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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTOS ELETROANALITICOS
PARA A DETERMINACAO SIMULTANEA DE ANALGESICOS EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS E FLUIDOS BIOLOGICOS
EMPREGANDO O ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO.
Neste trabalho de mestrado foram desenvolvidos procedimentos eletroanaliticos
para a determinacdo simultanea dos analgésicos paracetamol (PAR) e codeina
(COD) e de PAR e tramadol (TRA) em amostras farmacéuticas e fluidos
biologicos utilizando-se o eletrodo de diamante dopado com boro (BDDE) pré-
tratado catodicamente. Para 0 primeiro procedimento, empregou-se a
voltametria de onda quadrada (SWV) para a determinacao simultanea de PAR e
COD em tampdo acetato 0,2 mol L™ (pH 4,0) como eletrélito suporte, obtendo-
se curvas analiticas lineares nos intervalos de concentracdo de 0,2 a 95,8 umol
L para PAR e de 0,4 a 9,6 umol L tpara COD e limites de deteccdo (LDs) de
0,018 e de 0,014 pumol L respectivamente para o PAR e COD. O segundo
procedimento desenvolvido para a determinacdo simultanea dos analgésicos
PAR e COD foi por anélise por injecdo em fluxo com deteccdo amperomeétrica
de maltiplos pulsos (FIA-MPA) em solucédo transportadora de H,SO,4 0,05 mol
L~1. A sequéncia de aplicacdo dos pulsos em funcédo do tempo foi de 950 mV /
200 ms (pulso de potencial no qual ocorre a oxidacdo apenas do PAR) e de 1400
mV / 100 ms (pulso de potencial no qual ocorre a oxidacdo de ambos os analitos
(PAR e COD)). As curvas analiticas obtidas apresentaram linearidades de 0,08 a
100,0 pmol L™* para PAR e de 0,05 a 10,0 pmol L™ para COD e os LDs foram
de 0,030 e 0,035 pmol L™* para PAR e COD, respectivamente. A frequéncia
analitica obtida foi de 90 determinacdes h. O terceiro procedimento foi
desenvolvido empregando-se FIA-MPA para a determinacdo simultanea de
PAR e TRA. Uma sequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial em funcéo do
tempo foram de 850 mV / 200 ms (pulso de potencial no qual ocorre a oxidacgéo
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apenas de PAR) e de 1600 mV / 100 ms (pulso de potencial no qual ocorre a
oxidacdo de PAR e TRA). As curvas analiticas obtidas apresentaram
linearidades de 1,0 a 100,0 pmol L™ e de 0,08 a 10,0 umol L™! para PAR e TRA,
respectivamente, com LDs de 0,030 pmol L™* para o PAR e de 0,040 pmol L™
para 0 TRA. Finalmente, todos os procedimentos desenvolvidos foram
empregados para a determinacdo simultédnea destes compostos (PAR + COD e
PAR + TRA) em amostras farmacéuticas, sendo os resultados obtidos
concordantes com os resultados obtidos empregando-se 0 método comparativo
(HPLC - cromatografia liquida de alta eficiéncia). Estes analgésicos também
foram determinados simultaneamente em fluidos bioldgicos sintéticos (urina e
soro humano) pelo método de adicéo e recuperagédo, sendo obtidas recuperagdes
entre 90,8 a 108%.
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Abstract

DEVELOPMENT OF ELECTROANALYTICAL PROCEDURES FOR THE
SIMULTANEOQOUS DETERMINATION OF ANALGESICS IN
PHARMACEUTICAL FORMULATIONS AND BIOLOGICAL FLUIDS
EMPLOYING BORON-DOPED DIAMOND ELECTRODE. In this master
dissertation, electroanalytical procedures for the simultaneous determination of
analgesics paracetamol (PAR) and codeine (COD) and, PAR and tramadol
(TRA) in pharmaceutical samples and biological fluids using a cathodically
pretreated boron-doped diamond electrode (BDDE) were developed. In the first
procedure, the square-wave voltammetry (SWV) was employed for the
simultaneous determination of PAR and COD, using as supporting electrolyte
0.2 mol L acetate buffer (pH 4.0), and the analytical curves were linear in the
concentration range from 0.2 to 95.8 umol Lt for PAR and from 0.2 to 95.8
umol L™t for COD, with detection limits (LODs) of 0.018 umol L*and 0.014
umol L%, respectively. The second procedure developed for the simultaneous
determination of PAR and COD was based on a flow injection analysis with
multiple pulses amperometric detection (FIA-MPA), using as transport solution
a 0.05 mol L™ H,SO, solution. The potential pulse application sequence in
function of time was 950 mV / 200 ms (potential where only the PAR oxidation
occurs) and 1400 mV / 100 ms (potential where both analytes suffers oxidation
(PAR and COD)). The obtained analytical curves show linearity from 0.08 to
100.0 umol L™t for PAR and 0.05 to 10.0 umol L™* for COD, with LODs of
0.030 e 0.035 pumol Lt for PAR and COD, respectively. The analytical
frequency was estimated as being 90 determinations h™l. After, an
electroanalytical procedure using FIA-MPA it was developed a simultaneous
determination of PAR and TRA. The potential pulse application sequence in
function of time was 850 mV / 200 ms (potential where only occurs the PAR
oxidation) and 1600 mV / 100 ms (potential where both analytes suffers
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oxidation). The obtained analytical curves show linearities between 1.0 to 100.0
umol L and 0.08 to 10.0 umol Lt for PAR and TRA, respectively, and the
LOD was 0.030 pmol L™ for PAR and 0.040 umol L™ for TRA. Finally, all
developed procedures were employed for the simultaneous determination of
these compounds (PAR + COD e PAR + TRA) in pharmaceutical samples,
where the obtained results agree with those results obtained using a comparative
method (HPLC — High-performance liquid chromatography). These compounds
were simultaneously analyzed in synthetic biological fluids (urine and human
serum) by addiction and recuperation method, where the recuperations obtained
ranged from 90.8 to 108%.
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1- INTRODUCAO

1.1- Considerac0es gerais

O desenvolvimento de novos procedimentos de analise € um processo
continuo em diversas areas de pesquisa, onde o objetivo é o desenvolvimento de
novas tecnicas e/ou o aprimoramento das ja existentes, buscando sempre
métodos praticos, sensiveis, reprodutiveis, rapidos e de baixo custo.

Na quimica analitica ndo é diferente, e o emprego de técnicas
eletroanaliticas para a determinacdo de compostos organicos e inorganicos tem
crescido significativamente, uma vez que estas técnicas tém se mostrado cada
vez mais precisas, sensiveis e exatas devido principalmente a grande inovacgéo

na instrumentag&o eletroanalitica e o desenvolvimento de novas técnicas.

1.2 - Analgeésicos

A utilizacdo de analgesicos remonta a pré-histéria (cerca de 5.000 a.c.),
onde segundo os historiadores, os Sumérios obtinham o épio através de plantas
para aplicar nos doentes'2, Porém, apenas em 1806 Friedrich Serturner isolou do
6pio um composto conhecido hoje como morfina, e a codeina foi isolada do 6pio
alguns anos depois, marcando assim o surgimento da indUstria farmacéutica?.

Em meados de 1886, a fim de substituir a morfina, foi descoberta a
acetanilida (antifebrina), um derivado da anilina, que era utilizado como corante
de tecidos?>. Com esta descoberta outros fabricantes de tinturas passaram a
direcionar suas pesquisas na busca de novos farmacos e, em 1887 Friedrech
Bayer & Co. introduziu a fenacetina no mercado, um antipirético mais efetivo
que a antifebrina®. Posteriormente, em 1893 Joseph von Mering, introduziu na
pratica clinica o paracetamol, que acabou substituindo a fenacetina, mesmo
sendo menos efetivo. No entanto, o paracetamol foi utilizado extensivamente
somente a partir de 19493%. Na sequéncia, pesquisadores sintetizaram o acido

acetilsalicilico (aspirina) em 1897, e ainda no mesmo ano criaram a heroina, que
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foi comercializada até 1910, quando descobriram 0 seu potencial de
dependéncia maior que o da morfina?.

No século XX, a cocaina (hoje proibida quase mundialmente) foi
introduzida para o tratamento da depressdo e de diversos tipos de dores por
Sigmund Freud. No entanto, no mesmo século surgiu a maioria dos analgesicos
e antipiréticos utilizados até hoje. Sendo que, a partir de 1940, surgiram diversos
medicamentos derivados da morfina, como, o tramadol, a petidina, a metadona e
a oxicodona.

Denominam-se analgésicos todos os medicamentos capazes de reduzir ou
aliviar dores, ou seja, interromper as vias de transmissdo nervosa*. Os
analgésicos incluem as drogas narcoticas como a morfina e codeina, as drogas
sintéticas com propriedades narcéticas, como o tramadol e o demerol e ainda as
ndo narcoticas como o paracetamol, dipirona e acido acetilsalicilico. Estes
farmacos vém sendo cada vez mais empregados no cotidiano da populacédo, onde
podem ser administrados de forma individual ou em combinagdes, como por

exemplo: paracetamol e codeina e o paracetamol e tramadol®.

1.2.1 - Paracetamol

Paracetamol (PAR) (acetaminofeno ou N-acetil-p-aminofenol) (FIGURA
1.1) € um analgésico-antipirético amplamente utilizado, e esta entre as drogas
mais extensivamente empregadas na area farmacéutica para o alivio de dores
cronicas®. Sendo um dos melhores analgésicos disponiveis no mercado, o0 PAR
vem substituindo o uso do acido acetilsalicilico principalmente as pessoas que
apresentam algum tipo de sensibilidade ao mesmo’.

Embora o PAR seja muito seguro em doses terapéuticas, apresentando
menores efeitos colaterais em relacdo ao acido acetilsalicilico, a sobredosagem
pode ocasionar danos graves ao figado, isto €, sua overdose estid associada a
hepatotoxicidade e, portanto, pode causar necrose hepatica podendo chegar a

niveis fatais®®°. Quando ingerido, o PAR é rapidamente absorvido pelo trato
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gastrointestinal, sendo parcialmente convertido em metabolitos ativos no figado
e excretado (1 — 5% na forma inalterada) na urina®.

O PAR é geralmente prescrito para o tratamento de dores leves a
moderadas e para reduzir a febre. Para o alivio de dores mais intensas, a
combinacdo analgésica é frequentemente recomendada, usando analgésicos com

diferentes modos de a¢do, como a codeina e o tramadol.

: ,NHﬁ/O
HO CH;

FIGURA 1.1 - Férmula molecular do PAR.

1.2.2 - Codeina
A codeina (COD) ou 3-metilmorfina (FIGURA 1.2) é um farmaco

alcaldide opiaceo que pode ser obtida de duas formas, extraida do 6pio (produto
natural da papoula) ou sinteticamente por metilagdo da morfina®!.

Este composto é encontrado em varios medicamentos utilizados no
combate a tosse, devido ao seu poder antitussigeno que ocorre pela inibicdo ou
bloqueio da area do cérebro conhecida como centro da tosse!?16, Além disso, a
COD possui um elevado poder analgésico que age diretamente sobre o sistema
nervoso central, e por isso vem sendo muito empregada na inddstria
farmacéutica. Este medicamento apresenta aplicacdes semelhantes as da
morfina, onde o seu efeito antitussigeno é de aproximadamente um terco e o seu
poder analgésico é de apenas um vigésimo da acdo da morfina, respectivamente.

Apobs a sua ingestdo, a COD é metabolizada no figado em morfina,
norcodeina, normorfina, hidrocodona entre outros metabélitos!’®. A COD e

seus metabdlitos ativos, como morfina, sdo excretados quase que totalmente
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pelos rins, e aproximadamente 4,9 — 8,2% € eliminada na urina de forma
inalterada®’.

