para analisar as componentes de corrente (corrente
direta, reversa e resultante), as quais também podem ser usadas para obter informacdes sobre a

reversibilidade do processo redox em estudo. Na Figura 35 sdo apresentados os voltamogramas
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de onda quadrada obtidos com solugdo contendo NAF 50 pmol L™ com a separagdo das

componentes de corrente direta, reversa e resultante.

10 1
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Figura 35. Voltamogramas de onda quadrada obtidos com solugé&o contendo NAF 50 pmol L
! com a separagdo das componentes de corrente. Eletrodo de trabalho: BDD Eletrolito:
HAc/NaAc (pH 4,7) 0,05 mol LY, £=100s™; a=60 mV; AEs=6 mV.

A andlise das componentes de corrente direta (relacionada ao pulso direto ou processo
de oxidacao) e corrente reversa (relacionada ao pulso inverso ou processo de redugdo), mostrou
a presenca de um pico de oxidacdo no sentido do pulso direto e um pico no pulso reverso. De
acordo com os critérios da voltametria de onda quadrada, 0s picos reversos no mesmo sentido
dos pulsos diretos ocorrem quando a difusdo das espécies oxidadas é muito lenta. Assim,
quando o pulso reverso € aplicado, ainda ocorre a oxidacéo de reagentes. Além disso, como a
intensidade das correntes direta e reversa é diferente e somente ocorrem processos de oxidacao
tanto no pulso direto quanto no pulso reverso, o processo redox da NAF sobre BDD pode ser
considerado com sendo irreversivel nas condi¢des estudadas (MIRCESKI; KOMORSKY -
LOVRIC; LOVRIC, 2007).

4.2.9 Repetibilidade

Apos a definicdo das melhores condi¢des de trabalho, um estudo para avaliacdo da

repetibilidade do método BIA-SWYV proposto foi realizado. Na Figura 36 sdo apresentados 0s
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resultados obtidos para 20 injecOes sucessivas de solugfes contendo Zn + NAF em duas
concentragdes diferentes: (A) 30 +10 e (B) 60 + 20 umol L de Zn e NAF, respectivamente.
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Figura 36. Resultados obtidos por BIA-SWYV para injecdes sucessivas de solucdes contendo
30 + 10 pmol L (A) e 60 + 20 (B) umol L de Zn e NAF, respectivamente (n = 20). tgep.: 5 S;
Egep.: -1,5 V; volume de injecdo: 100 pL; velocidade de injecdo: 28,3 pL s2.

Os resultados mostrados na Figura 36 demonstram flutuacGes aleatorias nas areas de
picos registradas ao longo das medidas, contudo é possivel perceber a auséncia contaminagao
significativa da superficie do eletrodo, ndo havendo decaimento constante da area dos picos
registrados. O desvio padrao relativo calculado para Zn foi 0,5% e 1,0%, respectivamente. J4 0

desvio padrdo apresentado pela NAF foi calculado em 0,9% e 1,0%, respectivamente.

4.2.10 Estudo de interferéncia entre Zn e NAF

Neste estudo, a possibilidade de interferéncia reciproca entre a redissolucdo anddica de
Zn e a oxidacdo da NAF foi investigada. Na Figura 37 (A) sdo apresentados os voltamogramas
de onda quadrada obtidos para solu¢des contendo concentracdes crescentes de NAF (5 a 25
umol L) e constante de Zn (60 pmol L™).
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Figura 37. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdes contendo concentragdes
crescentes de NAF (5 a 25 umol L) e constante de Zn (60 umol LY). (B) Variagdo das areas
do pico de NAF (e) e Zn (m).

Como podemos verificar na Figura 37 (B), a area do pico da NAF aumenta linearmente
com o0 aumento de concentracdo (r = 0,998), enquanto que a area do pico do Zn se mantém

relativamente constante (RSD = 2,1 %).

O mesmo estudo foi realizado para solu¢Bes contendo concentracBes crescentes de Zn
(10 a 60 umol L) e mantendo a concentracio de NAF constante em 25 umol L. Os
voltamogramas obtidos s&o exibidos na Figura 38 (A).
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Figura 38. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdes contendo
concentragdes crescentes de Zn (10 a 60 pumol L) e constante de NAF (25 pmol L?). (B)
Variagao das areas do pico de NAF (@) e Zn (m).
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Como podemos verificar na Figura 38 (B), a area do pico de Zn aumenta linearmente
com o aumento de concentracdo (r = 0,997), enquanto que a area do pico do NAF se mantém
relativamente constante (RSD = 3,5 %). Com base nos resultados exibidos nas Figuras 37 e 38
e nos RSD calculados, podemos dizer que ndo ha interferéncia entre as etapas de redissolucéo
anddica e a oxidagdo da NAF, na faixa de concentragdo estudada.

4.2.11 Aplicacdo do sistema BIA-SWV na analise simultdnea de Zn e NAF em

formulacGes farmacéuticas

Apos a otimizacio das condicdes experimentais (tamp&o acetato 0,05 mol L™ pH 4,7,
Edep = -1,5 V, taep = 5 s, volume de inje¢dio = 100 pL e velocidade de injegdo = 28,3 puLs?) e
voltamétricas (f = 100 s, a = 60 mV, AEs = 6 mV), curvas analiticas foram construidas.

