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RESUMO

O controle de qualidade dos medicamentos € de suma importancia para garantia da
sua eficacia e diminuigdo da ocorréncia de efeitos indesejados provocados pela
presenca de principios ativos em maior ou menor quantidade, impurezas e/ou
produtos de degradagéo. Para este fim, técnicas analiticas tém sido recomendadas
nas farmacopeias, envolvendo métodos classicos e instrumentais, principalmente
para a quantificacdo de principios ativos em formulagdes farmacéuticas. Foram
realizadas analises quantitativas com o objetivo de avaliar, comparativamente, o
desempenho do eletrodo de carbono vitreo (GCE) limpo e modificado com alumina
como sensor eletroquimico para deteccdo de naproxeno (NPX) em formulagdes
farmacéuticas através do sistema de analise por injecao em batelada (BIA) e os
resultados obtidos foram comparados com os métodos comumente utilizados,
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e espectrofotometria UV-Vis. NPX
€ um importante anti-inflamatério nao esteroide muito utilizado no alivio de dores em
geral, o que justifica a importancia de sua analise. O método proposto foi aplicado a
trés amostras de farmacos popularmente consumidos. Os estudos preliminares
mostraram que ndo € possivel a determinagdo de NPX em GCE limpo devido a
grande adsorgcdo em sua superficie por isso, este trabalho apresenta modificagdo do
GCE com alumina para a determinagao de NPX além da aplicagcdo de um potencial
de limpeza e sistema de agitacdo para obter respostas reprodutiveis e estaveis
(DPR = 5,2% para n = 10), com baixo limite de detec¢éo e quantificagdo (LD = 0,32

umol L™ | LQ = 1,08 pmol L), elevada frequéncia analitica de 120 injecdes/hora.

Palavras-chave: Naproxeno, Eletrodo de Carbono Vitreo, Alumina, Analise por
injecdo em Batelada.



ABSTRACT

Quality control of medicines is paramount importance to ensure their effectiveness
and reduce the occurrence of undesirable effects caused by the presence of more or
less active ingredients, impurities and/or degradation products. For this, analytical
techniques have been recommended in pharmacopoeias, involving classical and
instrumental methods, mainly for the quantification of active ingredients in
pharmaceutical formulations. Quantitative analyzes were performed to comparatively
evaluate the performance of the clean and modified alumina glass carbono
eletectrode (GCE) as an electrochemical sensor for detection of naproxen (NPX) in
pharmaceutical formulations using the batch injection analysis system (BIA) and the
results obtained were compared with commonly used methods, high performance
liquid chromatography (HPLC) and UV-Vis spectrophotometry. NPX is an important
non-steroidal anti-inflammatory drug widely used in general pain relief, which justifies
the importance of its analysis. The proposed method was applied to three samples of
popularly consumed drugs. Preliminary studies showed that it is not possible to
determine NPX in bare GCE due to the large adsorption on its surface. Therefore,
this work presents modification of GCE with alumina for the determination of NPX

besides the application of a cleaning potential and agitation system. to obtain

reproducible and stable responses (RPD = 5.2% for n 10), with low limit of
detection and quantification (LD = 0.32 umol L™ | LQ = 1.08 pumol L"), high analytical

frequency of 120 injections/hour.

Key words: Naproxen, Glassy Carbon Electrode, Alumina, Batch Injection Analyis.
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1. INTRODUGAO

Naproxeno (NPX), de nomenclatura IUPAC acido 2-(6-metoxinaftalen-2-il)
propanoico, com férmula molecular C14H1403 e massa molar igual a 230,26 g mol” [ ¢
um importante anti-inflamatorio n&o esteroide que apresenta acgdo analgésica,
antipirética e anti-inflamatéria. E o unico anti-inflamatério ndo esteroide (AINEs)
comercializado sob a forma enatiomericamente pura, (S)-naproxeno .

AINEs, tal como o NPX, constituem uma das classes de farmacos mais
prescritos em todo o mundo. Essa vasta classe de farmacos atua como inibidores de
prostaglandinas endoperéxido sintase, também conhecida como ciclo-oxigenases 1
(COX-1) elou ciclo-oxigenases 2 (COX-2). Os AINEs podem ser seletivos quando
inibem apenas a COX-2 ou néo seletivos quando inibem as COX-1 e COX-2. Os AINEs
tradicionais, como o NPX, por ser um AINE né&o seletivo, inibem as COX-1 e COX-2,
porém s&o inibidores mais ativos da COX-1 2,

A seguranca do uso dos anti-inflamatérios nao esteroides tem sido questionada
nos ultimos anos, devido a inumeros efeitos adversos e estudos clinicos. Dentre os
efeitos adversos mais decorrentes estdo os problemas gastrointestinais, renais e
cardiovasculares. Diante disso, o controle de qualidade dos medicamentos é de suma
importancia para garantia da sua eficacia e diminuicdo da ocorréncia de efeitos
indesejados provocados pela presenga de principios ativos em maior ou menor
quantidade, impurezas e/ou produtos de degradacao. Para este fim, técnicas analiticas
tém sido recomendadas nas farmacopeias, envolvendo métodos classicos e
instrumentais, principalmente para a quantificacao de principios ativos em formulacées

farmacéuticas .

Figura 1 — Formula estrutural do NPX.

CHs
: OH

Fonte: [3].
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O NPX possui em sua estrutura o acido propidnico, derivado do acido carboxilico
que interage com o sitio catalitico das cicloxigenases, formando ligacdo de hidrogénio
com os residuos de aminoacidos localizados no canal do sitio catalitico %,

O acido propibnico faz com que o farmaco NPX seja suscetivel a reagbes de
oxidagdo, nesse caso, os metodos eletroanaliticos sdo uma opgéo favoravel em
relagdo a métodos reportados na literatura para controle de qualidade farmacos por ser
um meétodo mais simples, de analises rapidas, equipamentos portateis além de
fornecerem respostas de alta sensibilidade que podem ser comparaveis ou melhores
do que métodos de HPLC e espectrofotometria UV-Vis, as quais serédo estudadas neste
trabalho. Esses métodos de analises sdo de alto de custo em todos os ambitos, tanto
de aquisi¢ao e instrumentagdo quanto de manutencao e operacgao, além de demandar
tempo significativo de analise.

Diante desse contexto, estudos tém sido feitos buscando técnicas de analises de
baixo custo, maior frequéncia analitica, menor tempo de analise e baixa geragao de
residuos. O triunfo desses estudos pode permitir que laboratérios e empresas de
menor poder aquisitivo implantem metodologias eletroanaliticas de controle de
qualidade, pois os custos da técnica sao inferiores.

O método eletroanalitico proposto € a analise por injecdo em batelada com
detecgdo amperométrica. Esse método envolve diversas caracteristicas vantajosas
como portabilidade, devido sua infraestrutura ser simples e de poucos equipamentos,
baixo custo, alta sensibilidade, alta seletividade, alta frequéncia analitica e consumo

minimo de reagentes e amostras gerando menor volume de residuos.
1.1. Analise por inje¢cao em batelada

A analise por injecao em batelada (BIA, do inglés “Batch Injection Analysis”) é
um procedimento de analise introduzido na década de 90 como uma alternativa para a
realizacao de analises simples e rapidas. Essa técnica envolve a injecdo de uma
aliquota de amostra ou solugdo padrao com o auxilio de uma micropipeta, geralmente
eletronica, diretamente na superficie de um eletrodo de trabalho (ET) posicionado em
uma configuragao tipo “wall-jet” imerso em um grande volume de solugdo. Este sistema
apresenta caracteristicas como rapidez, uso de pequenos volumes de amostras e

4

padrdes, simplicidade, repetibilidade e sensibilidade ™. A Figura 2 apresenta um

diagrama esquematico de uma célula BIA semelhante a utilizada neste trabalho.
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Figura 2 — Sistema BIA com deteccdo eletroquimica. a) corpo da célula; b)
tampa superior; c) tampa inferior; d) eletrodo de trabalho (ET); e) eletrodo de referéncia
(ER); f) ponteira da micropipeta para injecéao; g) eletrodo auxiliar (EA); h) solugéo de

eletrolito suporte.

f
!
e ﬁ +4— e

& b

lU '|IJI i

Fonte: [4].