A utilizacdo da COD deve ser controlada, pois o organismo desenvolve
rapidamente tolerancia a este farmaco, o que pode levar a uma dependéncia da
mesma?%-22, A superdosagem de COD principalmente em criangas pode acarretar
graves riscos a saude, podendo provocar intoxicacdo, que se nao for tratada pode
levar a inconsciéncia, estado de coma e até mesmo a morte?t2324, Devido a estas
e outras caracteristicas, torna-se fundamental o desenvolvimento de métodos
sensiveis e rapidos para a determinacdo do farmaco em fluidos bioldgicos e um
controle rigido de medicamentos a base de COD.

A COD é encontrada como um agente unico ou em combinagdo com
outras drogas, tais como 4acido acetilsalicilico, ibuprofeno, fenacetina,

diclofenaco, paracetamol e cafeina.

_0

H,C

FIGURA 1.2 - Férmula molecular da COD.

1.2.3 - Tramadol

O tramadol (TRA) ou (1R,2R)-2-[(dimetilamino)metil]-1-(3-metoxifenil)
ciclohexanol (FIGURA 1.3) & um analgésico sintético que vem sendo muito
utilizado desde 1977 como outros narcoticos. O TRA é classificado como um

opioide de acdo central, uma vez que se liga a receptores no cérebro (receptores
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opidides) e inibe a recaptacdo de noradrenalina e serotonina, aumentando assim
a liberacdo destes neurotransmissores. Este farmaco também é um anélogo
sintético da codeina, diferindo apenas por uma substituicdo metila no radical
fendlico da estrutura da morfina®?’. O TRA vem sendo empregado para o
tratamento de dores moderada a severa, pois atua sobre as células nervosas
especificas da medula espinhal e do cérebro. Diversos estudos clinicos tém
avaliado a eficacia do TRA para o alivio da dor pds-operatoria, dor cirdrgica
moderada, dor obstétrica, dor cronica, entre outras?®?°,

O TRA assim como outras drogas, tem de ser utilizado com cautela. A sua
concentracdo terapéutica estd na faixa de 100-300 mg/dia. O farmaco age de
forma réapida e é quase completamente absorvido apos sua administracdo via
oral, mas sua biodisponibilidade absoluta é de apenas 65-70% devido ao
metabolismo de primeira passagem®°. Aproximadamente 10-30% do farmaco é
eliminado sem ser metabolizado na urina®.

Dependendo da sensibilidade individual e da dose empregada, 0 uso desse
farmaco pode levar a diferentes niveis de reacdes adversas como nauseas,
vOmito, secura da boca, dor de cabeca, tontura e sonoléncia. Outras reagdes
pouco frequentes podem ocorrer relacionadas a funcédo cardiovascular e muito

raramente tém sido reportadas convulsdes epileptiformes333,

FIGURA 1.3 - Férmula molecular do TRA.
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1.2.4 - Combinacdes dos analgésicos

A suposicdo de que o mecanismo da acdo analgésica do PAR é periférico
proporciona a logica para a combinacdo com analgésicos de acao central, como
a COD e o TRA*>34% Assim, a partir destas combinagdes ha um aumento da
eficicia analgésica, ocasionando o alivio da dor e reduzindo possiveis efeitos
colaterais*3*3”. No entanto, a sua utilizacdo ndo controlada ou imprépria pode
ocasionar sérias complicacfes a salde, e sua overdose pode ser toxica levando o
individuo até mesmo a morte®. A determinacdo da concentragdo em que estes
compostos se encontram em produtos farmacéuticos e fluidos bioldgicos sdo de
extrema importancia para evitar ou diagnosticar sobredosagens que podem vir a
conduzir efeitos indesejaveis ou até mesmo intoxicacdo. Alguns meétodos
cromatograficos foram aplicados para a determinacdo simultanea destes
medicamentos®®43, No entanto, estes métodos podem consumir muito tempo de
analise, serem caros e muitas vezes necessitam de etapas de pré-tratamento das
amostras. Como o PAR, COD e TRA sdo compostos eletroativos, 0s mesmos
podem ser determinados eletroquimicamente. Meétodos eletroquimicos
mostraram grandes vantagens na analise de amostras farmacéuticas e de fluidos
biolégicos*4, além de estar em rapido desenvolvimento. Portanto, o
desenvolvimento de procedimentos analiticos simples, rapidos, sensiveis e
precisos para a identificacdo e quantificacdo de farmacos é atualmente de grande
interesse e importancia.

Devido a grande utilizacdo destes analgésicos surge a necessidade do
desenvolvimento de novos meétodos de deteccdo e quantificagdo simultanea
destes compostos, buscando sempre procedimentos rapidos, simples e precisos
para garantir a qualidade dos medicamentos.

Alguns estudos envolvendo a determinagdo eletroanalitica simultanea
destes farmacos ja foram relatados na literatura. Pournaghi-Azar e Saadatirad*’
desenvolveram um procedimento para a determinacdo simultdnea de PAR e

COD utilizando um eletrodo de aluminio modificado com uma fina camada de
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paladdio metalico e a técnica de voltametria de pulso diferencial. Em seguida,
Babaei et al.*® propuseram um eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanotubos de carbono de paredes maltiplas utilizando voltametria de pulso
diferencial.

Afkhami et al.*® desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono
modificado com nanocomposto de grafeno-CoFe,O, aplicando a voltametria de
onda quadrada para a determinagdo simultanea dos mesmos analgeésicos.

Babaei et al.*® confeccionaram um eletrodo de carbono vitreo modificado
com nanotubos de carbono e, utilizou a voltametria de pulso diferencial para a
determinacdo simultinea de PAR e TRA. Ja& Ghorbani-Bidkorbeh et al.>!
desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas
de carbono e a mesma técnica voltamétrica. No entanto, Afkhami et al.>?
utilizaram a voltametria de onda quadrada e um eletrodo de pasta de carbono
modificado com nanoparticulas de grafeno/NiFe,O, para a determinagéo
simultanea de PAR e TRA.

1.3 - Reacéo de eletro-oxidacéo dos analgésicos PAR, COD e TRA

As reacOes de eletro-oxidacdo destes analgésicos ja foram relatadas por
varios autores*®°2%° Porém, recentemente foi proposto por Ensafi et al.>* um
mecanismo para a eletro-oxidacdo do PAR e da COD. Neste trabalho, os autores
relatam a oxidacdo do PAR e da COD sobre um eletrodo contendo nanoestrutura

porosa de silicio/paladio em solugdo de tampdo Britton—Robinson pH 5,0.

Segundo os autores, as reacdes de eletro-oxidacdo do PAR e da COD envolvem
a participacdo de dois protons e dois elétrons (FIGURA 1.4 (a) e (b)), sendo que
0 mecanismo proposto para 0 PAR estd em concordancia com aquele
paresentado por Sanghavi et al.>®. Estes Gltimos autores também estudaram o
comportamento eletroquimico do TRA empregando-se um eletrodo de pasta de
carbono vitreo modificado com Dowex50wx2 em solucgdo de tampéo acetato 0,1

mol L pH 6,0. A eletro-oxidacdo destes analgésicos envolve dois prétons e
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dois elétrons para o PAR e um préton e dois elétrons para o TRA, como
apresentado na FIGURA 1.4 (a) e (c).

” NH___0 N _©
a ~ ]
CH, 2&2H _ CHg
HO 3 o~

FIGURA 1.4 — Proposta da reacdo de eletro-oxidacdo do/a (a) PAR, (b) COD e

(c) TRA segundo Ensafi et al.>* e Sanghavi et al.>®

1.4 - Eletrodos a base de carbono

O carbono pode se ligar de varias formas diferentes, obtendo-se assim
inimeras formas alotropicas, diferindo-se assim apenas pelo arranjo geométrico.
Devido a estas caracteristicas unicas do atomo de carbono o mesmo tem sido

muito utilizado na confecgéo de eletrodos de trabalho®®.
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Um fator crucial para a escolha do eletrodo de trabalho é sem ddvida a sua
condutividade elétrica. Em geral, os eletrodos baseados em carbono tém se
destacado muito devido a apresentarem algumas caracteristicas como uma
ampla janela de potencial, baixa corrente de fundo, baixo custo, facilidade de
modificacdo e aplicacdo como sensor ou detector®’°. Com isso, o emprego de
eletrodo a base de carbono tem se diferenciado muito quando comparados a
outros tipos de eletrodos, principalmente os confeccionados por metais nobres,
como a platina e o ouro, embora estes apresentem elevadas taxas de
transferéncias de elétrons frente aos eletrodos de carbono®.

Varios eletrodos estdo sendo confeccionados e empregados em
eletroquimica e eletroanalitica, destacando-se o0s eletrodos de pasta de
carbono®®2, carbono vitreo®%, grafite pirolitico®%, diamante dopado com

boro®”%8 nanotubos de carbono®, entre outros.

1.4.1 - Eletrodo de diamante dopado com boro

A palavra "diamante” é derivada de uma palavra grega “Adamas” que
significa "o inconquistavel”. O homem por sua vez, o conhece h& milhares de
anos, no entanto, durante um bom tempo ficou conhecido apenas por ser tratar
de uma pedra dura e resistente, onde, devido a sua raridade e algumas
propriedades passou a ser visto apenas como um cristal precioso e de brilho
atraente, sendo desta forma empregado para a fabricagdo de joias.
Posteriormente, com o0 avanco da ciéncia uma série de propriedades fisicas
comecou a ser desvendada como, baixa taxa de desgaste, capacidade de
isolamento elétrico quase perfeito, alta densidade atdmica, alta condutividade
térmica, alta dureza e inércia quimica, o que, o caracteriza como um material
promissor, que por este motivo vem sendo estudado tdo profundamente’® 2,

Devido ao diamante ser muito raro na natureza, a sua aplicabilidade era
muito limitada até meados do século XIX, no qual, forcaram os cientistas a

tentarem sintetiza-lo. No entanto, a fabricacdo do diamante para ser usado como
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joia é muito cara e invidvel economicamente. Porém, hoje em dia existem varios
métodos para a sintetizacdo de filmes de diamante, sendo que, os dois métodos
mais comuns para sua sintese sao: deposi¢cdo quimica a vapor (CVD, do inglés
Chemical Vapor Deposition) e o crescimento em altas pressfes e altas
temperaturas (HPHT, do inglés High Pression High Temperature). O segundo
(HPHT) requer um alto custo de producdo (elevada temperatura (1670 K) e
pressdo (5.000.000 KPa)) inviabilizando assim a sua produgdo em grandes
escalas. Por outro lado, o primeiro empregando CVD utiliza menores
temperaturas e pressdes (temperatura de 1270 K e presséo entre 1 e 10 KPa),
sendo assim, este método vem sendo o mais empregado na sintese dos filmes de
diamante, por apresentar maior viabilidade econémica, versatilidade, manuseio
simplificado e ainda permitir o crescimento dos filmes em varios substratos
diferentes’.

Com a melhora na tecnologia para produzir os filmes de diamante a partir
da CVD, comecaram a ser desenvolvidos filmes de diamantes sintéticos,
possibilitando assim através da dopagem (onde o mais utilizado é o boro)
produzir filmes com caracteristicas semicondutoras’. Assim, filmes de diamante
dopado com boro (BDD, do inglés, boron-doped diamond), fez com que
houvesse um aumento nas possibilidades da aplicacdo deste material para fins
eletroquimicos’ ",

Na eletroguimica e/ou eletroanalitica, os eletrodos de BDD (BDDE) tém
se destacado muito devido ao seu grande namero de propriedades eletroquimicas
que o distinguem dos outros eletrodos frequentemente utilizados, tais como
grafite pirolitico, pasta de carbono e carbono vitreo. Algumas das propriedades
do BDD que lhe proporcionam esta diferenciacdo é justamente sua elevada
estabilidade a corrosdo em meios fortemente agressivos, estabilidade de resposta
por longos intervalos de tempo, baixa e estavel corrente de fundo, ampla janela

de potenciais em meio aquoso e ndo aquoso, fraca adsor¢do de moléculas
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polares e extraordinaria estabilidade morfolégica e microestrutural a altas
temperaturas’.

Devido a esta grande gama de propriedades do BDDE, 0 mesmo vem
sendo cada vez mais utilizado no desenvolvimento de procedimentos
eletroguimicos e/ou eletroanaliticos, por possibilitar um aumento da preciséo,
estabilidade e proporcionar baixos limites de deteccdo na determinacdo de

compostos organicos®” " e inorganicos’®’’.