As curvas de calibracdo para ambos analitos foram obtidas com injecGes de solucdes
contendo Zn e NAF, levando em consideracdo a faixa linear para Zn (10 a 50 umol L™?), e a
proporcdo molar de concentracdo da amostra (propor¢do molar de 3:1 para Zn e NAF). A
Figura 39 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para injecGes de solucdes

contendo Zn e NAF em ordem crescente de concentracao.
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Figura 39. Voltamogramas de onda quadrada obtidas para injecdes de solugbes contendo

concentragdes crescentes de Zn e NAF. Demais condig¢des experimentais: idem Figura 36.
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Com base na média das areas dos picos obtidos pela injecdo em triplicata para cada

solucdo, curvas de calibracdo foram construidas para Zn e NAF, conforme demonstrado na

Figura 40.
8- 1.2-
7 A B
=~ 1.0+
< 6 -
=z < 084
g 57 =
- - c
= = 0.6
S 4 =
3 3
2 3 = 0.4-
~< E
27 0.2
L ]
1_
T T T T T T T v T 1 0.0 T v T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 3 6 9 12 15 18
|Zn] / pmol L [NAF]/ pmolL"

Figura 40. Curvas de calibracdo obtidas para Zn (A; r = 0,992) e NAF (B; r = 0,999) a partir
dos dados analiticos da Figura 39.

As curvas de calibracdo obtidas para Zn e NAF apresentaram as seguintes equacoes:
y = 0,145[Zn] + 0,204 (r = 0,992)

y = 0,067[NAF] — 0,139 (r = 0,999)

A exatiddo do método BIA-SWASV proposto também foi avaliada por testes de adi¢édo
e recuperacéo utilizando amostras contendo Zn e NAF. As amostras foram analisadas antes e
apos a adicdo de concentragdes conhecidas de ambos os analitos. A recuperacdo média foi de
96 £ 3% (n = 3) e de 96 £ 4% (n = 3) para Zn e NAF, respectivamente. Com base nestes
resultados, podemos afirmar que o método proposto ndo possui efeitos significativos de matriz
para a determinacdo simultanea de Zn e NAF em formulacGes farmacéuticas. A Tabela 3 retne
as caracteristicas analiticas do método proposto.



77

Tabela 3. Caracteristicas analiticas do método proposto.

Caracteristica Zn NAF
r 0,992 0,999
Inclinacéo (WA V L umol?) 0,145 + 0,009 0,067 + 0,001
Intercepto (LA V) 0,204 + 0,030 -0,139 £ 0,012
LD (umol L?) 0,126 0,040
LQ (umol L) 0,420 0,132
Frequéncia Analitica 70 70
Repetibilidade Intra-dia 0,98% 0,97%
Recuperacao 96 + 3% 96 + 4%

Onde: r: coeficiente de correlagdo; LD: limite de deteccéo e LQ: limite de quantificacdo. Intervalo de confianca =
95%.

O método BIA-SWV proposto foi empregado para determinar Zn e NAF em duas
amostras de formulacdes farmacéuticas. Para comparacdo, as amostras também foram
analisadas por FAAS, para determinacédo de Zn e HPLC, para quantificacdo de NAF. A Tabela
4 mostra os resultados obtidos para a analise destas amostras com o0s respectivos desvios padrdo
(n=23).

Tabela 4. Comparacdo dos resultados (média £ DP; n = 3) obtidos para a determinacdo de Zn
e NAF em amostras farmacéuticas usando o método proposto versus FAAS (Zn) e HPLC
(NAF).

Valor da Bula
Valores Encontrados (mg/mL)
(mg/mL)
Amostras

BIA FAAS HPLC
Zn NAF

Zn NAF Zn NAF

Amostral 0,122 0,150 0,124 +0,003 0,153 +0,004 0,120 +0,001 0,146 + 0,003

Amostra2 0,122 0,150 0,123+0,003 0,132+0,001 0,126+0,002 0,132 + 0,003

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, podemos afirmar que os
resultados obtidos com o método proposto (BIA-SWV) e os métodos de referéncia, HPLC e
FAAS sdo similares, 0 que comprova a exatiddo do método proposto. A um nivel de confianga

de 95%, os valores do teste t calculados foram menores do que o valor critico teorico (2,78, n
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= 3), 0 que indica que estatisticamente ndo houve diferencas significativas entre os resultados

encontrados com ambos 0s métodos.

4.3 Parte Il - Estudos para a determinacédo simultanea de NAF e FEN ou
NAF e CLO por BIA-MPA

4.3.1 Comportamento eletroquimico de NAF, FEN e CLO

No mercado nacional e mundial, a NAF é comercializada como principio ativo de
formulacGes farmacéuticas concomitantemente com FEN ou CLO. Assim, no presente trabalho
propomos a determinacdo simultanea dos pares NAF + FEN e NAF + CLO. Inicialmente, foram
realizados estudos por voltametria ciclica para verificar o comportamento eletroquimico das
trés espécies empregando tampédo BR na faixa de pH de 2,0 a 10,0. Nas Figura 41, 42 e 43 sdo
apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos em funcéo do pH do tampéo BR para solucdes
contendo 0,25 mmol L de NAF, e 1,0 mmol L™* FEN e CLO, respectivamente.

——BRpH2.0
100 4 —  BRpH4.0
] ——BRpH 6.0
80 BR pH 8.0
| —  BRpH 10.0
60
<:L J
~ 40 1
- ' /
20
0_
-20 T T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

E/V

Figura 41. Voltamogramas ciclicos obtidos para solugdo contendo 0,25 mmol L de NAF em
tampdo BR com diferentes valores de pH (2 a 8) e 1 mmol L (pH 10). Eletrodo de trabalho:
BDD; Velocidade de varredura: 50 mV s*; AEs: 5 mV.
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Figura 42. Voltamogramas ciclicos obtidos para solugio contendo de 1 mmol L™ de FEN em
tampdo BR com diferentes valores de pH (2 a 10). Eletrodo de trabalho: BDD; Velocidade de
varredura: 50 mV s*; AEs: 5 mV.
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Figura 43. Voltamogramas ciclicos para oxidagdo de 1 mmol L de CLO em tamp&o BR com
diferentes valores de pH (2 a 10). Eletrodo de trabalho: BDD; Velocidade de varredura: 50 mV
s, AEs: 5mV.