Numa célula BIA, o ET é posicionado na diregdo oposta a da inje¢cado do analito.
A injecao das solugdes de analise pode ser utilizada uma micropipeta convencional ou
eletrénica, sendo a micropipeta eletronica de maior precisao pelo fato ser programada
eletronicamente, desta forma, operadores com pouca ou sem experiéncia podem
efetuar as injegdes no sistema de forma reprodutivel. A ponteira da micropipeta é posta
em um orificio na tampa da célula posicionada na dire¢cao oposta ao ET, de modo que
todas as injecdes sejam feitas com a mesma distancia entre a ponteira e a superficie
do eletrodo de trabalho. Em outros dois orificios localizados na tampa da célula, séo
fixados o eletrodo de referéncia (ER) e o eletrodo auxiliar (EA). Por fim, a solugédo do
eletrélito suporte é inserida na célula em volume suficiente para que os trés eletrodos
fiquem submersos e tenham contato elétrico entre si ..

O método BIA apresenta diversas vantagens em comparagdo com outras
técnicas analiticas, tais como, elevada frequéncia analitica, baixo consumo de
amostras e reagentes, reduzida contaminagdo do eletrodo de trabalho, elevada
sensibilidade e repetibilidade adequada no procedimento de injecdo com o uso de
pipeta eletronica, possuindo ainda uma instrumentagao versatil e portatil, baixo custo
dos componentes do sistema, podendo ser facilmente miniaturizadas, pois o perfil

hidrodinamico da injecao “wall jet” elimina a necessidade de uma enorme diluigédo, logo
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células com menores volumes de trabalho podem ser utilizadas. Além disso, o
fendbmeno de passivacdo ou contaminagdo do eletrodo de trabalho é menor nos
sistemas em batelada, devido ao relativo pequeno tempo de contato entre o analito e a
superficie do eletrodo .

Técnicas eletroanaliticas sdo muito utilizadas em processos de oxidagao e
reducdo, adsor¢cao em superficies e mecanismos de transferéncia de elétrons, pois
permite determinar a concentragdo de compostos de interesse diretamente na amostra
com grande sensibilidade, baixos valores de limite de detec¢do e modos de aquisigao
de sinal que proporciona baixo sinal de ruido . A voltametria ciclica e amperometria

sao exemplos de técnicas eletroanaliticas muito utilizadas.
1.1.1. Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV - do inglés cyclic voltammetry) é uma técnica
eletroanalitica ndo muito utilizada para analises quantitativas, no entanto, é muito
utilizada no estudo de reacdes redox, na detecgao de intermediarios de reagédo e na
observacdo e acompanhamento de reacdes envolvendo produtos formados nos
eletrodos. Na CV a varredura de potencial é feita em uma diregdo e, em seguida, na

O perfil de corrente elétrica em funcdo da

outra, enquanto a corrente € medida
variagdo do potencial do registro da corrente elétrica, denomina-se voltamograma '°'.

A voltametria ciclica € uma técnica que deve ser empregada no estudo de um
sistema desconhecido, ou seja, estudo eletroquimico de um composto que vai ser
analisado pela primeira vez e a partir do voltamograma obtido se obtém informagdes
dos potenciais em que ocorreram os processos de transferéncia de elétrons @

indicando que houve oxidacéo ou redugao do analito estudado.
1.1.2. BIA com detecgcao amperomeétrica

O sistema BIA pode ser acoplado com diferentes detectores, entre estes, os
detectores amperométricos sdo mais frequentemente empregados. A amperometria é
uma técnica eletroanalitica em que se aplica um potencial constante, no qual ocorre
oxidagao ou reducao eletroquimica de compostos eletroativos de interesse e mede-se

a corrente correspondente ao longo do tempo, relacionando a corrente a concentragao
[5]
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Uma das limitagdes desta técnica esta relacionado com a contaminagdo da
superficie do eletrodo durante as analises podendo produzir sinais eletroquimicos,
devido as espécies adsorventes, interferindo no sinal desejado e ainda afetar a taxa de
transferéncia de carga entre o eletrodo e o analito. Para contornar este problema, as
técnicas amperométricas baseadas na amperometria de multiplos pulsos (MPA)
aparecem como boa alternativa .

A MPA permite a aquisi¢ao de corrente em multiplos (a partir de 2) pulsos de
potencial aplicados. Entre as aplicagbes da técnica destacam-se a determinagao
simultdnea usando apenas um eletrodo de trabalho e a limpeza eletroquimica do
eletrodo quando ocorrem processos adsortivos no eletrodo de trabalho, alcangando
uma boa estabilidade do sinal ao longo da analise, permitindo a obtenc&o de respostas
estaveis e reprodutiveis.

Neste trabalho, a técnica de MPA sera explorada visando a detecg¢ao do analito
em um pulso de potencial e a aplicagdo de um segundo pulso de potencial para
promover a limpeza eletroquimica do eletrodo de trabalho, isto €, o potencial de
limpeza ira oxidar ou reduzir as espécies que estejam adsorvidas na superficie do
eletrodo sejam o préprio analito ou produtos de oxidacdo do mesmo P,

A Figura 3 apresenta a representacao da aplicagdo dos pulsos de potencial e o

tempo em que cada um é aplicado.

Figura 3 — Representagcdo esquematica da escada de potencial aplicado em

funcao do tempo ao eletrodo de trabalho.

M
+1,4V
50 ms

E/V

+1,0V
200 ms

W

Tempo

Fonte: A autora

Os degraus de pulso de potencial, ainda que a técnica seja chamada de

amperometria de multiplos pulsos, ndo sdo aplicados ao mesmo tempo na superficie do
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eletrodo. O eletrodo é perturbado mediante a aplicagado de diferentes potenciais que
sao definidos por um periodo de tempo, sendo esses especificados no software
utilizado (software GPES). No primeiro momento, € aplicado o pulso do potencial de
determinacao do analito de interesse por um tempo especifico, como € mostrado na
figura, no qual o potencial de interesse +1,4 V é aplicado por 50 ms. O programa aplica
o potencial na superficie do eletrodo por esse periodo, no qual é feito a aquisi¢cao dos
sinais de corrente, em sequéncia a aplicagao do pulso, ha um pequeno intervalo para a
diminuicao da corrente capacitiva, no qual é feito o registro de pontos dentro dos 50 ms
que foram aplicados. Em seguida é aplicado o potencial de +1,0 V por 200 ms para
promover a limpeza da superficie do eletrodo. Dessa forma o ciclo completo tem uma
duracao de 250 ms, ou seja, para que no eletrodo ocorra as reagdes de oxidagao do
analito de interesse (aplicando +1,4 V) e sua posterior limpeza (aplicando +1,0 V) tem-
se um tempo total de 250 ms (1/4 de segundo). Para a aquisigdo dos dados de corrente
nesse periodo, a cada 250 ms é registrado um ponto, sendo assim quatro pontos por
segundo. Logo apds a aplicagao do potencial de limpeza, o software volta a aplicar o
potencial de determinacdo do analito, por esse motivo a técnica € chamada de
amperometria de multiplos pulsos, no qual o potencial é aplicado em determinados
valores, em intervalos de tempo especificos e o programa vai constantemente repetir a
programacao de pulsos de potencial que fora definida .