1.4.1.1 - Pré-tratamento do BDDE

As propriedades eletroquimicas do BDDE sao fortemente influenciadas
pela sua terminacéo superficial que pode ser em hidrogénio ou em oxigénio®"s,
No entanto, estas mudancas podem ser facilmente realizadas empregando
diferentes técnicas. Uma das técnicas utilizadas € o pré-tratamento eletroquimico
na superficie do eletrodo em meio 4cido, por polarizagdo catddica ou anddica’®.
Com esta técnica, ao aplicar um pre-tratamento anodico (PTA) a superficie do
filme de BDD adquire uma terminacao preferencialmente em oxigénio (grupos
oxigenados como: carboxila, carbonila e hidroxila) obtendo desta forma uma
superficie hidrofilica. No caso do pré-tratamento catodico (PTC), a superficie do
filme de BDD adquire terminagdes preferencialmente em hidrogénio, obtendo-
se desta forma uma superficie hidrofébica™#®l. Conforme o tipo de pré-
tratamento realizado na superficie do BDDE alguns analitos aumentam
significativamente a sua atividade eletroquimica, melhorando as condicdes
analiticas dos procedimentos desenvolvidos. Sendo assim, é fundamental um
estudo prévio do pré-tratamento a ser adotado para a determinacédo de cada tipo
de composto. De fato, ha varios estudos na literatura envolvendo diferentes
analitos, no qual foram relatados que ao utilizar um BDDE-PTC apresentaram
maior corrente de pico de oxidacgdo e, em muitos casos, houve um deslocamento
do pico de oxidagdo para potencial menos positivo*®8284 Por outro lado, da

mesma forma, os efeitos benéficos do PTA também tém sido relatados para a
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determinacéo de outros analitos®%, Na FIGURA 1.7 é apresentado um esquema
da superficie do BDDE ap0s os diferentes pré-tratamentos eletroquimicos (PTC

e PTA, respectivamente).

FIGURA 1.5 - Representacdo da superficie do BDDE com as diferentes
terminacbes superficiais provocadas pelos pré-tratamentos eletroquimicos (a)

catddico e (b) anddico.

1.5 - Técnicas analiticas

1.5.1 - Técnicas voltametricas

A voltametria compreende um conjunto de técnicas eletroanaliticas nos
quais a informacéo sobre o analito € obtida por meio de medidas de corrente em
funcao de um potencial aplicado e em condicdes que estimulam a polarizacgéo de
um eletrodo de trabalho®®.

A voltametria € uma técnica eletroanalitica em que a corrente faradaica
que flui atraves de uma célula eletrolitica € medida em funcdo do potencial
aplicado a um eletrodo polarizavel chamado de eletrodo de trabalho. A
instrumentacdo consiste de um potenciostato/galvanostato e de uma célula
eletroquimica convencional com orificios para encaixe de trés eletrodos: um
eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia (geralmente um eletrodo de
calomelano saturado ou de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™)

cujo potencial permanece constante durante o experimento e um contra-eletrodo
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(eg. um fio enrolado ou placa de platina)®’. Estes eletrodos sdo imersos em uma
solugédo conhecida como eletrdlito suporte, cuja funcdo, quando adicionado em
altas concentracdes (aproximadamente 100 vezes maior que a da espécie
eletroativa) diminui consideravelmente a queda 6hmica e minimiza a corrente
migratoria ou a diminui a valores despreziveis.

A voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) € uma técnica
muito utilizada para adquirir informagdes qualitativas e/ou quantitativas do
sistema eletroquimico em estudo. Geralmente é o primeiro estudo realizado
podendo ser obtidas informacGes importantes dos processos eletroquimicos de
uma substancia eletroativa no eletrodo de trabalho®'%8. J4 a voltametria de onda
quadrada (SWV, do inglés Square Wave Voltammetry) e a voltametria de pulso
diferencial (DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry) sdo técnicas
voltamétricas de pulso, empregadas na maioria dos casos nas determinacdes
quantitativas, por serem técnicas mais sensiveis, sendo os limites de deteccéo
obtidos comparaveis aos de outras técnicas como as cromatogréaficas,
possibilitando assim quantificar concentracdes de espéecies inorganicas e/ou

organicas®’88,

1.5.2 - Amperometria de multiplos pulsos e sistema de analise por
injecdo em fluxo

A amperométrica de maltiplos pulsos (MPA, do inglés Multiple Pulse
Amperometry) acoplada ao sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA, do
inglés Flow Injection Analysis) tem sido muito empregada hoje em dia em
trabalhos eletroanaliticos.89-

A técnica de deteccdo MPA além de simples e versatil € muito utilizada
devido a possibilidade da aplicacdo de diferentes pulsos de potencial sequenciais
e continuamente em fungdo do tempo em um mesmo eletrodo de trabalho, sendo

possivel a aplicacdo de até 10 pulsos de potencial com a aquisicdo de 10



Santos, A.M. 1 Introdugdo 14

amperogramas distintos®, possibilitando com isso a determinacédo simultanea de
substancias eletroativas com potenciais redox distintos®%,

O sistema FIA tem sido bastante utilizado no desenvolvimento de
procedimentos analiticos devido as suas varias vantagens, como 0 uso de
instrumentagdo simples, menor interferéncia do analista, consumo reduzido de
amostras e reagentes e, consequentemente, reducdo na geracéo de residuos®.

Alguns estudos ja realizados utilizando MPA acoplada a um sistema FIA
na deteccdo simultanea de diferentes compostos com potenciais redox distintos
mostraram a grande vantagem na execucdo da técnica.® Na literatura
encontram-se alguns trabalhos ja desenvolvidos utilizando o sistema FIA com
deteccdo MPA.

Silva et al.®? desenvolveram um método com aplicacéo de trés pulsos de
potenciais empregando-se um eletrodo de diamante dopado com boro para a
determinacéo simultanea de paracetamol e cafeina.

Gimenes et al.®! também descrevem um método de MPA empregando-se
a aplicacdo de uma sequéncia de trés pulsos de potenciais em um eletrodo de
carbono vitreo para a determinacéo rapida e indireta de dopamina na presenca de
um excesso de &cido ascorbico.

Devido a estas vantagens, a deteccdo com o acoplamento da FIA-MPA é
de grande interesse para o desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos
em analises onde se deseja a deteccdo simultdnea de compostos eletroativos.
Ademais, essa técnica apresenta também outras caracteristicas vantajosas, como

boa repetibilidade, sensibilidade e menor tempo de analisg890.92:93.96.97
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2 - OBJETIVOS

O presente trabalho de pesquisa tem como objetivo o desenvolvimento de
procedimentos eletroanaliticos para a determinacdo simultanea dos analgésicos
PAR e COD e de PAR e TRA em formulagdes farmacéuticas e fluidos
bioldgicos empregando-se técnicas voltamétricas de pulso e/ou FIA-MPA,

utilizando-se como eletrodo de trabalho o BDDE-PTC.
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Reagentes e solugtes

Padrdes de cloridrato de tramadol (TRA) e fosfato de codeina (COD)
foram adquiridos da FAGRON (Séo Paulo, Brasil) e o PAR foi adquirido da
Sigma-Aldrich, tendo todos grau de pureza > 99%. Todos os demais reagentes
utilizados neste trabalho foram de grau analitico (pureza > 99%). As solucGes
foram preparadas utilizando agua ultrapura obtida em um sistema Milli-Q
(Millipore®, Bedfore, MA) com resistividade superior a 18,2 MQ c¢m.

Solucdes estoques de COD, PAR e TRA, todas em uma concentracdo de
1,0 x 102 mol L™, foram preparadas diariamente utilizando agua ultrapura

como solvente.

3.1.1 - Preparacéo das amostras de formulacdes farmacéuticas

Seis amostras de formulagbes farmacéuticas foram adquiridas em
drogarias locais, sendo elas quatro de PAR e COD e duas de PAR e TRA. Das
amostras de PAR e COD duas continham 500 mg/comprimido de PAR e 30
mg/comprimido de COD e duas 500 mg/comprimido de PAR e 7,5
mg/comprimido de COD, respectivamente. As amostras de PAR e TRA
continham 325 mg/comprimido de PAR e 37,5 mg/comprimido de TRA,
respectivamente. Para a preparacdo destas amostras, foram utilizados dez
comprimidos de cada um, sendo entdo pesados e, em seguida, triturados
utilizando-se um almofariz e pistilo. Posteriormente, a massa equivalente a um
comprimido de cada amostra foi pesada e transferida para um baldo volumétrico
de 50 mL, sendo o seu volume completado com agua ultrapura. As amostras
foram levadas ao banho ultrassdnico por 15 min e os sélidos nédo dissolvidos
foram separados por filtracdo. Com isso, foram obtidas as respectivas solucoes-

estoque para cada amostra.
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3.1.2 - Preparacdo das amostras bioldgicas sintéticas

Para poder investigar a potencialidade e seletividade dos procedimentos
voltamétricos e/ou amperométricos desenvolvidos para a determinagéo
simultanea de PAR e COD ou PAR e TRA em amostras bioldgicas reais de soro
humano e urina, foram preparados fluidos bioldgicos sintéticos contendo a
maioria dos componentes que poderiam estar presentes neste tipo de amostra,
seguindo procedimentos pré-estabelecidos na literatura®°,

Para a preparagdo das amostras de soro humano foram dissolvidos em
agua 3,0 g de NacCl, 2,3 mg de glicina, 3,2 mg de serina, 0,16 g de NaHCO3, 3,5
mg de triptofano, 6,6 mg de fenilalanina, 3,7 mg de tirosina, 6,3 mg de histidina,
9,1 mg de lisina, 29,0 mg de &cido aspartico, 10,0 mg de arginina e 9,1 mg de
alanina utilizando um bal&o volumétrico de 250 mL. No caso das amostras de
urina sintética, foram dissolvidos 0,40 g de KCI, 0,73 g de NaCl, 0,25 g de
NH,4CI, 0,56 g de Na,SO, 0,28 g de CaCl,.2H,0, 0,35 g de KH,PO, e 6,25 g de
uréia em agua utilizando um baldo volumetrico de 250 mL. Em seguida as
amostras foram fortificadas com concentra¢des conhecidas de PAR e COD e de
PAR e TRA, e analisadas diretamente pelos respectivos métodos voltamétricos

e/ou amperometricos.

3.2 - Instrumentacao

Para a realizacdo dos experimentos voltamétricos e amperométrico (CV,
SWV, DPV e MPA), utilizou-se um potenciostato/galvanostato AUTOLAB
PGSTAT — 12 (Eco Chemie, Holanda) acoplado a um computador gerenciado
pelo software GPES 4.9.

As medidas de pH das solucdes foram realizadas utilizando-se um
pHmetro modelo Orion EA 940 equipado com um eletrodo de vidro e um
eletrodo de referéncia externo Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

O equipamento de banho de ultrassom utilizado foi um UNIQUE modelo
Ultraclean 1400 A.
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Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanca analitica
Mettler, modelo H10 com precisdo de +0,1 mg e uma balanca analitica
Shimadzu, modelo AUW?220D com precisdo de + 0,01 mg.

Para as medidas cromatogréficas utilizou-se um cromatografo modelo
LC—-10AT Shimadzu com detector de UV-VIS, modelo SPD-M10-AVP, coluna
Cis Shim-Pack CLC-ODS (6,0 x 150 mm, 5 um) e um injetor manual com alca

de amostragem de 20 pL.

3.2.1 - Eletrodos e célula eletroquimica

O eletrodo de trabalho utilizado foi o eletrodo de filme de diamante
dopado com boro (dopagem de 8000 ppm) depositado sobre um substrato de
silicio, adquirido da Adamant Technologies SA, Suica, no qual foi preparado
como descrito previamente!,

A célula eletroquimica utilizada para as medidas voltamétricas e para o
pré-tratamento do BDDE foi uma celula de vidro de compartimento Gnico com
capacidade de 25,0 mL, equipada com uma tampa de Teflon®, contendo trés
orificios nos quais foram acoplados os eletrodos de referéncia, trabalho e contra
eletrodo como mostrado na FIGURA 3.1.