N&o foram observados picos de reducdo na varredura reversa, 0 que indica
irreversibilidade dos processos de oxidagéo destes compostos. A Figura 44 apresenta a variacao
do potencial (A) e corrente de pico (B) de oxidagcdo de NAF, FEN e CLO em fun¢édo do pH do
tampéo BR.
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Figura 44. (A) Relacdo entre potencial de oxidacdo (Eox) versus pH e, (B) Relagéo entre
corrente de pico (lp) versus pH para NAF, FEN e CLO, em tampéo BR.

Conforme podemos observar na Figura 44 (A), o potencial de oxidacdo de todos 0s
compostos é influenciado pelo pH do eletrélito de suporte. Os picos de oxidacdo dos trés
compostos em estudo tornam-se menos positivos com o aumento do pH do meio. Esse
deslocamento de potencial € um indicio de que protons estejam envolvidos ho mecanismo de
oxidacdo das moléculas. A reta obtida para NAF apresenta coeficiente angular de -0,040 V pH"
1 (r = 0,985). Para FEN e CLO, a inclinacdo encontrada foi de -0,128 V pH? (r = 0,989) e -
0,118 V pH™ (r = 0,997). Com base nos valores de inclinagéo encontrados, 0 mesmo niimero
de prétons e elétrons estdo envolvidos na oxidacdo da NAF (1 H* : 1 ¢7), enquanto que para
FEN e CLO, para cada elétron perdido na oxidacdo, tem-se o dobro de prétons envolvidos no

processo (2 H : 1 ¢).

Em relacdo as correntes de pico, NAF apresenta um comportamento diferente das outras
moléculas, enquanto a corrente de pico da NAF diminui com o aumento do pH, as correntes de
pico da FEN e CLO aumentam com o aumento do pH do meio. Além disto, a corrente de
oxidacdo de FEN e CLO em solugdes com pH abaixo de 3 é proxima de zero, 0 que o impede

a quantificacdo destes compostos nestas solugoes.

Com base nos estudos realizados com as trés moléculas empregando voltametria ciclica,
foi possivel observar que as maiores separagdes entre os potenciais de oxidacdo da NAF e FEN
ou CLO ocorre em meio de tampdo BR pH 10. Para melhor visualizagdo, os voltamogramas
obtidos neste pH sdo apresentados na Figura 45. O tampé&o BR (pH = 10) foi selecionado como

eletrdlito suporte nos estudos subsequentes.
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Figura 45. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos solucdes contendo 1 mmol L de NAF e FEN;
(B) Voltamogramas ciclicos obtidos solucdes contendo 1 mmol L™ de NAF e CLO. Eletrdlito

suporte: tampéo BR pH 10, velocidade de varredura 50 mV s,

Como o objetivo do trabalho era a determinacdo simultdnea de NAF + FEN e NAF +
CLO por BIA-MPA, estudos tambem foram realizados por voltametria hidrodindmica. Usando
a técnica de MPA, dez pulsos de potenciais, (+0,6; +0,7; +0,8; +0,9; +1,0; +1,1; +1,2; +1,3;
+1,4; +1,5 V; 50 ms cada) foram aplicados continuamente ao eletrodo de trabalho de BDD
posicionado no sistema BIA. A corrente em cada pulso de potencial foi continuamente
monitorada durante trés injecdes de solugdes contendo 12 pmol L™ de NAF (m) ou 100 pmol
L de FEN (m) ou 100 pmol L de CLO (e). A média (n = 3) da corrente de pico detectada em
cada amperograma foi usada na construcdo do voltamograma hidrodinamico de oxidacédo das

trés espécies em estudo, conforme demonstrado na Figura 46.
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Figura 46. Voltamogramas hidrodinamicos obtidos com o sistema BIA-MPA para (A) NAF
(m; 12 umol L) e FEN (A ; 100 pmol LY), e (B) NAF (m; 12 umol L) e CLO (e; 100 pmol
L1). Tempo de aplicagdo de cada pulso de potencial: 50 ms. Eletrélito de suporte: tamp&o BR
pH 10. Velocidade de injecdo: 75 pL s; Volume injetado: 150 L.

4.3.2 Selecdo dos pulsos de potenciais para determinacao simultanea de NAF e FEN ou

CLO por BIA-MPA

Nos voltamogramas hidrodindmicos da Figura 46 podem ser notados comportamentos
similares aos obtidos por voltametria ciclica. A oxidacdo de FEN e CLO tem inicio em potencial
préximo a +0,9 V e a oxidacdo da NAF somente se inicia em potenciais acima de +1,2 V. Com
base nos resultados apresentados na Figura 46 os seguintes pulsos de potenciais foram
selecionados para determinacdo simultanea de NAF + FEN ou NAF + CLO, utilizando a
procedimento de BIA-MPA:

e +1,1V/50 ms: oxidacdo de FEN ou CLO, sem a interferéncia da NAF;
e +1,3V/50 ms: oxidacao de ambas espécies (FEN + NAF ou CLO + NAF);

e +0,6 V/150 ms: pulso de potencial de limpeza eletroguimica.