E importante ressaltar que os pulsos de potencial para a deteccdo do analito de
interesse sejam em um tempo suficientemente necessario para que seja feita a
aquisicao dos dados (sinais de corrente). Esses pulsos ndo podem ser longos, porque
quando as espécies chegam na superficie do eletrodo, esse potencial sendo aplicado
por um tempo maior, uma quantidade grande do analito pode sofrer a reagdao na
superficie do eletrodo, levando a contaminagdo do mesmo. Por esse motivo o potencial
de determinagédo do analito de interesse é feito por um tempo menor e em seguida é

realizado a aplicagao do potencial de limpeza, que é feito por um tempo maior [6]
1.2. Eletrodos quimicamente modificados
No desenvolvimento de sensores, a sensibilidade, seletividade, estabilidade,

precisdo, resposta rapida, facilidade de uso, custo baixo e robustez constituem as

caracteristicas mais importantes .
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A denominacéao eletrodo quimicamente modificado foi inicialmente utilizada na
eletroquimica para designar eletrodos com espécies quimicamente ativas
convenientemente imobilizadas na superficie desses dispositivos. O principal objetivo
dessa modificagcao € pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo/solugdo, como uma forma de alterar a reatividade e seletividade do sensor
base, favorecendo assim o desenvolvimento de eletrodos para varios fins e aplicagoes,
desde a utilizagdo como agentes para transferéncias rapidas de elétrons, eletrocatalise
ou ions em solugdes para andlises quantitativas, entre outros . A Figura 4 mostra

esquematicamente um eletrodo quimicamente modificado com funcéao eletrocatalitica.

Figura 4 - Representacdo esquematica do principio de acdo do modificador na

superficie de um eletrodo para eletrocatalise.
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Fonte: [5].

A forma de preparagao de um eletrodo quimicamente modificado é determinada
pelas caracteristicas analiticas desejadas do sensor. Os eletrodos quimicamente
modificados possuem uma ampla aplicagdo em estudos eletroanaliticos devido a
versatilidade de técnicas de modificacbes e modificadores quimicos, e geralmente
empregam as técnicas voltamétricas ou amperométricas para detecgao 5]

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofrera a
modificagdo, € um aspecto muito importante da preparacdo de um eletrodo
quimicamente modificado. Este substrato deve apresentar caracteristicas

eletroquimicas apropriadas e também ser adequado para o método de imobilizagao
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selecionado. Entre os materiais convencionais podemos citar ouro, platina e carbono

vitreo.

1.2.1. Eletrodo quimicamente modificado com alumina

Nas ultimas décadas, houve um consideravel estimulo na area de sensores
devido as recentes descobertas da nanotecnologia. A possibilidade de empregar
materiais nanoestruturados no desenvolvimento de sensores eletroquimicos conferindo
melhoria no desempenho destes tem atraido atencao de diversas areas de atuacao
como, por exemplo, em diagnosticos clinicos, industria de alimentos, farmacos e
ambiental !,

A alumina é muitas vezes utilizada como material de polimento mecéanico da
superficie dos eletrodos por ser de baixo custo e, um estudo mostrou que uma possivel
contaminagao no eletrodo com alumina devido a pratica comum de limpeza pode
alterar o comportamento eletroquimico de diferentes moléculas gerando efeitos
cataliticos "l. Dessa forma, o emprego de eletrodo modificado com particulas de
alumina imobilizadas a sua superficie pode facilitar a transferéncia de elétrons de
diferentes espécies, onde a alumina atua como um catalisador deste processo

eletroquimico.

1.3. Espectrofotometria de absorg¢ao no UV-Vis

Os métodos espectrofotométricos sdo baseados na interagcdo da radiagao
eletromagnética com a matéria, sendo amplamente empregados em quimica analitica
para determinacdo qualitativa e quantitativa de compostos inorganicos e organicos.
Para este trabalho, destaca-se a espectrofotometria de absorgéo na regido Ultravioleta-
Visivel (UV-Vis) em virtude do vasto campo de aplicagao para determinagao qualitativa
e/ou quantitativa de compostos, ja que boa parte dos compostos absorvem radiagao na
regiao do UV-Vis.

A espectroscopia de absorcdo molecular esta baseada na medida de
transmiténcia (T) ou absorbancia (A) de solu¢des contidas em células transparentes
tendo um caminho 6tico (b) em cm. Desta forma, a concentragdo (c) de um analito
absorvente esta relacionado linearmente a absorbancia, essa relagao representa a Lei

de Beer ¥, como segue na Equagao 1 abaixo.
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A=—logT = log (P—P") = ¢bc Equag&o 1

Normalmente a transmitancia e a absorbancia sdo medidas quando a solugcédo do
analito estd contida em um recipiente transparente, ou célula (material: quartzo ou
vidro). Na incidéncia do feixe de luz ocorre reflexdo nas duas interfaces ar/parede bem
como nas duas interfaces parede/solugdo. A atenuacao resultante do feixe de luz é
substancial no qual se observa perda por reflexdo ao passar através de uma célula de
vidro contendo agua ou branco. Além disso, pode ocorrer atenuagcédo de um feixe de luz
por espalhamento por moléculas grandes e por absorgéo pelas paredes do recipiente.
Para compensar esses efeitos, a poténcia do feixe transmitido pela solugéo do analito P
€ comparada com a poténcia do feixe transmitido por uma célula idéntica P, contendo
apenas o solvente ®l. O coeficiente de absortividade é representado por ¢ na Equagéo
1.

Figura 5 — Esquema representativo do espectrofotdmetro UV-Vis.
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A espectrofotometria UV-Vis & bastante reconhecida por suas vantagens
relacionadas ao seu uso, sendo empregada principalmente no controle de qualidade de

industrias farmacéuticas que exigem rapidez, resultados confiaveis e facil utilizacao.

1.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés “High Performance

Liquid Chromatography”) € uma das técnicas essenciais na obtencdo de resultados
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analiticos em um laboratorio, sendo atualmente bastante utilizada na industria
farmacéutica uma vez que tem a capacidade de separar, identificar e quantificar
compostos presentes numa mistura. O seu principal objetivo é entdo separar
individualmente os diversos constituintes de uma mistura por meio de uma interagao
entre a amostra e de duas fases, uma estacionaria e outra médvel, sendo estas
imisciveis reciprocamente.

Devido a utilizacdo de colunas com grande capacidade de separacéo a
realizacdo do HPLC requer o emprego de equipamentos especificos, como o uso de
bombas e colunas que suportem altas pressdes necessarias para a eluicdo da fase
movel. Sendo assim, o HPLC necessita da utilizagdo de um cromatografo composto de
bomba, coluna cromatografica, detector e registrador ..

O sistema de bombas promove a circulagdo da fase movel ao longo de todo o
sistema cromatografico. A fase movel flui continuamente através do sistema arrastando
a amostra injetada, pelo sistema de injecdo, através da fase estacionaria constituida
pela coluna cromatografica. A separagao dos componentes da solugao amostra ocorre
mediante a interacdo dos mesmos simultaneamente com a fase médvel e a fase
estacionaria "%, As substancias presentes na amostra com maior afinidade com a
coluna sao aquelas que eluem por ultimo e, por oposicdo, a substancia que elui em

primeiro lugar sera a de menor afinidade com a fase estacionaria.