Para a elaboracdo do eletrodo de trabalho foi utilizado um adaptador
(tarugo) constituido de um O-ring de vedacao que também serve para delimitar a
area geométrica em 0,69 c¢cm? e para o encaixe do BDDE, o eletrodo de
referéncia foi o eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) e como contra eletrodo
utilizou-se uma placa de platina de 0,5 cm de largura e 1,0 cm de comprimento

como pode ser visto na FIGURA 3.1.
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FIGURA 3.1 - llustracdo do (a) tarugo com um O-ring (anel) de vedacéo e
delimitando a area geométrica em 0,69 cm? para encaixe do (b) BDDE, (c)
contra eletrodo, (d) eletrodo de referéncia e (e) célula de vidro com tampa de

Teflon®, contendo trés orificios para acoplamento dos eletrodos.

A célula eletroquimica para o sistema FIA foi construida com uma
configuracdo mista entre a configuracdo wall jet e camada delgada. Esta célula
constituida de acrilico foi projetada de acordo com um modelo proposto por
Richter et al.!°* com algumas modificacOes e adaptacdes feitas em nosso grupo
de pesquisa. Na FIGURA 3.2 esta ilustrada a montagem e a configuracdo da
celula eletroguimica desenvolvida. Na qual o eletrodo de trabalho, no caso o
BDDE, teve a sua area delimitada com o auxilio de um anel (O-ring) de
borracha que também foi usado para vedar a passagem da solucéo. O eletrodo de
referéncia foi um eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) miniaturizado de
modo a ser acoplado no sistema. J& o eletrodo auxiliar foi um tubo em aco

inoxidavel que também serviu para a saida das solugbes empregadas na analise.
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FIGURA 3.2 - llustracdo da célula eletroquimica para o sistema FIA. Em (a)

suporte em acrilico com O-ring para vedacdo, (b) suporte em acrilico com
contato elétrico para acomodacdo do eletrodo de trabalho, (c) eletrodo de
referéncia (Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)) miniaturizado, (d) BDDE, (e) eletrodo

auxiliar em aco inoxidavel e saida das solugdes.

3.2.2 - Sistema FIA

O sistema FIA empregado foi composto basicamente por uma bomba
peristaltica a qual foi utilizada para propulsionar a solucdo transportadora e as
amostras, um injetor comutador manual construido em acrilico com alca de
amostragem com volumes conhecidos para inserir as solucbes padrdo e as
amostras, e uma célula eletroquimica como descrito anteriormente. Para os tubos
da linha de conducdo e da alca de amostragem foram utilizados tubos de
polipropileno de 0,8 mm de diametro interno. O esquema de um sistema FIA de

linha Unica esta representado na FIGURA 3.3.
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FIGURA 3.3 - llustracdo de um sistema FIA. As representacOes sdo: (a) bomba
peristéltica, (b) injetor comutador manual, (c) célula eletroquimica, (d) solucao

transportadora (H,SO4 0,05 mol L™1), (e) solucédo da amostra e (f) descarte.

3.3 - Procedimentos analiticos

3.3.1 - Pré-tratamento eletroquimico do BDDE

Para executar o PTA aplicou-se uma corrente de 0,04 A cm2 por 30 s, €
para executar o PTC aplicou-se uma corrente de —0,04 A cm 2 por 180 s, ambos
em solucgdo de H,SO,4 0,50 mol L. O PTC foi realizado em um tempo de seis
vezes maior que o tempo de PTA, tendo em vista que € mais dificil reduzir do
que oxidar o eletrdlito suporte para a geragdo dos grupos funcionais. O preé-
tratamento do BDDE foi realizado uma unica vez a cada dia de trabalho antes de
iniciar as medidas, sendo que o pré-tratamento selecionado era sempre
precedido do outro pré-tratamento (por exemplo: quando se desejava um PTC,
antes deste era realizado um PTA e assim vice-versa) para condicionamento e

limpeza do eletrodo.

3.3.2 - Procedimento analitico utilizando métodos voltamétricos

para a determinacao simultanea de PAR e COD

Para o desenvolvimento dos procedimentos voltameétricos para a

determinacédo simultanea dos analgésicos PAR e COD foram seguidas as etapas
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descritas abaixo.

Primeiramente utilizou-se a CV para estudar o perfil voltamétrico do
BDDE e dos analitos. Em seguida, estudaram-se os tipos de pré-tratamento a ser
empregado no BDDE, sendo eles 0 PTC e PTA, visto que esses podem interferir
de maneiras distintas na intensidade de corrente e de potencial dos analitos.

Ap0s a definicdo do tipo de pré-tratamento do BDDE, e tendo em vista a
determinacdo simultanea do PAR e COD em farmacos, nos quais a concentracao
da COD se encontra em menor proporcdo, 0s parametros foram todos
otimizados para se obter a melhor resposta eletroquimica para a COD. Assim,
investigou-se o melhor eletrdlito suporte (composicdo e pH), e com esse,
posteriormente, foram otimizados os parametros para a SWV (frequéncia de
aplicacdo do pulso (f), amplitude de potencial (a) e incremento de varredura
(AE)) e DPV (velocidade de varredura (v), amplitude de potencial (a) e tempo de
modulacdo do pulso (t)) de forma a se obter as melhores condicBes analiticas
para a determinacdo de COD.

Sob as condicdes oOtimas, foram construidas as respectivas curvas
analiticas para cada técnica voltamétrica. Desta forma, foi selecionada a técnica
com os melhores resultados para a continuidade dos estudos analiticos para a
determinagdo simultanea de PAR e COD. Os limites de deteccdo (LDs) foram
calculados como sendo igual a trés vezes o desvio padrdo para 0 ensaio em
branco (n = 10), dividido pela sensibilidade da respectiva curva analitical®?,

A estabilidade do método foi verificada através de estudos de
repetibilidade intra-dia (n = 10) e inter-dias (n = 5). E ainda para investigar a
seletividade do mesmo, foram realizadas analises dos concomitantes
encontrados nas formulagbes farmacéuticas para verificar possiveis
interferéncias destes nos sinais dos analitos.

O procedimento voltamétrico desenvolvido foi empregado na analise de
amostras farmacéuticas e bioldgicas (urina e soro humano) fortificadas com

concentragdes conhecidas de cada analito. Estes foram determinados utilizando-



Santos, A.M. 3 @arte Experimental 23

se a técnica de interpolacdo da corrente obtida para cada um nas amostras da
curva analitica (corrente vs. concentragédo do analito).

As amostras farmacéuticas também foram analisadas empregando-se um
método comparativo, que neste caso foi a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, do inglés — High-performance liquid chromatography) para a
avaliacdo da exatiddo do procedimento voltamétrico estabelecido, como sera

descrito posteriormente.

3.3.3 - Procedimento analitico utilizando FIA-MPA para a
determinacdo simultanea de PAR e COD e de PAR e TRA

Para o desenvolvimento do procedimento amperométrico utilizou-se o
acoplamento da FIA—MPA para a determinacdo simultdnea dos analgésicos
PAR e COD e de PAR e TRA sendo suas etapas descritas abaixo.

Inicialmente, para poder definir os potenciais a serem aplicados a cada
analito utilizou-se FIA—MPA, na qual, foram aplicados 10 pulsos de potenciais
distintos de forma sequencial em uma ampla faixa de modo individual para cada
analito. Com isso, foram construidos os voltamogramas hidrodinamicos por
meio dos sinais de corrente de pico obtido para os diferentes potenciais
aplicados.

Posteriormente, foram otimizados os parametros do sistema FIA, a fim de
encontrar as melhores condic6es analiticas para o desenvolvimento do sistema,
deste modo, foram avaliados a vazédo do sistema numa faixa de 1,1 a 5,5 mL
min~t e o volume da alca de amostragem no intervalo de 50 a 500 pL. Em
seguida, foi verificado o efeito do tempo de aplicacdo de pulso variando-se este
na faixa de 100 a 250 ms.

Com os parametros da FIA-MPA ja otimizados, foi avaliada a
possibilidade da determinacdo simultdnea dos analitos de interesse. Dessa

forma, aplicou-se uma sequéncia com os dois pulsos de potenciais selecionados
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em funcdo do tempo sobre o BDDE, em uma solucdo contendo apenas um dos
analitos de cada vez ou uma mistura de ambos os analitos.

Em seguida, para calcular o fator de corre¢do (FC) para a determinacao
simultanea foi construida uma curva analitica aplicando os dois pulsos de
potencial com apenas o0 analito de menor potencial de oxidacao.

Para a obtencdo dos amperogramas para a confec¢do da curva analitica,
foram injetadas solucGes contendo os padrOes dos analitos em diferentes
concentracdes de forma crescente. Apds cada injecdo, foram registrados 0s
sinais de corrente para cada pulso de potencial aplicado e com o FC construiu-se
a curva analitica para cada analito. Os LDs foram obtidos aplicando-se o método
de sinal/ruido, na proporcéo de 3:1103.104,

As amostras de formulacdes farmacéuticas e fluidos bioldgicos (urina e
soro humano) foram injetadas de forma subsequente as injecdes utilizadas para a
obtencdo da curva analitica. Foram verificados alguns dos concomitantes
regularmente encontrados nas formulagdes farmacéuticas analisadas.

A estabilidade do procedimento proposto foi verificada através de estudos
de repetibilidade intra-dia (n = 10) e inter-dias (n = 3) em trés concentracdes
diferentes.

As amostras farmacéuticas também foram estudadas empregando-se um
método comparativo (HPLC) para a avaliacdo da exatiddo do procedimento

amperometrico estabelecido, como sera descrito posteriormente.

3.3.4 - Método comparativo

As amostras de formulacgdes farmacéuticas determinadas nesta dissertacéo
empregando-se 0s metodos eletroanaliticos aqui desenvolvidos foram
comparadas com os resultados obtidos empregando-se o HPLC.
As amostras contendo PAR e COD foram analisadas conforme procedimento
descrito por Ramos-Martos et al.*®, com algumas adaptacdes. A coluna

cromatografica empregada foi uma Shim-Pack CLC—ODS (6,0 mm x 150 mm,
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5 um). O comprimento de onda selecionado no detector UV-Vis (modelo SPD—
M10-AVP) foi de 284 nm para ambos os compostos. A fase movel foi uma
mistura de acetonitrila/agua (75/25 v/v) em um modo isocréatico de eluicdo, com
uma vazao de 1,0 mL min™, e o volume de injec¢do foi de 20,0 pL.

Para as amostras farmacéuticas contendo PAR e TRA foi utilizado o
procedimento proposto por Karunakaran et al.'®®, com algumas adaptagdes. No
qual utilizou-se um modo de eluicdo isocratico. A coluna cromatografica
empregada foi uma Shim-Pack CLC-ODS (6,0 mm x 150 mm, 5 um). A fase
movel foi composta de uma mistura de acido trifluoroacético 0,1%, acetonitrila
e metanol (50/8/42 vIv). O comprimento de onda selecionado no detector UV—
Vis fotodiodo foi de 272 nm para os dois compostos. A vazdo foi de 1,0 mL

min-t, e um volume de injec¢do de 20,0 pL.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Determinacdo da area eletroativa do BDDE em diferentes
pré-tratamentos

A area eletroativa foi estimada de acordo com o pré-tratamento da
superficie do BDDE (PTA ou PTC), em solucdo de KCI 0,1 mol L na presenca
de hexacianoferrato (I1) de potassio 1,0 x 10~ mol L™ (FIGURA 4.1 (a) e (b),

usando a equacéo de Randles-Sevcik (Eq. 1),

I, = £ (2,69 x 10%) n¥2 ADY2C v Eqg. 1

onde I, é a corrente de pico (A), n € o numero de elétrons envolvidos na reagao,
A é a éarea eletroativa (cm?), D é o coeficiente de difusdo do [Fe(CN)s]* em
solucdo de KCI 0,1 mol L™ (7,6 x 10 cm? s71), v é a velocidade de varredura
de potencial (V s™), e C é a concentracdo do [Fe(CN)s]* em solucédo (mol
cm3). Os coeficientes angulares dos gréficos de Iy vs. v para o processo de
oxidacdo foram: 3,00 x 10* A V2 s”2 para 0 BDDE-PTA (FIGURA 4.1 (c)) e
3,65 x 10% A V12 s'2 para 0 BDDE-PTC (FIGURA 4.1 (d)). As areas
eletroativas foram estimadas em 0,41 cm? para o BDDE-PTA, no qual se
aplicou uma corrente de 0,04 A cm2 por 30 s e de 0,50 cm? para 0o BDDE-PTC,
no qual se aplicou uma corrente de —0,04 A cm™2 por 180 s (TABELA 4.1).
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FIGURA 4.1- Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de BDD com (a)
PTA e (b) PTC em diferentes velocidades de varredura (10; 20; 30; 40; 50; 75;
100; 150; 200; 250; 300; 350; 400; 450 e 500 mVs?t) em solugdo de
K4[Fe(CN)s] 1,0 x 1072 mol L preparada em KCI 0,1 mol L. Gréfico da
relacdo linear obtida de I, versus v? para correntes anddica (lp,) € catddica (lpc)
em (c) PTAe (d) PTC.