A Figura 47 (A) apresenta a escada de potencial aplicado em fungdo do tempo ao
eletrodo de BDD posicionado no sistema BIA-MPA. Na Figura 47 (B) sdo apresentados 0s

amperogramas obtidos nos pulsos de potenciais de +1,1 V e +1,3 V ap06s inje¢des (n = 3) no
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sistema BIA-MPA de aliquotas de 150 puL de solugdes contendo somente NAF, somente FEN
e mistura dos dois compostos (NAF + FEN).
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Figura 47. (A) Escada de potencial aplicado em funcdo do tempo ao eletrodo de BDD. (B)
Amperogramas obtidos para injecdes (n = 3) de solu¢des contendo 12 pmol L™ de NAF, 100
umol L de FEN e mistura dos dois compostos (NAF + FEN) nas mesmas concentracoes
anteriores. Tempo de aplicacdo de cada pulso de potencial: 50 ms. Demais condicGes

experimentais iguais a Figura 46.

Analisando a Figura 47 (B) podemos perceber que apenas a FEN é oxidadaem +1,1 V,
sendo que corrente detectada é a mesma na presenca ou auséncia de NAF, uma vez que a
corrente proveniente da oxidacdo da NAF em +1,1 V é muito pequena e pode ser
desconsiderada. A semelhanca na corrente detectada na injecédo das duas solucGes (FEN e NAF
+ FEN) também indica que ndo hé interacdo quimica entre NAF e FEN ou com o0s respectivos
produtos de oxidacdo. Em +1,3 V, tanto NAF como a FEN sdo oxidadas. Na injecdo de uma
solucdo contendo ambas as espécies, a corrente de oxidacdo em +1,3 V corresponde,
aproximadamente, a soma das correntes de oxidacao individuais da NAF e FEN neste pulso de
potencial.

O mesmo teste de seletividade foi realizado para solugdo contendo NAF + CLO. A

Figura 48 (A) apresenta a escada de potenciais aplicados em fungédo do tempo ao eletrodo de
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BDD posicionado do sistema BIA-MPA. Na Figura 48 (B) sdo apresentados 0s amperogramas
obtidos nos pulsos de potenciais +1,1 V e +1,3 V apds injecdes (n = 3) no sistema BIA-MPA
de aliquotas de 150 uL de solug¢des contendo somente NAF, somente CLO e mistura dos dois

compostos (NAF + CLO).
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Figura 48. (A) Escada de potencial aplicado em funcdo do tempo ao eletrodo de BDD. (B)
Amperogramas obtidos para inje¢des (n = 3) de solugdes contendo 12 pmol L™ de NAF, e 100
umol L de CLO e mistura dos dois compostos (NAF + CLO) nas mesmas concentracoes
anteriores. Tempo de aplicagdo de cada pulso de potencial: 50 ms. Demais condicOes

experimentais iguais a Figura 46.

Analisando a Figura 48 (B) podemos perceber que apenas a CLO é oxidadaem +1,1V,
sendo que corrente detectada € a mesma na presenca ou auséncia de NAF, uma vez que a
corrente proveniente da oxidacdo de NAF em +1,1 V é muito pequena (pode ser
desconsiderada). A semelhanca na corrente detectada na injecdo das duas solugbes (CLO e
NAF+CLO) também indica que ndo héa interacdo quimica entre CLO e FEN ou com o0s
respectivos produtos de oxidagdo. Em +1,3 V, tanto NAF como CLO sdo oxidadas. Na injecéo
de uma solucgé@o contendo ambas as espécies, a corrente de oxidacdo em +1,3 V corresponde
aproximadamente & soma das correntes individuais de oxidacdo da NAF e da CLO, neste pulso

de potencial.
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Os resultados demonstrados nas Figuras 47 e 48 evidenciam que a corrente gerada pela
oxidacdo da FEN e da CLO ndo apresentam a mesma magnitude em ambos os pulsos de
potenciais (+1,1 e +1,3 V), 0 que impede 0 uso de uma subtracdo simples entre as correntes
detectadas nos dois pulsos de potenciais (l+1,3 v — l+1,1v) para ter acesso a corrente de oxidacéo
relacionada somente com a oxidacdo da NAF. No entanto, este problema pode ser contornado
através do uso de um fator de correcdo (FC), obtido pela razéo entre a corrente de oxidagdo da
FEN / CLO obtida em +1,3 V pela corrente de FEN / CLO em +1,1 V mediante a injecao de
solucdo contendo apenas uma das espécies (DA SILVA et al.,, 2011; FREITAS, 2015;
GIMENES et al., 2010a). Assim, quando uma solucéo contendo ambos os compostos (NAF +
FEN ou NAF + CLO) ¢ injetada no sistema BIA, a corrente de oxidagdo proveniente somente
da NAF pode ser obtida pela subtracdo entre a corrente detectada em +1,3 V e a corrente
detectada em +1,1 V multiplicada pelo FC. As equacdes (11) e (12) serdo usadas nos calculos

para obten¢é@o do FC e das correntes relacionadas com a oxidacdo da NAF, respectivamente.

FC =IFEN1,3V ou IcLo13v (11)
IFEN11V IcLo11v
Inarp = Lizy — (11,11/ X FC) (12)

Dessa forma, com amperogramas adquiridos simultaneamente (em +1,1 Ve +1,3V) e
as equacOes acima é possivel detectar seletivamente as correntes de oxidacdo da FEN ou da

CLO e da NAF guando presentes na mesma solucéo.