Figura 6 — Esquema representativo de aparelhagem HPLC.
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2. OBJETIVOS GERAIS

O trabalho tem como objetivo geral explorar a oxidagéo eletroquimica do NPX
visando sua determinagdo e quantificacdo, empregando o sistema de analise BIA
acoplado a amperometria de multiplos pulsos, fazendo o uso do eletrodo de carbono
vitreo modificado com alumina e comparar os resultados obtidos com técnicas

analiticas comumente utilizadas, espectrofotometria UV-Vis e HPLC.

21. Objetivos especificos

- Executar as otimiza¢des da técnica BIA com o intuito de alcangar condi¢gdes otimas

dos parametros BIA para realizagao das analises;

- Determinar a quantidade de NPX presente em trés diferentes amostras de farmacos

comerciais, sendo trés destas na forma de comprimidos (sélidos);

- Realizar uma comparacao entre as respostas obtidas pelo uso do eletrodo nao-

modificado e modificado com alumina;

- Comparar a metodologia proposta no sistema BIA com espectrofotometria de
absorg¢ao no UV-Vis e HPLC.

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solugdes

Para o preparo de todas as solugdes aquosas foi utilizado agua deionizada do
sistema de purificagdo Milli-Q Plus da Millipore (resistividade > 18 MQ cm) (Bedford,
MA, EUA). Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de alta pureza e as
solugdes padrdao de NPX foram preparadas com NPX padrdo da Sigma Aldrich de
pureza > 98%.

As amostras de NPX presentes em medicamentos de uso popular, listadas na
Tabela 1, foram adquiridas em farmacias locais estando todas dentro da validade.
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Para cada amostra foram macerados 10 comprimidos a fim de se obter um lote
de cada amostra, a partir do qual se preparou as solugdes utilizadas neste trabalho.
Esse procedimento é recomendado pela ANVISA para a determinagao de analitos em
farmacos que visa obter uma maior quantidade de massa de amostra mais homogénea
em relagdo ao analito e os excipientes presentes nos farmacos, reduzindo os erros
associados a pesagem de pequenas quantidades de amostra para o preparo das

solugdes pouco concentradas.

Tabela 1 — Listagem dos medicamentos utilizados nas analises.

Amostra Forma fisica Massa de NPX (mg/comprimido)

Aq Sélido 250
A; Sdlido 500
A; Solido 550

3.1.1. Anadlise por injecao em batelada

Para a analise no sistema BIA, foi utilizado como eletrdlito tampéo fosfato de pH
igual a 7,5, preparado a partir do acido fosférico concentrado da Reagen de 85% (m/m)
de pureza e pH corrigido com hidroxido de sédio PA da Dinamica. O eletrdlito foi
utilizado no preparo das solugdes padrao da curva e das amostras de NPX, além de
ser utilizado no corpo da célula eletroquimica.
Preparou-se também uma solugdo padrdo de NPX em 10 mmol L™, a qual foi utilizada
para o preparo das solugdes padrao da curva de calibragdo e nas dopagens das
amostras. As amostras foram preparadas para a concentragdo de 25 pmol L™

considerando o valor rotulado.
3.1.2. Anadlise por espectrofotometria UV-vis

Para a analise espectrofotométrica na regiao do UV-vis, as solugdes padrao de
NPX para obteng¢ao da curva de calibragdo foram preparadas em agua deionizada nas
concentracdes de 10, 15, 25, 30, 50, 60, 70, 75 e 100 ymol L™, a partir de uma solugao
estoque de 10 mmol L. As amostras de medicamentos foram preparadas também em

agua deionizada, todas a uma concentragdo de 50 pmol L. As solucbes padrao da
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curva e as solucbes das amostras foram preparadas antes de cada leitura de

absorbancia no equipamento.
3.1.3. Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para a analise via HPLC, utilizou-se como fase movel uma solucao diluida de
acido acético de pH igual a 3, a partir do acido acético glacial da Synth com 99,7%
(m/m) de pureza e metanol da Synth com 99,8% (m/m) de pureza numa proporg¢ao de
85:15 (v/v). As solugdes padrédo de NPX foram preparadas a partir do padrdo nas
concentracdes de 20, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 pmol L™, utilizando a fase mével e
metanol na mesma propor¢ao, como solvente. As amostras foram preparadas em 200
pumol L™ também na proporcdo de 85:15 (v/v) de fase modvel como solvente. As
solucdes padrao da curva e as solugdes das amostras foram preparadas antes de cada

injecdo no equipamento.
3.2. Instrumentacgao
3.2.1. Analise por inje¢cao em batelada

Para a realizacdo das analises utilizou-se uma célula eletroquimica com trés
eletrodos distintos para as determinagdes. Um fio de platina, utilizado como eletrodo
auxiliar ou contra eletrodo, um eletrodo miniaturizado de Ag/AgCI/KCI 3 mol L™ como
eletrodo de referéncia e um eletrodo de carbono vitreo (GCE, do inglés “Glassy Carbon
Electrode”) de 1,5 mm de didmetro (CH instrument, Austin, TX, USA) como eletrodo de
trabalho.

A célula consiste em um tubo de vidro de 7,3 cm de didmetro interno, 7,1 cm de
altura e 200 mL de volume total, com quatro orificios na parte superior feita de
polietileno, os quais acomodam os eletrodos de referéncia e o auxiliar, oferece abertura
para a ponta da micropipeta e para o agitador. Na parte inferior, também feita de
polietileno, tem-se o eletrodo de trabalho, ligado a um contato elétrico. Os eletrodos e a
ponta da micropipeta ficam submersos no eletrélito suporte utilizado na analise 5]

Parte do aparato utilizado neste trabalho para as determinag¢des encontra-se
esquematizado na Figura 7.
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Figura 7 — Esquema representativo de uma célula de BIA “wall jet” semelhante a

utilizada neste trabalho.
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As injecbes das amostras na célula foram feitas com o auxilio de uma
micropipeta eletrénica (Eppendorf® Multipipette stream) com a extremidade da pipeta
mantida em distancia fixa de 2 mm da superficie do eletrodo de trabalho e todas as
medidas eletroquimicas do sistema foram todas realizadas utilizando um potenciostato
p-Autolab Tipo Il (Eco Chemie, Utrecht, Holanda), controlado por software GPES

4.9.007 (General Purpose Electrochemical System).
3.21.1. Modificagao do eletrodo com alumina

Para a limpeza do GCE, o mesmo foi submerso em uma solugdo 1:1 de
etanol/agua e deixado em um banho ultrassénico por 15 minutos. Apds esse processo,
o eletrodo foi polido através de movimentos circulares sob um tecido de feltro limpa e o
mesmo foi lavado com agua deionizada [

Apos a limpeza, a modificacdo da superficie do eletrodo com particulas de
alumina foi obtida apds polimento do mesmo em um tecido de feltro contendo uma
suspensao de alumina de 20 mg mL™ por 10 segundos em movimentos circulares,

mantendo-se sempre o eletrodo voltado para o polidor. Apdés 30 segundos de espera
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pos-polimento na alumina, o eletrodo foi lavado com agua deionizada e colocado na
parte inferior da célula eletroquimica para medidas eletroquimicas !".
A alumina utilizada neste trabalho foi a alumina em p6 0,3 um Micropolish Il (a-
Al,O3) obtida de Buehler (Lake Bluff, lllinois, EUA) "],

3.2.2. Analise por espectrofotometria UV-vis

Para as analises por espectrofotometria no UV-vis, utilizou-se o
espectrofotometro UV-SPETROPHOTOMETER UV-1800 da Shimadzu com um
comprimento de onda fixo de 240 nm. Todas as analises foram realizadas a

temperatura ambiente.
3.2.3. Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para os testes realizados em HPLC, utilizou-se um cromatografo Shimadzu LC-
10AD VP equipado com um detector UV-Vis (SPD-10A VP), uma coluna de HS C-18
(25 cm x 4,6 mm, 5 um) CTO-20A da Prominence, um desgaseificador DGU-20As da
Prominence, um injetor manual de 20 pyL de capacidade e uma bomba LC-10AD VP. A
fase movel foi constituida por metanol e uma solucéo diluida de acido acético de pH
igual a 3 (85:15 v/v) e uma vazdo de 1 mL min™. O detector foi fixado em 240 nm.