TABELA 4.1 - Valores obtidos das areas eletroativas do BDDE em diferentes

pré-tratamentos empregando-se a equacao de Randles-Sevcik

BDDE Area geométrica (cm?)  Area eletroativa (cm?)
PTA 0,69 0,41 +£0,01
PTC 0,69 0,50 £0,01

Como podem ser observadas as areas eletroativas do BDDE com o0s
diferentes pré-tratamentos (PTA e PTC) sdo menores que a area geométrica
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(0,69 cm?) isso pode ser atribuido a ndo uniformidade da distribuicéo do boro na
superficie do eletrodo, sendo ela, dependente do nivel de dopagem!®’. Porém,
com o PTC apresentou uma area eletroativa um pouco maior do que com o PTA,
0 que é coerente com o fato de que normalmente o comportamento cinético do
par redox [Fe(CN)g]*"*é mais reversivel no BDDE-PTC do que com 0 PTA®,
No entanto, as areas eletroativas obtidas nestas duas condi¢bes de pré-
tratamento sdo relativamente proximas (comparadas com a area geométrica), o
que indica que a melhora da atividade eletroquimica do BDDE para alguns
analitos, ndo esta relacionada apenas a area eletroativa, mas, provavelmente, a
interacdo do analito com os diferentes grupos funcionais promovidos pelo pré-

tratamento na superficie do BDDE.

4.2 - Estudo do comportamento eletroquimico do PAR e da COD
sobre o BDDE

Inicialmente, para observar o0 comportamento eletrogquimico dos
analgésicos foram realizados experimentos utilizando a técnica de CV
empregando um BDDE-PTC.

Os voltamogramas ciclicos obtidos de forma individual e simultédnea para
as solucoes de PAR (100,0 umol L) e de COD (100,0 umol L) preparadas
em tampdo fosfato 0,2 mol L (pH 4,0) estdo apresentados na FIGURA 4.2 (a) e
(b). Como podem ser observados os dois compostos sdo eletroativos, e
apresentaram pico de corrente no sentido positivo de varredura do potencial,
indicando assim a ocorréncia de processos de oxidacdo destes analitos sobre o
BDDE. Além disso, ndo foi observado nenhum pico no sentido inverso de
varredura (reducdo) nas condi¢cdes empregadas, 0 que caracterizou um processo
irreversivel para estes compostos. Os potenciais de pico para cada composto
apresentaram valores em torno de 750 e 1250 mV para 0 PAR e a COD,
respectivamente, o que possibilitou a determinacdo simultanea destes analitos
(FIGURA 4.2 (c)).
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FIGURA 4.2 - Voltamogramas ciclicos empregando-se 0 BDDE-PTC, (a) na
auséncia (=) e na presenca (=) de 0,20 mmol L de PAR; (b) na auséncia () e
na presenca (=) de 0,10 mmol L™! de COD; (c) na auséncia (=) e na presenca (—)
de 0,10 mmol L™ de PAR e COD. Eletrélito suporte: tampao fosfato 0,2 mol L™
(pH 4,0),v=50 mV sL.

4.2.1 - Estudo do efeito dos PTA e PTC sobre o BDDE

Como mencionado anteriormente, o pré-tratamento eletroquimico feito no
BDDE pode aumentar significativamente a atividade eletroquimica deste
eletrodo para um determinado analito, sendo esta dependente da terminacgéo
superficial do eletrodo®®1%, Uma superficie predominantemente terminada em
hidrogénio é obtida com o BDDE-PTC8%8L Por outro lado, uma superficie
predominantemente terminada com oxigénio é obtida com o BDDE-PTA8%8!,
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Com isso, um aumento da atividade eletroquimica pode aumentar o desempenho
analitico do método eletroquimico gerando desta forma uma maior
detectabilidade (valores menores de LD e limite de quantificacdo), aumento da
seletividade (quando ha diminuicdo do potencial de trabalho), maior
sensibilidade (aumento do coeficiente angular da curva analitica), entre outros.
Assim, fez-se um estudo da influéncia dos diferentes pré-tratamentos (catddico e
anodico) do BDDE em relacdo ao comportamento eletroquimico dos analgésicos
PAR e COD.

Deste modo, o efeito do pré-tratamento do BDDE foi investigado para a
determinacgédo simultanea de PAR e COD empregando-se a SWV, no qual foram
utilizados solugdes dos analitos de interesse nas concentragdes de 10,0 pmol L
para 0 PAR e de 4,0 pmol L™ para a COD em tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH
4,0). O pré-tratamento eletroquimico sobre o0 BDDE foi realizado como descrito
na Secédo 3.3.1.

Na FIGURA 4.3 sdo apresentados o0s voltamogramas para as
determinagdes individual e simultanea de PAR e COD utilizando o BDDE com
0s dois tipos de pré-tratamentos (PTA e PTC). Foi verificado que com o0 BDDE-
PTC houve uma melhora na resposta eletroquimica de ambos os analitos em
termos de maior intensidade de corrente e diminui¢do do potencial de oxidacao.
Para as correntes de picos de oxidacdo ocorreu um aumento por um fator de 1,8
e 9,5 para 0 PAR e COD, respectivamente. Além disso, a separacdo entre 0s
picos de oxidacao para estes analitos foi aumentada de 289 mV (PTA) para 441
mV (PTC). Assim, todos os novos ensaios foram realizados utilizando um
BDDE-PTC.

O comportamento eletroquimico do BDDE diante dos diferentes pre-
tratamentos (PTA ou PTC) ja foram reportados na literatura de Varias
maneiras*°71% No entanto, ha muita especulacdo tentando explicar a relacéo
existente entre os grupos funcionais na superficie do eletrodo e a resposta

voltamétrica. Porém, ha certo consenso de que com o eletrodo pré-tratado
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catodicamente é possivel observa um aumento do sinal analitico e uma

diminuicdo do potencial de trabalho na maioria das determinacGes.
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FIGURA 4.3 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
BDDE com diferentes pré-tratamentos em solucéo de (a) PAR 10,0 umol L%;
(b) COD 4,0 umol L* e (c) PAR 10,0 umol Lte COD 4,0 umol L™ apés PTA
(=) e PTC (-). Eletrdlito suporte: tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 4,0); (f = 70
Hz,a=50 mV e AE; =4 mV).

4.2.2 - Estudo da velocidade de varredura de potencial

O efeito da velocidade de varredura de potencial na resposta analitica do
BDDE-PTC foi avaliada na presenca de PAR ou COD 10,0 pumol L™ em
tampdo fosfato 0,2 mol L (pH 4,0). Os voltamogramas ciclicos obtidos em

diferentes velocidades de varredura (20 — 500 mV s™) sdo apresentados na



Santos, A.M. 4 Resultados e Discussdo 32

FIGURA 4.4 (a) e (b). A dependéncia do logaritmo da corrente de pico (log Ip)
com o logaritmo da velocidade de varredura (log v) pode ser observada nos
graficos inseridos na FIGURA 4.4 (a) e (b). Os coeficientes angulares obtidos
nas regressoes lineares de log I, em funcéo de log v foram iguais a 0,45 e 0,60
para 0 PAR e COD, respectivamente, indicando assim a transferéncia difusional
de massa do analito em solucdo para a superficie do BDDE-PTC, uma vez que
os valores obtidos foram proximos do valor tedrico de 0,5 reportados para
processos controlados por difusdo!®. Esta informacdo foi confirmada pela
relagdo linear obtida entre a corrente de pico (l,) e a raiz quadrada da velocidade
de varredura (v*'2) para ambos analitos (graficos inseridos na FIGURA 4.4 (a) e
(b)), indicando assim que a transferéncia de massa das especies € controlada por

difusé@o segundo a equacao de Randles-Sevcik.
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FIGURA 4.4 - Voltamogramas ciclicos obtidos para uma solucdo de (a) PAR
10,0 umol L™t e (b) COD 10,0 pmol L preparadas em tampéo fosfato 0,2 mol
L™ (pH = 4,0) para diferentes velocidades de varredura (v): (A — N) 20; 30; 40;
50; 75; 100; 150; 200; 250; 300; 350; 400; 450 e 500 mV sL. Gréficos inseridos:
(i) log 1, versus log v e da relacéo linear obtida de (ii) I, versus v*/2,
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4.3 - Determinacdo simultanea de PAR e COD por voltametria
utilizando um BDDE-PTC

O primeiro procedimento eletroanalitico desenvolvido consistiu na
determinacdo voltamétrica simultinea de PAR e COD em amostras
farmacéuticas e bioldgicas sintéticas, e os resultados obtidos sdo apresentados a

sequir.

4.3.1- Comportamento eletroquimico da molécula de COD

Apos estudar o comportamento eletroquimico dos analitos e o tipo de pré-
tratamento a ser utilizado no BDDE foram investigados o efeito do pH e do
eletrolito suporte a ser empregado para a oxidacdo da COD e a melhor técnica a
ser utilizada, SWV ou DPV. Os parametros foram todos otimizados para a COD,
uma vez que este analito € encontrado em menor concentracdo que o PAR nas
amostras de formulagdes farmacéuticas. Abaixo serdo discutidos todos o0s

estudos realizados.

4.3.1.1 - Estudo do efeito do pH e do eletrdélito suporte

Inicialmente, foi investigado o efeito do pH do eletrdlito suporte sobre a
oxidacdo da COD no BDDE-PTC. Neste estudo foi utilizado tampao de Britton-
Robinson 0,04 mol L™ nos valores de pH iguais a 2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 utilizando
uma solucdo de COD 4,0 umol L. Como pode ser observado na FIGURA 4.5
(a), os voltamogramas de onda quadrada obtidos nas solu¢des com pHs 2,0-8,0
mostram que a reacdo de oxidacdo da COD depende da concentracéo
hidrogenionica do eletrélito suporte, sendo a maior magnitude do sinal analitico
obtido em pH igual a 4,0. Pode ser observado também para a COD, que com 0
aumento do pH da solucdo de 2,0-8,0, o potencial de pico deslocou-se para
valores menos positivos, mostrando que protons estdo envolvidos na reagédo
eletroquimica (FIGURA 4.5 (b)). A dependéncia de E, com o pH (FIGURA 4.5

(b)), apresentou uma relacdo linear na faixa de pH de 2,0 a 8,0, seqguindo a
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seguinte equacédo de regresséo linear: E, = 1,28 — 0,047pH (r = 0,997). O valor
do coeficiente angular obtido para a curva de E, vs. pH foi proximo ao valor
tedrico de 59,1 mV pH para processos envolvendo o mesmo nimero de
prétons e elétrons. Este resultado sugere a transferéncia de 2 elétrons e 2 protons
durante a reacdo de eletrooxidacdo da molécula de COD, de acordo com o

reportado na literatura.
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FIGURA 4.5 — (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
BDDE-PTC em diferentes pHs: 2,0 (-); 4,0 (-); 6,0 (-) e 8,0 (=) em solucéo de
COD 4,0 umol L. (b) gréafico de E, vs pH e de I, vs pH. Eletrolito suporte:
tampéo de Britton-Robinson 0,04 mol L™; (f = 70 Hz, a = 50 mV ¢ AEs = 4
mV).