4.3.3 Otimizacao de parametros hidrodinamicos do sistema BIA-AMP

Uma vez definidos os pulsos de potenciais para a realizacdo da determinacéo seletiva
de NAF e FEN ou NAF e CLO, o efeito dos seguintes parametros do sistema BIA-MPA foram
estudados: velocidade de agitacdo da solucdo no interior da célula BIA, volume e velocidade
de injecdo. Em todos os parametros, foi analisada a intensidade das correntes de oxidacéo
detectadas nos pulsos de potenciais otimizados anteriormente através da injecdo de uma solugéo
contendo 80,0 pmol Lt de FEN em meio de tamp&o BR 0,12 mol L pH 10,0. A injecdo de
solucéo contendo apenas FEN possibilita a determinagdo do FC, e a influéncia dos parametros

hidrodinamicos nos valores obtidos.
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4.3.3.1 Velocidade de Agitacao

Os testes foram realizados utilizando um micromotor DC que permite a variagdo nas
velocidades de agitacdo, mediante selecdo de diferentes voltagens na fonte de alimentagédo
(fonte de alimentacdo universal de voltagem variavel). Foram realizadas injecGes em triplicata
de solucdes contendo FEN 80,0 umol L na auséncia e com diferentes velocidades de agitacéo
da solucgdo no interior da célula. Os resultados obtidos neste estudo sdo apresentados na Figura
49,
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Figura 49. Comparacdo entre os resultados obtidos por BIA-MPA sem (a), e com aumento
gradativo da velocidade de agitacao da solucdo contida na célula BIA: 700 rpm (b), 1000 rpm
(), 1200 rpm (d),1400 rpm (e) e 1800 rpm (f). Concentracdo de FEN: 80 pmol L*; volume e
velocidade de injegdo: 100 pL e 75 pL s, respectivamente.

Nos resultados obtidos sem a agitacdo da solucdo no interior da célula BIA, o pico
transiente gerado retorna lentamente a linha base, havendo assim, um alargamento da base dos
picos e uma diminui¢cdo da frequéncia analitica. Com a solugdo do interior da célula em
constante agitacdo, o pico transiente decresce com maior rapidez e consequentemente, as bases
dos picos obtidos sdo mais estreitas, possibilitando a obtengdo de maior frequéncia analitica.
Com base nos resultados obtidos, a velocidade de agitacao de 1400 rpm foi adotada nos demais

estudos.
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4.3.3.2 Volume e velocidade de injecéo

Para que a corrente de oxidacdo da NAF no potencial de +1,3 V seja determinada é
necessario o uso do FC, conforme descrito anteriormente. Adicionalmente, a andlise somente é
possivel se o valor do FC for relativamente constante nas condi¢cGes empregadas. Neste sentido,
um estudo foi realizado para verificar a influéncia de parametros como volume injetado e
velocidade de injecdo no valor do FC. Na Figura 50 (A) e (B) sdo apresentadas as varia¢fes do

FC em funcéo da variacao do volume e da velocidade de injecdo, respectivamente.
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Figura 50. Variacdo da corrente de oxidagdo da FEN e do FC em fung¢éo do volume injetado
(A) e da velocidade de injecdo (B). Condigdes: Velocidade de injegdo: 75 uL st em (A);
Volume injetado: 100 pL em (B); Concentracdo de FEN: 80 umol L™

Na Figura 50 (A) podemos perceber que a corrente de oxidacdo da FEN no pulso de
potencial de +1,1 V apresenta pequena variacdo em funcdo do volume de injecdo no intervalo
estudado. No pulso de potencial de +1,3V observa-se pequeno aumento da corrente de oxidagédo
até 80 pL. A partir de 100 pL e até 200 pL, as correntes de oxidacdo da FEN nesse pulso de
potencial sdo praticamente constantes. O FC apresenta variagdes consideraveis (FC = 3,204 +
0,111) até volumes de injecdo de 120 uL, ficando praticamente constante a partir de 150 pL
(FC = 3,358 + 0,018). Dessa forma, o volume de inje¢ao de 150 pL foi adotado nos estudos

seguintes.

Pelos resultados exibidos na Figura 50 (B) é possivel verificar que ha um aumento nas

correntes de oxidacdo da FEN nos pulsos de potenciais de +1,1 V e +1,3 V com 0 aumento da
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velocidade de injecéo. Isto ocorre devido ao aumento na taxa de transporte de massa por
unidade de tempo para a superficie do eletrodo de trabalho. O sinal amperométrico ndo chegou
a um valor maximo e constante, provavelmente, devido a elevada area do eletrodo de trabalho
(22,9 mm?). As correntes de oxidacdo da FEN em +1,1 V e em +1,3 V aumentaram
proporcionalmente na faixa de velocidade de 28 puL s até 100 pL s, portanto, o FC apresenta
pequena variagdo nesse intervalo (FC = 3,433 £ 0,038).

A velocidade de injegdo de 75 pL st foi selecionada para a determinagdo simultanea de
FEN e NAF, uma vez que a aquisicao dos valores de corrente na técnica de MPA ocorre a cada
250 ms, pois os trés pulsos de potenciais (+1,1 V/50 ms; +1,3 V/50 ms e 0,60 V/150 ms) sdo
constantemente aplicados ao eletrodo de trabalho. Caso o volume de injecdo seja muito
pequeno, ou a velocidade de injecdo seja muito grande, a aquisicdo dos valores de corrente pode
ser comprometida (nUmero de vezes de aquisicdo de corrente insuficiente), e
consequentemente, a repetibilidade do método pode ser prejudicada. Desta forma, na opcéo
pelo volume e velocidade de injecdo, 0 numero de vezes que a corrente é adquirida deve ser
considerado. No presente trabalho, o volume de injecdo foi aumentado ou a velocidade de
injecdo foi diminuida até que o nimero de aquisicGes de corrente fosse pelo de 3 vezes no apice

de cada pico transiente em cada amperograma.

Os resultados obtidos nos estudos de otimizac¢ao dos parametros do sistema BIA-MPA
para a determinacdo de FEN também foram aplicados a CLO, uma vez que ambas espécies

apresentaram comportamento semelhante nos estudos realizados.