Todas as analises foram realizadas a temperatura ambiente.

4.RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Anadlise por injecdo em batelada

Antes de iniciar a determinagdo de NPX em medicamentos pelo método
eletroanalitico BIA, é fundamental definir os parametros necessarios para otimizacao
do sistema para obtermos resultados reprodutiveis € com maior precisdo. Para o
estudo do potencial foi empregado os eletrodos limpo e modificado a fim de comparar
as respostas obtidas e melhor definir os parametros do BIA e para o estudo do volume

e velocidade, que sao os outros parametros do sistema BIA, foram feitos somente para
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o eletrodo modificado alumina, por causa dos efeitos de adsor¢do. Também foi
acoplado ao sistema, um agitador mecanico para evitar espécies adsorventes e limpar
a superficie do eletrodo.

No trabalho Montes, 2014, a determinacao de NPX foi realizada utilizando-se o
mesmo eletrodo de trabalho, o GCE, foram feitas as otimiza¢des para o sistema BIA e
empregado o tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7,5) como eletrdlito. Baseado nesse
trabalho foi o utilizado o mesmo eletrélito e também foi levado em consideragédo que o
NPX é soluvel em solugbes aquosas ligeiramente alcalinas, que € o caso deste
tampao.

Foram realizados voltamogramas ciclicos, Figura 8, para uma solugao padrao de
NPX de 1 mmol L, sendo o tampao fosfato o solvente, com o objetivo de avaliar o
comportamento do analito em relagdo ao tampao fosfato como eletrélito suporte e o
eletrodo limpo e modificado com alumina. O primeiro ciclo voltamétrico de NPX é

apresentado para o eletrodo limpo e modificado.

Figura 8 — Voltamogramas ciclicos obtidos para GCE limpo e modificado com
alumina na presenga de 1 mmol L™ de NPX e tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH =7.,5)

com velocidade de varredura igual a 277 pL s™.
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Fonte: A autora.
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Analisando a Figura 8, observa-se melhores respostas eletroquimicas para NPX,
em termos de aumento de corrente, utilizando GCE modificado com alumina. O sinal de
corrente obtido para o GCE limpo, foi consideravelmente pequeno quando comparado
com o sinal obtido para GCE com alumina. O voltamograma para GCE modificado com
alumina apresentou dois picos de oxidacdo do NPX entre os potenciais 0,9 e 1,2 V
indicando que a modificacdo do eletrodo teve influéncia sobre a oxidagdo do analito,
pois comparando o GCE limpo, podemos observar que a oxidagdo de NPX ocorre
apenas um pico de oxidagao préximo a 1,2 V.

Analisando os voltamogramas observa-se que os sinais de corrente sdo bem
inferiores para o eletrodo limpo em relacdo ao eletrodo modificado exibindo um
comportamento de adsor¢cdo de NPX na superficie do eletrodo limpo, ja que o analito é
possui uma estrutura naftalénica com grande afinidade ao eletrodo de carbono ['".

A solugdo tampao fosfato (pH = 7,5) foi adotada para todas as analises que
envolveram a determinagcdo de NPX juntamente com GCE modificado com alumina, o
qual apresentou bom desempenho em termos do alto valor de corrente, o que € muito
importante ja que correntes mais altas sdo mais favoraveis para as determinagdes
resultando em uma maior sensibilidade para o analito .. Vale ressaltar também que a
modificacdo no eletrodo favoreceu um efeito catalitico para determinagcdo de NPX
devido a presencga da alumina pois ela facilita a oxidacdo do NPX.

Em sequéncia, foi realizado o estudo dos potenciais, em condi¢cdes
hidrodinamicas, frente ao eletrodo limpo e modificado com alumina. Para isso, foi
escolhida uma faixa de potenciais distintos e crescentes (0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1, 1,15,
1,2, 1,25, 1,3, 1,35, 1,4, 1,45 e 1,5 V) em que para cada potencial foram realizadas
injegdes em triplicata. Cada potencial estudado foi aplicado por 70 ms.

A coleta dos valores de corrente resultou em um voltamograma hidrodinamico,
Figura 9, para melhor visualizacéo e facilidade na escolha do potencial adequado que

sera fixado nas proximas otimizagdes e na determinagédo amperométrica.
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Figura 9 — Voltamograma hidrodindmico obtido através da média da triplicata
dos valores de corrente de 50 umol L' de NPX, sistema com agitagao. Eletralito:
0,1 mol L™ tampao fosfato (pH = 7,5), volume de injecdo 100 pL, velocidade de injecéo

277 uL s™.
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Fonte: A autora.

Para esta otimizagao constatou-se que para o GCE limpo os sinais de corrente
para cada potencial foram baixos em relagdo ao GCE modificado com alumina, mesmo
comportamento observado por voltametria ciclica. Observa-se que o melhor potencial é
o de 1,4 V para os eletrodos limpo e modificado, visto que este potencial apresentou
alto sinal de corrente e menor desvio em relacdo aos outros potenciais. Logo, o
potencial adequado sera aquele que se comportar de maneira semelhante para os
eletrodos limpo e modificado, sendo assim o potencial de 1,4 V foi fixado para as
demais analises.

Posteriormente, realizou-se os testes de repetibilidade para o sistema BIA.
Esses testes foram realizados utilizando o eletrodo limpo e o modificado com alumina,
com e sem agitacado do sistema e aplicando e n&o aplicando o potencial de limpeza,

tudo para fins comparativos.
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As analises foram realizadas com uma serie de injecdes de 100 uL e 213 uL s
de velocidade, utilizando como eletrdlito a solucdo de tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH =
7,5) contendo uma solugao padrao de 50 umol L™ de NPX, com potencial constante de
trabalho de 1,4 V e potencial de limpeza de 1,0 V. A Figura 10 mostra o comportamento

dos parametros otimizados para GCE limpo com agitagédo e potencial constante.

Figura 10 — Estudo da repetibilidade no sistema BIA para GCE limpo com
injecdes da solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7,5) com adigéo de 50 umol L™
de NPX. Volume de injecdo: 100 pL, velocidade de injecdo: 213 uL s™. Potencial

constante de trabalho 1,4 V com agitagao.
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Fonte: A autora.

Como pode ser observado na Figura 10, o estudo da repetibilidade neste caso
nao resultou em respostas reprodutiveis. Ao longo das inje¢des o sinal de corrente foi
caindo significativamente e de maneira constante indicando adsor¢do de NPX na
superficie do eletrodo limpo e, mesmo com a agitacéo presente no sistema, a qual esta
sempre homogeneizando o eletrélito suporte na célula, nao foi suficiente para corrigir
essa problematica. Em 10 inje¢cdes de solugdo padrao de NPX obteve-se um desvio
padrdo relativo (DPR) de 39%, valor elevado que indica baixa precisdo sendo o

maximo DPR permitido de 5% "2,
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Em seguida, foi realizado o teste de repetibilidade, Figura 11, para GCE limpo
sem e com agitagcdo, porém, aplicando dois potenciais, o potencial constante de

trabalho e o potencial de limpeza.