Em seguida, diferentes eletrélitos suportes foram investigados usando
uma concentragdo fixa de COD 4,0 umol L. Os eletrolitos investigados foram
solugdes tampdo Britton-Robinson 0,04 mol L™ (pH 4,0), tampéo fosfato 0,2
mol L™ (pH 4,0), cloreto de potéassio 0,2 mol L™ (pH ajustado para 4,0 com
solugdo de HCI 1,0 mol L), tampéo acetato 0,2 mol L~ e nitrato de sdédio 0,2
mol L™ (pH ajustado para 4,0 com solucdo de HNOs 1,0 mol L) (FIGURA
4.6). Como pode ser observado nesta figura, a maior magnitude do sinal

analitico foi obtida em solugéo tampéo acetato 0,2 mol L™ (pH 4,0) e solucéo de
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KCI 0,2 mol L (pH 4,0). No entanto, o potencial de pico para a COD em
solucdo tampéao acetato 0,2 mol L=t (pH 4,0) foi de 1,09 mV, ligeiramente menor
que aquele obtido em solugéo de KCI 0,2 mol L™ (pH 4,0) que foi de 1,13 mV.
Tendo em vista os propdsitos analiticos deste trabalho, e a pequena
concentracdo da COD em comparagdo com o PAR em amostras farmacéuticas,
decidiu-se trabalhar em pH 4,0 e tampéo acetato como eletrolito suporte, uma
Vvez que estes proporcionaram uma corrente de pico de maior intensidade,
podendo desta forma levar a melhores parametros analiticos, tal como, alta

sensibilidade e menor LD.
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FIGURA 4.6 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
BDDE-PTC em diferentes eletrélitos suportes KCI 0,2 mol L™ (=), NaNO3 0,2

mol L™ (=), tampéo de acetato 0,2 mol L (), tampdo de Britton-Robinson
0,04 mol L™ (=) e tampdo fosfato 0,2 mol L~! (-) em solucéo de COD 4,0 pmol
L% (f =70 Hz, a =50 mV e AEs = 4 mV).

4.3.1.2 - Comparacao entre as técnicas SWV e DPV
Para o desenvolvimento do método voltamétrico para a determinacao da
COD utilizando o BDDE-PTC e, posteriormente a determinacdo simultéanea de

PAR e COD, foram estudadas as técnicas de SWV e DPV. Em um primeiro
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momento, foram otimizados os parametros experimentais relacionados com cada
uma das técnicas utilizando uma solu¢do de COD 10,0 umol L™ preparada em
tampdo acetato 0,2 mol L™ (pH 4,0). Na TABELA 4.2 sdo mostrados 0s
intervalos em que cada um dos parametros foi estudado e os respectivos valores

selecionados.

TABELA 4.2 - Parametros experimentais das técnicas de SWV e DPV

otimizados para a determinacdo da COD

Técnica Parametros Faixa valor

estudada selecionado

Frequéncia, f (Hz) 10-100 60

SwWwv Amplitude, a (mV) 10-100 60

Incremento, AEs (mV) 1-8 4

Velocidade, v (mV s™) 25-25 10

DPV Amplitude, a (mV) 10-100 90

Tempo de modulacédo, t (ms)  2,5-20 10

Posteriormente, apds a otimizacdo dos parametros experimentais, foram
construidas as respectivas curvas analiticas pela adicdo de diferentes
concentracgdes da solucdo padrao de COD em solucao de tampao acetato 0,2 mol
Lt (pH 4,0). Na FIGURA 4.7 estdo representados os voltamogramas de SW e
DP e as respectivas curvas analiticas. As faixas lineares obtidas para ambas as
técnicas foram de 8,99 x 10®a 9,81 x 10°° mol L, e a SWV foi descrita pela
seguinte equagio Al, (uA) = 0,28 + 1,32 x 10° Ccop (Mol L) (r=0,999). Ja a
DPV foi descrita pela equagdo Al, (LA) =-0,08 + 0,78 x 10° Ccop (Mol L) (r
= 0,999). Os LDs foram calculados como 1,19 e 1,43 nmol L™ para SWV e
DPV, respectivamente. Os LD foram calculados conforme a Eq. (2):
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LD = — Eq. 2

sendo s o desvio-padrdo de 10 medidas do branco (apenas do eletroélito suporte)

e m é o valor do coeficiente angular da curva analitica (sensibilidade).
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FIGURA 4.7 - (a) Voltamogramas de onda quadrada e (b) voltamogramas de
pulso diferencial obtidas empregando-se 0 BDDE—PTC em tampé&o acetato 0,2
mol Lt (pH 4,0) para diferentes concentragdes de COD: (1 —12) 0,09; 0,20;
0,40; 0,50; 0,79; 0,99; 1,98; 3,95; 5,91; 7,87 e 9,81 x 107° mol L. Inseridos:

curvas analiticas correspondentes.
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Os parametros analiticos obtidos para a determinacéo individual da COD
utilizando SWV e DPV estdo apresentados na TABELA 4.3.

TABELA 4.3 - Parametros analiticos obtidos para determinacdo da COD
utilizando a técnica de SWV e DPV

Parametros analiticos SWV DPV

Faixa linear (mol L™) 0,09-9,81x10° 0,09-9,81 x10°

Sensibilidade (WA mol™ L) 1,32 x 10° 0,78 x 10°
Coeficiente de correlagao (r) 0,999 0,999
Limite de deteccdo (mol L™) 1,19 x 107° 1,43 x 107

Comparando os resultados obtidos empregando-se ambas as técnicas
eletroanaliticas, pode-se notar que a tecnica utilizando SWV apresentou 0s
melhores parametros analiticos, tais como, maior sensibilidade e menor LD.
Portanto, esta técnica voltamétrica foi selecionada para o desenvolvimento do

procedimento eletroanalitico para a determinacdo simultanea de COD e PAR.

4.3.2 - Determinacao simultanea de PAR e COD utilizando SWV
e 0 BDDE-PTC

Para investigar a possibilidade da determinacdo simultanea do PAR e da
COD, primeiramente, estudou-se o comportamento eletroquimico dos dois
analgésicos um na presenca do outro, sendo entdo fixada a concentracdo de um
dos analitos e variando-se a concentracdo do outro, objetivando-se verificar se
havia interferéncia na determinacdo de um analito no outro e vice-versa. Sendo
assim, a curva analitica para o PAR foi construida variando-se a concentracdo de
0,20 — 97,3 x 10 °mol L' e fixando-se a concentracdo da COD em 6,0 x 10°°
mol L™!. Na FIGURA 4.8 (a) sdo mostrados os respectivos voltamogramas de

onda quadrada, e como pode ser observada, a corrente de pico anddica para 0
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PAR aumentou regularmente com a concentragdo (Al, (uA) = 0,34 + 1,40 x 10°
Cpar (mol L), r = 0,999), demonstrando assim que a COD néo interfere na
quantificacdo do PAR, e por outro lado, a corrente de pico anddica para a COD
se manteve praticamente constante mesmo com as adi¢0es sucessivas de PAR,
com um desvio padrao relativo (RSD) de 1,53%. Posteriormente, a concentracéo
de PAR foi fixada em 60,0 x 10°mol L' e a curva analitica para a COD foi
construida variando a concentracéo de 0,40 — 9,82 x 10°mol L™!. Como pode
ser observado na FIGURA 4.8 (b), na qual sdo apresentados o0s respectivos
voltamogramas de onda quadrada, que a corrente de pico de oxidagdo para COD
aumentou regularmente com a concentragdo (Al, (uA) = —0,46 + 8,48 x 10°
Ccop (mol L), r = 0,999), e a corrente de pico de oxidacdo para o PAR
permaneceu praticamente constante com um RSD de 1,11%, com estes
resultados constatou-se que o PAR e a COD ndo sofre interferéncia na

determinacdo um do outro.
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FIGURA 4.8 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando um BDDE-

PTC para varias concentracoes de: (a) PAR (1 — 14: 0,20; 0,40; 0,60; 1,00; 2,00;
4,00; 5,90; 7,90; 9,80; 19,6; 39,2; 58,6; 78,0 e 97,3 x 10°® mol L) a uma
concentragdo fixa de COD (6,0 x 10° mol L™?); (b) COD (1 - 9: 0,40; 0,60;
0,79; 0,99; 1,98; 3,95; 5,91; 7,87 € 9,82 x 10° mol L) a uma concentracéo fixa
de PAR (60,0 x 10°® mol L™). Eletrélito suporte: solucdo tampéo acetato 0,2
mol L™t (pH 4,0), f =60 Hz, a= 60 mV e AE; = 4 mV. Inserido: curva analitica

correspondente.

Em seguida, determinaram-se simultaneamente ambos os analgésicos pela
adicdo sucessiva dos padrdes para a construcdo da curva analitica (corrente de
pico anddica em funcdo da concentracdo do analito) que foi linear na faixa de
concentracdes de 0,20 — 95,8 x 10°° mol L™ para o PAR e de 0,40 — 9,58 x 10°°
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mol L™ para a COD. Na FIGURA 4.9 (a) sdo mostrados os voltamogramas de
onda quadrada obtidos e em (b) e (c) as respectivas curvas analiticas. As

equacoes de calibracdo correspondentes foram:

PAR: Al, (MA) = 0,28 + 2,01 x 10° Cpag (Mol L1
COD: Al, (MA) = —0,35 + 8,61 x 10° Ccop (Mol LY
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FIGURA 4.9 - (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos utilizando um
BDDE-PTC para varias concentracfes de: PAR (1 — 9: 0,20; 0,60; 1,00; 3,90;
7,80; 9,70; 38,6; 57,6 € 95,8 x 10 °mol L) e COD (1 - 9: 0,40; 0,59; 0,79;
0,98; 1,95; 3,88; 5,79; 7,69 e 9,58 x 10 *mol L ™). Curvas analiticas obtidas para
(b) PAR e (c) COD. Eletrolito suporte: solucdo tampéo acetato 0,2 mol L™ (pH

4,0)e f=60Hz,a=60mV e AEs=4 mV.
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As curvas analiticas obtidas apresentaram coeficientes de correlacéo igual
a 0,999 para ambos os analgésicos (PAR e COD), indicando assim uma boa
linearidade na faixa de concentracéo estudada.

Os LDs (calculados como descrito na Secdo 4.3.1.2) obtidos para ambos
os analitos foram de 1,80 x 10%e 1,44 x 10 mol L para o PAR e COD,
respectivamente. Na TABELA 4.4 sdo mostrados todos os parametros analiticos
obtidos da determinacdo simultanea dos analgésicos utilizando um BDDE-PTC
e a técnica de SWV.

TABELA 4.4 - Parametros analiticos obtidos na determinacao simultanea de
PAR e COD

SWVv
Parametros analiticos

PAR COD

Faixa linear (mol L™) 0,02-9,58 x 10°° 0,40 - 9,58 x 10°°

Sensibilidade (LA mol™ L) 2,01 x 10° 8,61 x 10°
Coeficiente de correlacgéo (r) 0,999 0,999
Limite de deteccdo (mol L™) 1,80 x 10°® 1,44 x 1078

Os parametros analiticos obtidos empregando-se o procedimento proposto
foram comparados com o0s encontrados na literatura utilizados para a
determinacdo simultanea de PAR e COD, como mostrado na TABELA 4.5.
Como pode ser visto 0 BDDE-PTC apresentou um LD menor do que Vvarios
eletrodos empregados para o mesmo fim, por exemplo, Pournaghi-Azar e
Saadatirad*’, Ensafi et al.>* e Babaei et al.*® e muito semelhantes aos publicados
por Afkhami et al.*®. No entanto, deve-se notar que estes autores utilizam um
eletrodo de carbono modificado com nanocomposito de &xido-grafeno e
CoFe,04, ja 0 procedimento aqui proposto ndo emprega eletrodo modificado,

sendo que o BDDE ¢ ativado eletroquimicamente apenas uma vez antes de ser
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utilizado durante um periodo de 8-9 horas de trabalho, simplificando desta
maneira 0 procedimento eletroanalitico. O procedimento desenvolvido se
mostrou simples e com excelente desempenho analitico para a determinacéo
simultanea de PAR e COD em ampla faixa linear de concentragGes destes

analitos e LDs relativamente baixos.