4.3.4 Influéncia da concentracéo da FEN e CLO no FC

No desenvolvimento de um novo método analitico, estudos para determinacédo da faixa
de concentragdo onde ha uma relacdo linear entre concentracdo e o sinal do detector devem ser
realizados. No entanto, no presente trabalho, além da identificacdo da faixa linear de resposta,
também héa a necessidade de identificar a faixa de concentracdo de FEN e CLO onde o FC ¢
constante. O FC sera usado para identificar a corrente de oxidacdo proveniente da NAF no pulso
de potencial de +1,30 V (Inar = l13v — (FC X l11v)). A Figura 51 apresenta a faixa de
concentracdo de FEN (A) e CLO (B) onde existe relagdo linear com a corrente de oxidagéo

detectada. Além disto, os FC calculados nesta faixa de concentra¢do também s&o apresentados.
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Figura 51. FC (l+13v/ | +1,1v) calculados para injecOes de solugfes contendo concentragdes
crescentes (10,0 a 160 pmol L™ para ambos) de FEN (A) e de CLO (B). Tempo de aplicacgéo
de cada pulso de potencial: 50 ms; Eletrélito suporte: BR 0,1 mol L™ pH 10; Vazdo: 75 uL s;
Volume injetado: 150 pL.

Na faixa de concentracio estudada para a FEN (Figura 51 (A); 16 a 160,0 pmol L), o
FC apresentou um valor médio de 3,142 + 0,117 (RSD = 3,7%), o0 que pode ser considerado um
valor relativamente satisfatorio. Desta forma, na construcdo de uma curva de calibracéo, esta
faixa de concentracdo deve ser respeitada para evitar erros na analise proveniente de oscilacGes
no valor do FC. Além disto, conforme também ja foi constatado em trabalhos anteriores
(GIMENES et al., 2010a; SILVA et al., 2011), em toda curva de calibracdo sempre é
aconselhavel que uma solucdo contendo apenas FEN seja injetada no sistema BIA (para a
obtencdo do FC). Pequenas variacdes na superficie do eletrodo BDD decorrentes de pequenas
diferencas nos procedimentos de pré-tratamento podem afetar o valor a ser usado como FC. Os
resultados apresentados na Figura 51 (B) evidenciam que o FC obtido para a CLO também é
relativamente constante no intervalo de 16 a 160,0 pmol L, apresentando um valor médio de
2,208 £ 0,108 (RSD = 4,3%).

4.3.5 Estudo de repetibilidade do metodo

Uma vez definidos os pardmetros do sistema BIA-MPA e a faixa de concentragdo na
qual o fator de correcdo permanece relativamente constante, a estabilidade de resposta do
eletrodo de BDD foi avaliada atraves de injecGes sucessivas (n=10) de duas solugdes contendo
FEN+NAF em concentragdes distintas: 16 + 2 umol L? (a) e 120 + 15 pumol L? (b),
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respectivamente. Os amperogramas obtidos neste estudo com a aplicacdo de trés pulsos de
potenciais (+1,1 V/50 ms; +1,3 V /50 ms e +0,8 /250 ms) séo apresentados na Figura 52.
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Figura 52. Amperogramas obtidos para inje¢des sucessivas de solugdo contendo 16 + 2 pumol
L1 (a) e 120 + 15 umol L* (b) de FEN e NAF, respectivamente (n=10). Eletrolito suporte: BR
0,1 mol L pH 10; Vazio: 75 pL s}; Volume injetado: 150 L.

Conforme podemos observar na Figura 52, ap6s 3 inje¢des da solucéo contendo 120 +
15 umol L de FEN+NAF, ocorre uma diminuico da corrente de oxidagdo tanto no potencial
+1,1V (oxidacdo de FEN) quanto no potencial de +1,3 V (oxidacdo de FEN e NAF) e um alto
desvio padrdo relativo foi calculado para FEN (6,8%; n=10) e NAF empregando o FC (3,8%;
n=10). Provavelmente, isto ocorreu devido a adsorcdo de NAF e/ou FEN ou de produtos de
oxidacdo na superficie do eletrodo, ocasionando a contamina¢do do mesmo (variacdo de sua
area). A fim de contornar esse problema, estudos foram realizados para a selecdo de um

potencial de limpeza adequado, o qual garantisse repetibilidade das medidas. A

Tabela 5 apresenta os resultados obtidos no estudo de repetibilidade para injecfes
sucessivas de solugdes contendo 16 + 2 umol L ou 120 + 15 pmol L FEN + NAF,

respectivamente, em funcéo da aplicagédo de diferentes pulsos de potenciais de limpeza.



91

Tabela 5. Comparagdo dos RSD obtidos em diferentes potenciais de limpeza.

Potencial de Limpeza Tempo RSDiren RSDinar

+0,8 V 250 ms  6,8% 3,8%
+16V 250ms  15,8% 12,4%
+19V 250ms  3,9% 2,1%

Com base nos valores de desvios padrdes relativos calculados mediante aplicagédo dos
pulsos de potenciais selecionados, podemos observar que a aplicacdo de +1,9 V, durante 250
ms, favorece a repetibilidade nos valores de corrente de oxidacdo detectados nos dois pulsos de
potenciais (+1,1 V e +1,3V). Em fungéo dos resultados obtidos, a sequéncia dos pulsos de

potenciais aplicados passou a ser a seguinte:
(1) +1,1 V/50 ms: oxidacao e quantificacdo de FEN;
(2) +1,3 V/50 ms: para oxidacdo simultanea de FEN e NAF;

(3) +1,9 /250 ms: para constante limpeza da superficie do BDD.