Figura 11 — Estudo da repetibilidade no sistema BIA para GCE limpo com
injecdes da solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7,5) com adigéo de 50 umol L™
de NPX. Volume de inje¢cao: 100 uL, velocidade de inje¢ao: 213 uL s (A) Potencial
constante de trabalho 1,4 V (50 ms) e potencial de limpeza de 1,0 V (200 ms) sem
agitagdo. (B) Potencial constante de trabalho 1,4 V (50 ms) e potencial de limpeza de

1,0 V (200 ms) com agitagao.
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Fonte: A autora.

Observa-se que para o teste de repetibilidade sem agitagdo o sinal de corrente
cai a medida que se injeta solugao padrao no sistema de maneira significativa e
constante, com DPR igual a 23%. Ja para o teste de repetibilidade com agitagao, o
sinal de corrente também cai de forma constante, mas o caimento do sinal de corrente
nao € tdo brusco quanto para a repetibilidade sem agitacdo, obteve-se DPR
equivalente a 20%. Para ambos os casos, nota-se que ocorre adsor¢ao do analito na
superficie do eletrodo devido aos sinais de corrente cairem ao logo das injegdes.

Diante dos testes de repetibilidade feitos e os valores dos DPR, constatou-se
que a aplicagao do potencial de limpeza e o sistema com agitagao diminuem um pouco
da adsortividade do NPX na superficie do eletrodo limpo, mas ndo de maneira eficiente

e reprodutivel.
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A Figura 12 apresenta o teste de repetibilidade para o eletrodo modificado com
alumina avaliando também o sistema sem e com agitagao aplicando apenas o potencial

constante de trabalho.

Figura 12 — Estudo da repetibilidade no sistema BIA para GCE modificado com
alumina com injegdes da solugcdo de tampao fosfato 0,1 mol L (pH = 7,5) com adigao
de 50 umol L™ de NPX. Volume de injecdo: 100 uL, velocidade de injecdo: 213 pL s™.
(A) Potencial constante de trabalho 1,4 V (50 ms) sem agitagdo. (B) Potencial

constante de trabalho 1,4 V (50 ms) com agitacao.

B

25-. 25
20-. 20
15: < 15

10- "= 10+

5 5

J A

0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Tempo / min Tempo / min

Fonte: A autora.

Primeiramente, nota-se que a escala de sinal de corrente aumentou para os dois
casos, com e sem agitacao indicando que o efeito catalitico da alumina e menor efeito
de queda de corrente em relacédo ao eletrodo limpo analisado anteriormente. O sinal de
corrente continua caindo ao longo das inje¢cdes de forma constante para ambas as
situagdes. Na Figura 12-A, obteve-se DPR igual a 11% e para a Figura 12-B, obteve-se
DPR equivalente a 9%.

Finalmente, a Figura 13, mostra o ultimo teste de repetibilidade com GCE
modificado com alumina com e sem agitagdo sé que agora aplicando potencial

constante e potencial de limpeza.
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Figura 13 — Estudo da repetibilidade no sistema BIA para GCE modificado com
alumina com injegdes da solugcdo de tampao fosfato 0,1 mol L (pH = 7,5) com adigao
de 50 umol L™ de NPX. Volume de injecdo: 100 uL, velocidade de injecdo: 213 pL s™.
(A) Potencial constante de trabalho 1,4 V (50 ms) e potencial de limpeza de 1,0 V (200
ms) sem agitagdo. (B) Potencial constante de trabalho 1,4 V (50 ms) e potencial de

limpeza de 1,0 V (200 ms) com agitagao.
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Fonte: A autora.

Analisando a figura acima, verifica-se que a aplicagéo dos potenciais constante e
de limpeza juntamente com o sistema de agitacdo em GCE modificado com alumina
reduz significativamente a queda de corrente devido a adsor¢ao e que a alumina esta
de alguma forma, facilitando a oxidagdo de NPX, ou seja, o eletrodo modificado com
alumina funciona como um sensor eletrocatalitico, reduzindo a energia de ativagao da
transferéncia de elétrons, proporcionando o aumento da velocidade dessa transferéncia
eletrénica, o que consequentemente, amplia o sinal analitico ['"l. Percebe-se que o
sistema de agitacdo também € muito importante para obtencdo de resultados
reprodutiveis visto que no estudo de repetibilidade sem agitagdo (Figura 13-A) o sinal
de corrente cai constantemente permitindo a adsorcdo do analito sob a superficie do
eletrodo mesmo modificado. O DPR para (13-A) foi de 8% e para (13-B) 5% sendo o

maximo permitido pela Anvisa 2.
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Estudo de repetibilidade DPR
GCE limpo com potencial de trabalho 1,4V com agitagcao 39%
GCE limpo com potencial de trabalho 1,4V e potencial de limpeza 1,0V sem agitagao 23%
GCE limpo com potencial de trabalho 1,4V e potencial de limpeza 1,0V com agitagéo 20%
GCE alumina com potencial de trabalho 1,4V sem agitagao 11%
GCE alumina com potencial de trabalho 1,4V com agitagao 9%
GCE alumina com potencial de trabalho 1,4V e potencial de limpeza 1,0V sem agitacdo 8%
GCE alumina com potencial de trabalho 1,4V e potencial de limpeza 1,0V com agitagdo 5%

Para as proximas otimizagbes do sistema, sera adotado também um potencial
adicional, o potencial de limpeza, para evitar que o NPX adsorva na superficie do
eletrodo e buscar melhores resultados. Logo, para a realizagdo das analises temos o
potencial de trabalho adotado de 1,4 V aplicado durante 50 ms e o potencial de limpeza
de 1,0 V aplicado durante 200 ms como mostra a Figura 3 que apresenta o esquema
de aplicacdo dos potenciais.

Os seguintes parametros, volume e velocidade de inje¢cdo, do sistema estao
relacionados a programagao da pipeta eletrbnica que € o principal instrumento utilizado
nas determinacgdes 1, e por isso também deve estar em suas condicdes dtimas.

A velocidade de injecao € a velocidade com que a solugédo entra em contato com
a superficie do eletrodo de trabalho e qual o volume de amostra € injetado por segundo
na velocidade indicada . Oito velocidades de injecdo foram selecionadas para o
estudo sendo estas, selecionadas diretamente na pipeta eletrénica durante as injecdes
no sistema BIA. As velocidades sdo 17, 33, 49, 78, 164, 213, 277 e 370 puL s e foram
avaliadas em fungao da resposta amperométrica do NPX. O estudo foi realizado
apenas para o GCE modificado com alumina com o potencial constante de 1,4 V e com

o potencial de limpeza de 1,0 V. A Figura 14 mostra os resultados obtidos.
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Figura 14 — Estudo da velocidade de injecdo utilizando GCE modificado com
Alumina empregado oito velocidades distintas de 17, 33, 49, 78, 164, 213, 277 e 370
uL s’ injetadas em triplicata da solu¢cdo padrdo de NPX em 50 umol L™ em tampéo
fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7,5), sistema com agitagdo. Potencial de trabalho: 1,4 V (50

ms), potencial de limpeza, 1,0 V (200 ms), volume de inje¢cdo: 100 pulL.
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Fonte: A autora.

De acordo com a Figura 14, temos que com o aumento da velocidade, o sinal de
corrente também aumenta. Considerando alto valor de corrente e menor desvio
observados, a velocidade de injecdo de 213 pL s™ é a mais adequada dentre as outras
0 que ira proporcionar maior sensibilidade na determinacdo de NPX.