TABELA 4.5 - Comparacdo entre varios metodos eletroanaliticos propostos

para a determinacdo simultanea de PAR e COD

Faixa linear LD Ref.
Eletrodo Meétodo
(umol L) (umol L)
PAR COD PAR COD
Al/Pd DPV  100-3000 100 - 3000 5 5 [47]
Si/Pd DPV 1,0 700 1,0-700 0,4 0,3 [54]

MWCNT/GCE  DPV 5-400 5-240 0,19 0,20 [48]
CoFe,04,~Grph/
SWv 0,03-12 0,03-12 0,025 0,011 [49]
CPE
Este

trab.

BDDE-PTC swv  0,20-96 040-9,6 0,018 0,014

Al/Pd - camada fina de Pd eletrodepositada em Al; Si/Pd - nanoestrutura porosa
de silicio/paladio; MWCNT/GCE - carbono vitreo modificado com nanotubos
de carbono de paredes mdaltiplas; CoFe,O,-grph/CPE - pasta de carbono

modificado com nanocomposito de 0xido-grafeno e CoFe,0,.

4.3.2.1 - Estudo de repetibilidade e de possiveis interferentes

As repetibilidades intra-dia e inter-dias foram realizadas em solucéo
tampdo acetato 0,2 mol L™ (pH 4,0) utilizando a técnica de SWV. Sendo assim,
a repetibilidade intra-dia foi determinada por meio de medicGes sucessivas (n =
10) de PAR 1,0 x 10°® mol Lt e COD 8,0 x 107 mol Lt Os RSDs
determinados foram iguais a 1,2% para o PAR e 1,8% para a COD. Um nivel
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mais elevado de concentracdo também foi testado: PAR a 1,0 x 10 mol Lt e
COD em 1,0 x 10> mol L™, sendo obtidos RSDs de 0,9% para 0 PAR e 1,3%
para a COD.

A repetibilidade inter-dias foi avaliada pela determinacdo voltamétrica em
cinco dias diferentes (n = 5) de uma solucéo contendo PAR 1,0 x 10 ®mol L e
COD 8,0 x 107 mol L%, sendo obtidos valores de RSDs igual a 3,9% para o
PAR e de 4,9% para a COD. Em seguida, estudaram-se concentracbes mais
elevadas (PAR em 1,0 x 10* mol L™t e COD em 1,0 x 10 mol L) sendo
encontrados RSDs de 3,2% e 4,2% para 0 PAR e COD, respectivamente.

Os resultados de repetibilidade intra e inter-dias obtidos foram
satisfatorios com RSDs menores do que 5,0% para todas as concentragdes
estudadas. Estes resultados mostram a excelente precisdo do procedimento
proposto.

Para a analise dos possiveis interferentes, foram estudados alguns dos
excipientes tipicamente encontrados em formulagdes farmacéuticas contendo
PAR e COD, a saber: estearato de magnesio, amido, dioxido de silicio, celulose,
bissulfito de sodio, acido benzdico e benzoato de sodio. Nestes estudos,
empregou-se solucdo tampédo acetato 0,2 mol L' (pH 4,0) contendo 10,0 pmol
L' de PAR e 4,0 umol L' de COD. As medidas foram feitas nas razfes de
concentracdo de analito/excipiente de 1:10 para o PAR e de 1:25 para a COD.
Como mostrado na TABELA 4.6, todas as espécies estudadas resultaram em
interferéncias menores do que 7% nestas razbes de concentrac6es estudadas. Os
resultados se mostraram aceitaveis devido a elevada razdo de concentracdo dos
concomitantes empregadas nestes estudos, sendo bem maiores que aquelas

concentragdes encontradas nas amostras analisadas.
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TABELA 4.6 - Efeito de possiveis interferentes para determinacdo voltamétrica

simultanea de PAR e COD em formulagdes farmacéuticas

PAR (%)?2 COD (%)?
Excipiente
1:10 1:25
Estearato de magnésio 1,6 2,9
Amido -5,5 -1,6
Dioxido de silicio 2,0 -1,6
Celulose 2,2 -1,1
Docusato de sodio -1,7 2,1
Bissulfito de sodio 2,5 6,4
Acido benzoico 1,9 3,2
Benzoato de sddio 0,0 0,8

an=3.

4.3.2.2 - Determinacéo simultdanea de PAR e COD em amostras

farmacéuticas

Em seguida, o procedimento voltamétrico proposto foi aplicado para a
determinacdo simultanea de PAR e COD em quatro amostras farmacéuticas
comerciais. O procedimento usado para determinar a concentracdo de PAR e
COD em cada amostra farmacéutica foi o de interpolacdo a partir da curva
analitica. Na TABELA 4.7 sdo mostrados os resultados obtidos da determinacéo
simultanea de PAR e COD em amostras farmacéuticas comerciais empregando o
procedimento proposto (SWV) e o comparativo (HPLC). Como podem ser
observados, o0s erros relativos da comparacdo dos teores destes analitos
determinados empregando-se os dois métodos analiticos sdo menores do que 10
%, mostrando assim a importancia do método voltamétrico proposto. Ademais,
os resultados obtidos empregando-se os dois métodos analiticos foram
comparados estatisticamente aplicando-se o teste t-pareado para um nivel de

confianca de 98%. Os valores calculados do tep. (4,33 para o PAR e 1,49 para a
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COD) foram menores do que o valor do teitico (4,54; a = 0,02). Deste modo,
pode-se concluir que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre os
resultados obtidos aplicando-se os dois métodos, a este nivel de confianca. Estes
valores indicaram a excelente exatiddo do procedimento voltamétrico,
confirmando assim, que o procedimento proposto utilizando um BDDE-PTC é
apropriado para a determinacdo simultanea de PAR e COD em formulagdes

farmacéuticas comerciais.

TABELA 4.7 - Resultados da determinacdo simultdnea de PAR e COD em
formulagdes farmacéuticas pelo procedimento proposto (SWV) e por HPLC
PAR (mg) COD (mg)
Amostra Erro Erro
HPLC? SWv? HPLC? SWv?
(%0)° (%0)°
A 576 +12 551+6 43 29,0+x04 29,4+0,.2 1,4
B 553+8 504+1 -89 26607 261+04 -19
C 525+1 509+10 -30 6,101 6,7+01 9,8
D 541+4 498+9 -79 57+01 6,200 8,8

an = 3; " Erro % = ((100*(valor SWV — valor HPLC)) / valor HPLC)

4.3.2.3 - Determinacao simultanea de PAR e COD em amostras de
fluidos biologicos

Finalmente, a determinacdo simultanea de PAR e COD em fluidos
bioldgicos sintéticos (urina e o soro humano) foram realizadas utilizando-se a
SWV e um BDDE-PTC. A urina e o0 soro humano foram enriquecidos com duas
concentragdes diferentes de PAR e COD e analisados pelo método proposto. Os
resultados mostrados na TABELA 4.8 (recuperacdo, variando de 98,0 — 106%),
indicam que ndo houve interferéncia significativa da matriz para as amostras

analisadas pelo procedimento proposto, e que 0 mesmo tem um grande potencial
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para ser aplicado em determinagdes simultdneas de PAR e COD em amostras

bioldgicas reais.

TABELA 4.8 - Determinacdo simultanea de PAR e COD em amostras de
fluidos biologicos utilizando SWV e um BDDE-PTC

PAR COD
Amostra Adic. Determ.?  Rec. Adic. Determ.?  Rec.
(umol L") (umolL™) (%) (umolL™) (umolL™) (%)
Urina 1,00 1,03+0,09 103 0,50 0,49+£0,08 98,0
Urina 60,0 59,1+0,1 985 6,00 598+0,09 99,7
S.H. 1,00 1,01£0,09 101 0,50 0,49 £0,07 98,0
S.H. 60,0 595+£0,1 992 6,00 6,38 £0,05 106

2 n = 3; Adic. = Adicionado; Determ. = Determinado; Rec. = Recuperado; S.H.

= Soro humano.

4.4 - Determinacdo simultanea de PAR e COD empregando-se
FIA-MPA e um BDDE-PTC

O segundo procedimento analitico desenvolvido envolve a determinacéo
simultanea de dois analgeésicos (PAR e COD) utilizando FIA-MPA.

Como discutido anteriormente (Secdo 4.2) o0 comportamento
eletroquimico das moléculas de PAR e COD foram investigadas inicialmente
por voltametria ciclica, sendo entdo constatada a viabilidade da aplicacéo
eletroanalitica empregando-se o eletrodo de diamante dopado com boro. Outro
parametro estudado foi o tipo de pré-tratamento aplicado sobre a superficie do
BDDE, sendo eles, 0 PTA e o PTC, no qual, como ja avaliado (Secdo 4.2.1) a
resposta eletroquimica destes compostos sdo melhorados quando se aplica o
PTC sobre a superficie do BDDE. Sendo assim, no inicio de todos os dias de
trabalho, antes de realizar as medidas amperométricas, o BDDE foi previamente

pré-tratado catodicamente e utilizado em seguida por 8-9 horas de trabalho.
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4.4.1 - Otimizacao das condigOes do sistema FIA-MPA

Apos ter definido o melhor tipo de pré-tratamento a ser empregado no
BDDE e tendo em vista a resposta eletroquimica das moléculas alvo de PAR e
COD, foram feitos diversos experimentos para a otimizacdo das condicdes de
trabalho do sistema FIA-MPA. Em um primeiro momento, avaliou-se a
influéncia da composicdo da solucdo transportadora sobre os sinais de FIA—
MPA. Neste estudo, as seguintes composic¢des da solucdo transportadora foram
testadas: tampéo Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L (pH variando entre: 2,0—
12,0) e H,SO4 0,1 mol Lt Os melhores parametros analiticos como maior
magnitude do sinal analitico e melhor separacé@o entre os picos, foram obtidos
utilizando H,SO4 0,1 mol L (dados ndo apresentados). Desta forma, o efeito da
concentracdo do H,SO, foi investigado no intervalo de concentracédo deste acido
de 0,01 a 0,50 mol L. A maior corrente (maior sinal analitico) e melhor
separacdo entre os sinais foram verificados utilizando-se H,SO4 0,05 mol L*
como solucdo transportadora (dados ndo apresentados). Dessa forma, a solucéo
de H,SO4 0,05 mol L foi selecionada como solugédo transportadora para o
restante das analises.

Também foram estudados os potenciais a serem aplicados para a
determinacgéo simultanea de PAR e COD utilizando o sistema FIA-MPA. Nesta
avaliacdo, foram empregados dez pulsos de potenciais sequenciais (600 mV a
1600 mV) aplicados no BDDE-PTC com injecdes sucessivas da solucéo
eletrolitica contendo 10,0 pmol Ltde PAR ou COD. Os amperogramas obtidos
sdo mostrados na FIGURA 4.10 (a). A partir das correntes de pico registradas
para cada pulso de potencial aplicado, foram construidos 0s respectivos
voltamogramas hidrodinamicos, como pode ser observado na FIGURA 4.10 (b).
Com esses resultados foi possivel observar que o PAR comegou a se oxidar em
750 mV, e a corrente de pico aumentou até um potencial de 950 mV, mantendo-
se praticamente constante em potenciais superiores. Ja a oxidacdo da COD

comegou em 1100 mV, e, de forma semelhante ao caso do PAR, a corrente de
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pico aumentou significativamente até 1400 mV e manteve-se quase constante
para valores mais elevados para os pulsos de potenciais aplicados. Com base
nesses dados, os pulsos de potencial de 950 mV e 1400 mV foram selecionados
para 0 PAR e para a COD, respectivamente. Ademais, o PAR foi determinado
sem a interferéncia da COD por ndo sofrer oxidacdo no potencial de 950 mV.
No entanto, no potencial igual a 1400 mV ambos os analitos (PAR e COD)
foram oxidados. Como o sinal analitico para o PAR € ligeiramente maior no
potencial de 1400 mV que aquele verificado no potencial de 950 mV, foi
determinado um fator de correcdo (FC). Este FC foi calculado apds a otimizacéo
do sistema de FIA-MPA, que incluiu a investigacdo da influéncia da vazéo,

volume da amostra injetada e o tempo de pulso de potencial aplicado.