Uma vez selecionado o pulso de potencial para a limpeza eletroquimica da superficie
do eletrodo de BDD, o teste de repetibilidade foi repetido para solugdes contendo FEN + NAF
e NAF + CLO. Os amperogramas obtidos, assim como o0 novo esquema de aplicacao de pulsos

sdo exibidos nas Figuras 53 e 54, respectivamente.
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Figura 53. (A) Escada de potencial aplicada ao eletrodo BDD em funcdo do tempo. (B)
Amperogramas obtidos para inje¢des sucessivas de solu¢des contendo 16 + 2 umol L™ (a) e 120
+ 15 umol L (b) de FEN e NAF, respectivamente (n = 20). O amperograma para o pulso de

potencial +1,9 V' / 250ms n&o foi registrado. Demais condigdes: idem Figura 52.

Com base nos amperogramas da Figura 53, podemos observar que a aplicacéo do pulso
de potencial de +1,9 V garante boa repetibilidade nos valores de corrente registradas nos pulsos
de potenciais de +1,1 V e +1,3 V na determinacdo simultanea de FEN e NAF. Os desvios padréo
relativos foram calculados em 1,7% (a) e 0,7% (b) para a FEN e 4,0% (a) e 1,5% (b) para a
NAF (n = 20).
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Figura 54. (A) Escada de potencial aplicada ao eletrodo BDD em fungdo do tempo. (B)
Amperogramas obtidos para injecdes sucessivas de solu¢des contendo 16 + 2 umol L (a) e
120 + 15 pmol L(b) de CLO e NAF, respectivamente (n = 20). O amperograma para 0 pulso
de +1,9 V' / 250 ms né&o foi registrado. Demais condicdes: idem Figura 52.

Com base nos amperogramas da Figura 54, podemos observar que a aplicacdo do pulso de
potencial de +1,9 V também garante boa repetibilidade nos valores de corrente registradas nos
pulsos de potenciais de +1,1 V e +1,3 V na determinacéo simultanea de CLO e NAF. Os desvios
padrdo relativos foram calculados em 2,1% (a) e 0,7% (b) para CLO e em 3,6% (a) e 3,3% (b)
para NAF (n = 20).

4.3.6 Aplicacdo do sistema BIA-MPA na analise simultdnea de NAF e FEN ou NAF e

CLO em formulagdes farmacéuticas

O desempenho do método proposto foi avaliado na quantificagdo de FEN e NAF ou
CLO e NAF em formulagcbes farmacéuticas comerciais com esta composicdo (colirios). As
curvas de calibracdo para os pares de compostos foram obtidas levando-se em consideragéo a
faixa de concentracdo onde o fator de corre¢do (FC) ¢ relativamente constante (16 a 120 pmol
L) para FEN e CLO, e a proporcdo molar de concentragdo para as amostras (8:1 para FEN ou
CLO:NAF, respectivamente). A Figura 55 apresenta os amperogramas obtidos em +1,1 V e
+1,3 V para injecOes em triplicata de solu¢bes em ordem crescente (a - f) e decrescente (f°- a’)

de concentragdo de FEN+NAF. Duas amostras de formulagGes farmacéuticas previamente
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diluidas no eletrolito suporte (g e h) e uma solucdo contendo somente FEN (calculo do FC)

também foram injetadas. As respectivas curvas de calibragdo também s&o apresentadas.
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Figura 55. Amperogramas obtidos para injecdes de uma solucdo contendo somente FEN (80
umol LY), seis solugBes (a-f; £-a”) contendo simultaneamente FEN (16 — 120 umol L) e NAF
(2 — 15 umol L) e duas amostras adequadamente diluidas (g e h). (A e B), respectivas curvas
de calibracéo obtidas para FEN (r = 0,996) e NAF (r = 0,997). Demais condi¢fes: idem Figura
52.

As curvas de calibracdo foram obtidas para as concentracfes injetadas em ordem
crescente e decrescente no sistema BIA-MPA. As equacdes de reta e respectivos coeficientes

de correlagéo para as injecGes em concentragdo crescente foram as seguintes:
y = 0,0418[FEN] + 0,600 (r = 0,996)
y = 0,267[NAF] — 0,386 (r = 0,997)

As equacdes de reta e respectivos coeficientes de correlagdo para as injecdes em

concentracédo decrescente foram as seguintes:
y = 0,0415[FEN] + 0,563 (r = 0,995)

y = 0,266 [NAF] — 0,421 (r = 0,996)
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Pode ser observado que as solugdes padrbes injetadas em ordem crescente ou
decrescente de concentracdo apresentaram respostas semelhantes, o que confirma que o
fendmeno da contaminacgéo do eletrodo ou efeito de memoria esta ausente, mesmo usando um

eletrodo de trabalho sem modificacdo quimica ou eletroquimica.

De forma semelhante, curvas de calibracdo analitica também foram construidas para
CLO e NAF. A Figura 56 apresenta os amperogramas obtidosem +1,1 V e +1,3 V para injecoes
em triplicata de solucBes em ordem crescente (a-f) e decrescente (f°-a’) de concentragdo. Duas
amostras de formulagdes farmacéuticas previamente diluidas no eletrolito suporte (g e h) e uma
solug&o contendo somente CLO (para o calculo do FC) também foram injetadas. As respectivas
curvas de calibracdo também séo apresentadas

- f
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Figura 56. Amperogramas obtidos para injecGes de uma solucdo contendo somente CLO (80
umol LY), seis solugdes (a-f; -a’) contendo simultaneamente CLO (16 — 120 pmol L) e NAF
(2 — 15 umol L) e duas amostras adequadamente diluidas (g e h). (A e B), respectivas curvas
de calibracdo obtidas para CLO (r = 0,996) e NAF (r = 0,997). Demais condi¢6es: idem Figura
52.