O ultimo parametro analisado foi o volume de injecédo, também realizado apenas
para o eletrodo modificado com alumina. Os volumes selecionados, de forma similar,
foram programados diretamente na pipeta durante a analise, estes volumes foram 10,
20, 30, 50, 75, 100 e 200 pL. A velocidade de injecdo foi fixada em 213 pL s com
potencial constante de trabalho de 1,4 V e potencial de limpeza de 1,0 V. Foi injetada a
solugcao padrao de NPX em 50 pumol L' e os resultados obtidos est&o dispostos na

Figura 15.
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Figura 15 - Estudo do volume injetado no sistema BIA utilizando GCE
modificado com alumina. Cada volume de 10, 20, 30, 50, 75, 100 e 200 uL foram
injetados em triplicata, sistema com agita¢do. Potencial de trabalho: 1,4 V, potencial de

limpeza: 1,0 V, velocidade de inje¢ao: 213 uL s
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Fonte: A autora.

Conforme observa-se na Figura 15, assim como o comportamento da velocidade
de injecdo, o sinal de corrente aumenta com o aumento do volume injetado. Sendo
assim, o melhor volume é de 100 uL, pois foi o volume de maior sinal de corrente e
menor desvio.

Prosseguindo com as analises, o proximo passo foi o estudo da faixa linear que
mostra o comportamento dos sinais de corrente com o aumento da concentragao de
solugdes padrdo de NPX. Foram injetados, em triplicata, 12 solu¢des padrdao de NPX
em concentragoes diferentes os quais sao 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 150 e
250 pmol L™, utilizando como eletrdlito a solugdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH = 7,5).
Foram empregados na analise os parametros otimizados: eletrodo modificado com
alumina, agitagdo, aplicagédo de potencial constante de trabalho de 1,4 V (50 ms),
aplicacdo de potencial de limpeza de 1,0 V (200 ms), velocidade de injecdo: 213 pL s™
e volume de 100 uL. A Figura 16 mostra o amperograma desse estudo e a curva

analitica.
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Figura 16 — (A) Amperograma do estudo da faixa linear obtida no sistema BIA,
utilizando GCE modificado com alumina, para inje¢des em triplicata de solu¢des padrao
de NPX 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 150 e 250 umol L' em 0,1 mol L™" de
tampéo fosfato (pH = 7,5). Analise feita em potencial constante de 1,4 V, potencial de
limpeza de 1,0 V, volume de 100 pL e velocidade de injecdo: 213 uL s™'. (B) Curva de

analitica correspondente ao amperograma.
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Fonte: A autora.

Diante da Figura 16 e a partir do grafico da curva de calibragdo de 0,5 a 250
umol L', obteve-se uma frequéncia analitica de 120 injecbes/hora. Observando o
grafico com maior atengcdo temos que até o ponto de 75 umol L' hd uma melhor
linearidade entre os pontos devido a queda do sinal de corrente das triplicatas tornando
a curva nao tao reprodutivel. Por isso, a curva de calibragcao foi determinada do ponto
0,5 até o ponto 75,0 umol L™ com R = 0,9977 o que nos trara resultados reprodutiveis
quanto determinagcdo de NPX. Os limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) sob
condigdes otimizadas foram estimados em 0,32 e 1,08 pmol L™, respectivamente

(Equacbes 2 e 3).

LD = 3xDPRbranco

= 2 LQ = 3,333,LD (3
corficiente angular @) Q X (3)
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O resultado obtido para limite de deteccéo 0,32 umol L' & menor quando
comparado com o valor obtido no trabalho de Montes, 2014 na determinagdo de NPX
em GCE modificado com nanotubo de carbono, LD = 0,6 umol L™ "1 mostrando que a
modificagdo com alumina permite deteccdo de analitos em concentracbes muito
pequenas.

A fim de avaliar o efeito de memoria do eletrodo, realizou-se injecbes em
triplicata de solugdes contendo concentragdes de NPX crescente e decrescente dos
pontos 0,5 a 75,0 umol L' A Figura 17 mostra os resultados obtidos em forma de

amperograma e as respectivas curvas analiticas crescente e decrescente.

Figura 17 — (A) Respostas amperométricas obtidas em sistema BIA, utilizando
GCE modificado com alumina, para injegdes crescentes e decrescentes (em triplicata)
de solugdes padrao de NPX 0,5, 1, 3, 5, 10, 15, 25, 50, e 75 pmol L' em 0,1 mol L™ de
tampao fosfato (pH = 7,5). Potencial constante de 1,4 V (50 ms), potencial de limpeza
de 1,0 V (200 ms), volume de 100 pL e velocidade de injecdo: 213 uL s™'. (B) Curva

analitica crescente e decrescente correspondente ao amperograma.
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Fonte: A autora.

Para a curva crescente obteve-se equagdo da reta igual a y = 4,68464.10"x +
1,64274.10° com R = 0,9920 e a curva decrescente resultou em uma equacao da reta
equivalente a y = 4,5898.107"x + 1,89055.10° com R = 0,9926. Comparando esses
dados com o trabalho de Montes, 2014, foi possivel observar que o eletrodo modificado



40

com alumina permitiu explorar concentragdées do analito ainda menores em relagao ao
trabalho!”! em que a modificagdo utilizada foi com o nanotubo de carbono. Com isso,
pode-se confirmar que a simples modificagdo do GCE com alumina por polimento,
mostrou-se tdo eficaz quanto a modificagdo do GCE com nanotubos de carbono,
possibilitando a analise de NPX em concentragdes ainda menores.

Analisando as Figuras 17-A e 17-B, observa-se que o comportamento das
solugbes padrao em termos de corrente é semelhante na curva crescente e
decrescente nos mostrando que nédo ha efeito de memoria e o comportamento linear
permanece.

Nao foi verificado processo de adsor¢édo no eletrodo entre as inje¢des de
solugdes padrao, que foram evidenciados pelo fato de que as respostas de corrente
nao diminuiram durante as medigdes amperométricas, devido a aplicagao de um pulso
de potencial de limpeza (1,0 V — 200 ms), utilizando a técnica de deteccdo
amperomeétrica de multiplos pulsos juntamente com o sistema de agitagéo.

O método BIA otimizado com amperometria de multiplos pulsos foi realizado
para a determinagdo de NPX em farmacos. A Figura 18 apresenta o amperograma em
GCE modificado com alumina com as inje¢des da curva de calibragao crescente (0,5 a
75,0 umol L") e as injegdes das amostras farmacéuticas e suas respectivas dopagens,
com quantidade conhecida de solugdo padrao de NPX, em uma concentragao de 25
umol L. A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para as amostras farmacéuticas
analisadas e valores de recuperacdo encontrados apdés dopagem das mesmas com

solucéo padrdo de NPX em 25 pmol L.
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Figura 18 — (A) Respostas amperométricas em sistema BIA do GCE alumina
para injecbes em triplicada de (1) 0,5, (2) 1,0, (3) 3,0, (4) 5,0, (5)10,0, (6) 25,0, (7) 50,0
e (8) 75,0 umol L™ de padrées de NPX, trés amostras comerciais (A1, A, e As) e as
amostras dopadas (A{D, A;D e AsD). (B) curva de calibragdo crescente mesmas

condi¢des da Figura 20-A.
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Fonte: A autora.

Tabela 3 — Valores de concentragdes de NPX obtidas pelo método proposto BIA

em GCE modificado com alumina.

Encontrado Encontrado Adicionado Recuperado Recuperado

Amostras (umol L) (mg) (umol L) (umol L) (%)
A1 (250 mg) 23 +1 234 +9 25 30+1 121+5
Az (500 mg) 25+0 501 +7 25 25+1 99+3
A; (550 mg) 28+2 551 + 37 25 29+3 116 + 11

Observando-se os resultados obtidos de porcentagem de recuperagao, percebe-
se que todos os medicamentos apresentaram valores de recuperacao dentro da faixa
aceitavel pela ANVISA (80% a 120% ['?).