As curvas de calibragdo foram obtidas para as concentracdes injetadas em ordem
crescente e decrescente no sistema BIA-MPA. As equacdes de reta e respectivos coeficientes

de correlagéo para as inje¢cbes em concentragéo crescente foram as seguintes:
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y = 0,0412[CLO] + 0,547 (r = 0,996)

y = 0,102[NAF] — 0,194 (r = 0,997)

As equacdes de reta e respectivos coeficientes de correlagdo para as injecoes em
concentracédo decrescente foram as seguintes:

y = 0,0430[CLO] + 0,292 (r = 0,996)

y = 0,108 [NAF] — 0,299 (r = 0,995)

Como pode ser observado, as solucbes padrdes injetadas em ordem crescente ou
decrescente de concentracdo para o par CLO + NAF também apresentaram respostas
semelhantes, o que confirma que o fenbmeno da contaminacdo do eletrodo ou efeito de

memoria estd ausente, mesmo usando um eletrodo de trabalho sem modificacao.

As caracteristicas analiticas para os métodos propostos de determinagdo simultanea de

FEN + NAF e de CLO + NAF encontram-se listadas nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6. Caracteristicas analiticas do método proposto para determinacdo de FEN + NAF.

Caracteristica FEN NAF
r 0,996 0,997
Inclinacéo (LA L pmol) 0,0418+ 0,002 0,267 £ 0,011
Intercepto (LA) 0,600 + 0,146 -0,386 + 0,105
LD (umol L?) 0,361 0,06
LQ (umol L) 1,20 0,188
Frequéncia Analitica 110 110

Repetibilidade Intra-dia 1,7% 3,95%
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Tabela 7. Caracteristicas analiticas do método proposto para determinacdo de CLO + NAF.

Caracteristica CLO NAF
r 0,996 0,997
Inclinagédo (LA L pmol) 0,0412+ 0,0154 0,102 + 0,002
Intercepto (LA) 0,547 + 0,119 -0,194 £ 0,021
LD (umol L?) 0,367 0,148
LQ (umol L) 1,22 0,495
Frequéncia Analitica 110 110
Repetibilidade Intra-dia 2,1% 3,6%

Os métodos BIA-MPA propostos foram usados para determinar FEN + NAF e CLO +

NAF em duas amostras de produtos farmacéuticos. Os resultados obtidos encontram-se listados

nas Tabela 8 e 9, respectivamente.

Tabela 8. Resultados (média £ DP; n = 3) obtidos para a determinacdo de FEN e NAF em

amostras farmacéuticas usando o método proposto.

Valor da Bula Valores Encontrados (mg/mL)
Amostras (mg/mL)
FEN  NAF BIA HPLC
FEN NAF FEN NAF

Amostral 3,0 0,25 295+0,04 0245+0,025 2,96+0,01 0,241 + 0,005
Amostra2 3,0 0,25 3,20+0,01 0,256+0,005 3,00+0,08 0,245+ 0,002

Tabela 9. Resultados (média + DP; n = 3) obtidos para a determinacdo de CLO e NAF em

amostras farmacéuticas usando o método proposto.

Valor da Bula Valores Encontrados (mg/mL)
Amostras (mg/mL)
CLO NAF BIA HPLC
CLO NAF CLO NAF

Amostral 3,0 0,25 305+0,24 0,257+0,014 3,03+0,02 0,244 +0,002
Amostra2 3,0 0,25 294+0,04 0,247+0,018 298+0,02 0,245+ 0,001

De acordo com os resultados apresentados nas Tabela 4 e 9, podemos afirmar que 0s
resultados obtidos com o metodo proposto (BIA-MPA) e os métodos de referéncia (HPLC) sdo

similares, 0 que comprova a exatiddo do metodo proposto. A um nivel de confianca de 95%, os
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valores do teste t calculados foram menores do que o valor critico teorico (2,78, n = 3), 0 que
indica que estatisticamente ndo houve diferencas significativas entre os resultados encontrados

com ambos 0s métodos.
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5 Conclusodes

No presente trabalho foi demonstrada a potencialidade da deteccdo por voltametria de
onda quadrada com redissolugdo anddica acoplada a técnica BIA (BIA-SWV) no
desenvolvimento de um novo método para determinacdo simultanea de Zn e NAF.
Adicionalmente, a deteccdo por amperometria de multiplos pulsos acoplada a técnica BIA
(BIA-MPA) foi empregada no desenvolvimento de dois novos métodos de analise: (i)
determinacédo simultanea de NAF e FEN e (ii) determinagéo simultanea de NAF e CLO.

Os métodos propostos sdo facilmente implementéveis, rapidos, apresentam baixo custo
operacional, geram uma pequena quantidade de residuo aquoso e requerem de etapas simples
de preparacdo da amostra (somente diluicdo). Os métodos apresentaram ainda sensibilidade,
seletividade e estabilidade adequada para quantificacdo simultanea destes compostos em
formulacGes farmacéuticas usando um eletrodo de trabalho (BDD) sem qualquer modificacédo
quimica ou eletroguimica, o que torna os métodos mais atraentes para aplicacbes em analises

de rotina.

Os resultados obtidos com o método proposto para determinagdo simultanea de Zn e
NAF foram estatisticamente similares aos obtidos com a técnica de HPLC (NAF) e FAAS (Zn).
Ademais, o sistema BIA-SWV permite analises mais rapidas (70 injecOes h™t), apresenta menor

custo e consome menor quantidade de reagentes ou solventes com baixa toxicidade.

Com relacdo aos métodos propostos para determinacdao simultanea de NAF e FEN e
NAF e CLO, os resultados obtidos foram estatisticamente semelhantes aos obtidos com a
técnica de HPLC. Entretanto, o sistema BIA-AMP possibilita analises mais rapidas (110
injecBes hY).

Devido as caracteristicas portateis do sistema BIA, os métodos propostos também tém
potencialidade para serem usados em laboratérios com infraestrutura limitada e para a

realizacdo de analises in situ.
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