Observando-se agora os resultados obtidos em miligramas nas amostras, verifica-se
também que todos os farmacos apresentaram valores proximos dos descritos em suas
formulagdes. Pode-se dizer que todos os farmacos estudados pelo sistema BIA

possuem, realmente, a mesma quantidade descrita em suas respectivas bulas.
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4.2. Espectrofotometria UV-Vis

A principio foi feita a curva analitica, Figura 8, fazendo a leitura das solugdes
padrdao de NPX desde a concentragao mais baixa até a concentragdo mais alta a fim de
obter uma faixa linear.

Este estudo foi feito para obter resultados na analise de NPX e utiliza-las na

validagao do sistema proposto neste trabalho.

Figura 19 — Curva analitica espectrofotométrica de absor¢édo no UV-Vis das
solucdes padrdo de NPX nas concentragcées de 10, 15, 25, 30, 50, 60, 70, 75 e
100 umol L' preparadas em solucéo de HsPO, 0,1 mol L' em pH=7,5.
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Fonte: A autora.

A partir da curva analitica obteve-se a equacdo da reta para calcular a
concentracao de NPX em termos de concentragcao e massa de cada farmaco.

y = 0,00339x + 0,0281 | R =0,9942
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Observa-se, de acordo com o coeficiente de correlagdo R, uma boa linearidade
entre os pontos indicando bons resultados em relacdo a quantificacdo do analito

atraves desta técnica.
Apos a confecgdo da curva, realizou-se a leitura das amostras, sendo estas

preparadas em concentragao de 50 umol L. Os resultados obtidos est&o dispostos na

Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados obtidos das amostras apos leitura espectrofotométrica de

absorgao no UV-Vis.
Concentracao Concentragcdo Concentracao Concentragao

Amostras preparada Encontrada Rétulos Encontrada
(umol L) (umol L) (mg) (mg)
A1 50 45,29 250 227 + 1
A; 50 43,71 500 437 +£3
As 50 50,99 550 510 % 2

Diante dos resultados da Tabela 2, temos que as concentragdes encontradas nas
trés amostras de NPX foram relativamente proximas da concentracdo esperada tanto
em pmol L' como em miligramas. A amostra A; apresentou menor massa em

miligrama isso deve a interferéncias dos excipientes do farmaco.
4.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A Figura 20 mostra a curva analitica obtida através da analise via HPLC das

solugcdes padrao de NPX em diferentes concentracoes.
Este estudo tem como objetivo obter resultados na analise de NPX para

comparacao e avaliagao do sistema proposto.
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Figura 20 — Curva analitica obtida apds injegao, em triplicata, via HPLC dos
padroes de NPX nas concentragdes de 20, 50, 100, 200, 300, 400, 500 pmol L™
preparadas na fase movel de uma solugado diluida de acido acético de pH igual a 3 e
metanol (85:15 v/v).
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Fonte: A autora.

A partir da curva analitica, temos a equacao da reta para calculos quantitativos
do NPX nas amostras de farmacos. Observa-se que o coeficiente de correlagao

resultou numa boa linearidade dos pontos da curva.
y = 226,3546x + 5653,51336 | R = 0,9984

Apo6s a injecdo das amostras de NPX preparadas em 200 pmol L™, encontrou-se

os valores de NPX, os quais estao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Resultados obtidos das amostras apos a analise HPLC.

Concentracao Concentragao Concentracao Concentracao

Amostras preparada Encontrada Rétulos Encontrada
(umol L) (Hmol L) (mg) (mg)
A 200 222,39 250 278 + 53
A, 200 213,70 500 534 + 41
A3 200 253,43 550 573 + 55

Diante dos resultados da Tabela 3, temos que as concentragdes encontradas

nas trés amostras de NPX foram proximas das concentragdes esperadas.

4.4. Comparagao dos métodos

Considerando os resultados obtidos em cada método aqui estudado, pode-se
perceber que os resultados encontrados entre os trés métodos sao similares, isto
mostra que os estudos feitos buscando condi¢cdes 6timas de analise foram eficientes e
o comportamento linear das curvas de calibracdo foram efetivos na determinagao do
analito nas amostras farmacéuticas.

O método proposto apresentou diversas vantagens como rapidez, uso de
pequenos volumes de amostras e padroes, equipamentos simples e apresentou
resultados reprodutiveis e de alta sensibilidade.

Vale ressaltar também que os erros envolvidos na realizagcdo de todas as
analises foram possivelmente erros aleatérios, sendo apenas erros de preparo de
amostras e dos equipamentos.

A Tabela 6 apresenta um resumo dos valores encontrados de NPX de cada
farmaco para cada método proposto. A amostra A, apresentou menor massa, em
miligramas, na determinagcdo de NPX via espectrofotometria UV-Vis devido a

interferéncias dos excipientes do farmaco.
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Tabela 6 — Massa de NPX obtida para cada amostra de medicamento por trés

diferentes métodos analiticos.

Amostras Rétulo (mg) BIA-AMP (mg) HPLC (mg) UV-Vis (mg)

Aq 250 234 +9 278 + 52 227 £ 1
A, 500 501 +7 533 + 41 437 +3
As 550 551 + 37 573 + 55 510+ 2

Calculando-se o teste-t (GraphPad), Tabela 7, verificou-se que todos os
resultados obtidos para todas as amostras de NPX estudadas pelo método BIA foram
concordantes com os resultados obtidos por HPLC para todas as amostras ao nivel de
95% de confianga, indicando que nao ha diferencas significativas entre os resultados
obtidos entre ambos os métodos. Os resultados obtidos pelo método BIA também
foram condizentes com os resultados obtidos por espectrofotometria UV-Vis com 95%

de confianga exceto para a amostra A;.

Tabela 7 — Valores de t do célculo do teste-t (n = 3).

Amostras BIA-AMP vs HPLC BIA-AMP vs UV-Vis

Aq 1,44 1,33
Az 1,33 14,55
As 0,57 1,92

5. CONCLUSAO

Perante todos os resultados obtidos pelos trés métodos, foi possivel quantificar a
concentracdo de NPX em farmacos. Observou-se que todos os farmacos estavam
dentro da faixa aceitavel de 80 a 120% permitida pela Anvisa.

O método proposto usando sistema BIA apresentou excelentes resultados neste
trabalho, mostrando que esse método é promissor para controle de qualidade de
medicamentos assim com as técnicas oficiais. O método BIA foi eficaz para essa
quantificacdo devido a suas vantagens instrumentais, alta frequéncia de amostragem,

consumo reduzido de reagentes e redugdo na geragdo de residuos. Em especial,
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destaca-se nesse método a modificagdo do eletrodo com alumina, a qual foi de suma
importancia na quantificacdo de NPX, pois permitiu exploragdo de concentragdes muito
pequenas e repercutiu resultados de alta sensibilidade (alto valor de coeficiente
angular) em relagdo a trabalhos ja publicados com outra modificagdo do mesmo
eletrodo trabalhado.

Comparando o método BIA com o método HPLC, ambos apresentam alta
sensibilidade promovendo resultados mais precisos, consomem menos reagentes e
amostras reduzindo a geragao de residuos e foram capazes de fornecer bons
resultados que foram concordantes a um nivel de confianga de 95%.

O objetivo de avaliar, comparativamente, o GCE limpo e modificado com alumina
como sensor eletroquimico para deteccdo de NPX em formulagbes farmacéuticas

através do sistema de BIA foi alcancado.
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