( a) COD 6
PAR (b) o
~ A 1600 mV//100 ms AN
1500 mV/100
A 1400 r:w/loo r:fs 4+ -= PAR \
N M 1300 mV/100 ms <1 -e- COD
1200 mV/100 ms
A A 1100 mV/100 ms a2l
950 mV/100ms 950 mV
N A 850 mV/100 ms
750 mV/100 ms
600 mV/100 ms O L
0 100 200 300 400 06 09 12 15
t(s) E/V vs. Ag/AgCl

FIGURA 4.10 - (a) Amperogramas obtidos empregando FIA-MPA ap0s
injecdes Unicas de cada solucdo eletrolitica contendo PAR 10,0 pmol L™! ou
COD 10,0 pmol L. (b) Voltamogramas hidrodinamicos obtidos para o PAR e
COD representados graficamente pelos valores da corrente de pico em funcgéo
dos correspondentes potenciais de pulso aplicado. Solucédo transportadora:
H,SO,4 0,05 mol L™!; volume de injecdo: 350,0 pL e vazédo: 3,8 mL min!,
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4.4.1.1 - Estudo do efeito do tempo de aplicacdo dos pulsos de

potencial

Para a realizacdo do estudo do efeito do tempo de aplicacdo dos pulsos de
potencial foram utilizadas soluc6es de 10,0 umol L! de PAR e COD,
respectivamente, em H,SO4 0,05 mol L' como solugdo transportadora. Sendo
assim, dois pulsos de potencial foram aplicados variando-se o tempo de
aplicacéo entre 100 e 250 ms para o PAR (950 mV) e para a COD (1400 mV) no
BDDE-PTC. Na FIGURA 4.11 sdo mostrados os graficos da magnitude de
corrente de pico em fungdo do tempo de aplicacdo do pulso de potencial. Como
pode ser notado na FIGURA 4.11 (a), a magnitude do sinal analitico do PAR
(950 mV) aumentou significativamente com o aumento do tempo de aplicacéo
dos pulsos de potencial até 200 ms e, em tempos superiores, ocorreu uma
diminuicdo do sinal analitico. Para a COD (1400 mV), a magnitude do sinal
analitico diminuiu constantemente com o aumento do tempo de aplicagdo dos
pulsos de potencial, como mostrado na FIGURA 4.11 (b). Sendo assim,
selecionou-se um tempo de aplicacdo dos pulsos de potencial de 200 ms para o
PAR e de 100 ms para a COD, por apresentarem maior sinal analitico (maior

magnitude de corrente).
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FIGURA 4.11 - Magnitude dos sinais de corrente em funcdo do tempo de
aplicacdo de pulsos de potencial: 100 a 250 ms, (a) PAR 10,0 umol L™, pulso
de potencial: 950 mV e (b) COD 10,0 umol L', pulso de potencial: 1400 mV.
Solucdo transportadora: H,SO, 0,05 mol L™!; volume de injecdo = 350 pL e

vazdo = 3,8 mL min~!.

4.4.1.2 - Estudo da otimizacao dos parametros do sistema FIA

Por se tratar de um sistema em fluxo, alguns parametros do sistema FIA
devem ser otimizados, tais como: vazédo da solugdo transportadora (neste caso,
H,SO4 0,05 mol L) e volume de amostra inserida no sistema FIA. Estes dois
parametros do sistema sdo responsaveis por controlar o tempo de contato da
zona de amostra com o eletrodo, ou seja, devem ser otimizados para se obter as
melhores condicOes analiticas.

Na FIGURA 4.12 (a), sdo apresentados os graficos de magnitude de
corrente de pico em funcdo da vazdo da solugdo transportadora. A vazédo foi
investigada no intervalo de 1,1 — 5,5 mL min~!, aplicando-se os potenciais de
950 e 1400 mV sobre 0 BDDE-PTC para uma solugéo contendo 10,0 umol L™
de PAR e COD, respectivamente. Ao analisar a FIGURA 4.12 (a), nota-se que,
para ambos os analitos, o0 comportamento foi praticamente 0 mesmo, ou seja, 0
sinal de corrente de pico aumentou significativamente com o aumento da vazao

até aproximadamente 3,8 mL min~!, mantendo-se quase constante nas vaz0es
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superiores. Sendo assim, uma vazdo de 3,8 mL min~! da solucgdo transportadora
foi selecionada para os trabalhos posteriores.

Em sequéncia, avaliou-se o efeito do volume da amostra injetada no sistema
FIA em um intervalo de 50 — 500 uL, utilizando-se uma solucdo de PAR 10,0
umol L™t e COD 10,0 umol L™ simultaneamente. Como pode ser observado a
partir da FIGURA 4.11 (b), o sinal de corrente aumentou até um volume de
amostra de 350 uL mantendo-se praticamente constante apos este volume de
amostra. Assim, o volume de 350 pL da amostra injetada foi selecionado para os

estudos subsequentes.

2,0
(b -o- COD
- PAR
1,6} l
< 350 uL
12} $
_D.
08}
h L L L L 0’4 L L L
1 2 3 4 5 6 0 150 300 450
Vazdo (mL min ) Volume de injecéo (uL)

FIGURA 4.12 - Magnitude dos sinais da corrente de pico do PAR e da COD a
10,0 umol L'em funcéo da (a) vazdo (intervalo: 1,1 — 5,5 mL min™!) e do (b)
volume da amostra injetada (intervalo: 50 — 500 uL). Solugéo transportadora:
H,SO, 0,05 mol L',

4.4.2 - Estudo do comportamento eletroquimico do PAR e da
COD utilizando FIA-MPA e um BDDE-PTC

Para avaliar a possibilidade da determinacdo eletroquimica simultanea dos
analgésicos PAR e COD, foram obtidos amperogramas com a aplicacdo de dois
pulsos de potencial no BDDE em fungéo do tempo, a saber: 950 mV por 200 ms
e 1400 mV por 100 ms, para injecOes em triplicata com solugdes eletroliticas
contendo 10,0 umol L™ de PAR, 10,0 pmol L™* COD ou uma mistura de PAR e



Santos, A.M. 4 Resultados e Discussdo 53

COD a 10,0 umol L™, respectivamente. Como pode ser observado na FIGURA
4.13, no potencial de 950 mV apenas o PAR foi oxidado, e, no potencial de
1400 mV ambos os analitos (PAR e COD) foram oxidados. Além disso, é
possivel confirmar que a corrente de oxidacao para o0 PAR detectado a 950 mV
foi idéntica na presenca ou auséncia da COD, e que a corrente de oxidacdo a
1400 mV é a soma dos sinais analiticos de ambos os analitos neste potencial
(PAR + COD). Portanto, € possivel concluir que ndo ha nenhuma interferéncia
ou qualquer interacdo entre o0s compostos, tornando assim possivel a
determinacdo simultanea destes analgésicos. Porém, como os dois analitos sdo
oxidados em potencial de 1400 mV € necessario a subtracdo do sinal de corrente

do PAR para se obter o sinal analitico da COD, como discutido a seguir.

(a) (b) PAR + COD PAR + COD
4- cop CcoD
1_118(()) my. 2" PAR PAR
ms <
=0

~— | | | | )

— 2Q 200 400 600 800 1000
950 mV 0 AN AN MR
200 ms

0 200 400 600 800 1000
t(s)

FIGURA 4.13 - (a) Sequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial em funcéo

do tempo. (b) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se FIA-

MPA para solucdes eletroliticas contendo apenas PAR (10,0 umol L™!), apenas

COD (10,0 pmol L™!) ou PAR + COD (ambos a 10,0 pmol L™). Solucéo

transportadora: H,SO, 0,05 mol L™!; volume de injecdo: 350,0 pL e vazdo: 3,8

mL min!,
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Como mencionado anteriormente, os dois analgésicos sdo oxidados em
1400 mV. Desta forma, para se obter o valor da corrente de oxidacao apenas da
COD é necessario realizar uma subtracdo do sinal analitico referente ao PAR.
Porém, o sinal de corrente do PAR em 1400 mV é maior do que o sinal analitico
obtido em 950 mV, sendo entdo necessario determinar o FC, para a
determinacdo do sinal analitico para 0 PAR no potencial de 1400 mV. Assim,
construiu-se uma curva analitica aplicando-se os dois pulsos de potencial (950 e
1400 mV) com apenas o PAR, nos quais foram observados que houve um
pequeno aumento no sinal de corrente no potencial de 1400 mV em comparagao
com aquele obtido no potencial de 950 mV. O valor do FC foi assim calculado
por comparacao entre os dois picos de corrente obtidos em 950 e 1400 mV (Eg.
3). O FC foi necessario para se obter o valor exato da oxidacdo do PAR no
potencial de 1400 mV atraves do sinal de oxidacdo obtido a 950 mV (sem a
interferéncia da COD). Como pode ser observado na TABELA 4.9 o valor do
FC foi praticamente constante (1,04 + 0,02), para solugdes contendo diferentes
concentracdes de PAR inseridas no sistema de FIA-MPA. Para obter a
concentracdo real da COD nas determinacdes simultaneas, o valor do sinal de
corrente de oxidagdo do PAR em 950 mV (lpar (950 mv) X FC) foi subtraido do
valor total da oxidacdo no potencial de 1400 MV (lita (ace + cop)), obtendo-se,
assim, apenas o valor do sinal de corrente de oxidacdo da COD (lcop), (EQ. 4).
Portanto, com este FC foi possivel quantificar ambos o0s analitos

simultaneamente, sem a interferéncia de um analito no outro.

FC = !parasoomv) Eq. 3

IpaR (950 mv)

Icop = Iiotal (1400 mv) — (FC X Ipgg (950 mv)) Eq. 4
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TABELA 4.9 - Célculo do FC em funcdo de cada concentracdo do PAR e a

média entre os valores

Concentracao de PAR Fator de Correcao Media do Fator de

(umol L71)2 (FC)2 Correcao
0,08 1,06
0,50 1,05
3,00 1,01
9,00 1,03
20,00 1,05 1,04 + 0,02
40,00 1,02
60,00 1,06
80,00 1,03

100,00 1,04

n=3.

Apobs a otimizacdo de todos os parametros empregando a téecnica FIA-
MPA, obteve-se as respectivas curvas analiticas. Na FIGURA 4.14 (a), sé@o
mostrados 0s amperogramas de pulso obtidos injetando-se solugbes padréo
contendo PAR e COD em diferentes niveis de concentracdo (A — 1), bem como
de amostras farmacéuticas (J — M). As solugdes-padrédo foram adicionadas em
concentracOes crescentes de 0,08 — 100,0 umol L™ de PAR e 0,05 — 10,0 umol
Lt de COD, e apos a injecdo das amostras, as solucdes padrdo foram inseridas
no sistema FIA em concentracdes decrescentes de 100,0 — 0,08 umol L™ de
PAR e 10,0 — 0,05 pmol L™! de COD, respectivamente, objetivando-se verificar
a repetibilidade dos sinais transientes, a estabilidade da linha base, e/ou efeito de
memoria do sistema FIA-MPA. As curvas analiticas obtidas para a determinacéo
simultdnea de PAR e COD estdo apresentadas nas FIGURAS 4.14 (b) e (c).
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FIGURA 4.14 - (a) Amperogramas obtidos utilizando FIA-MPA ap0s
sucessivas injecdes de solucdes eletroliticas contendo PAR (A — I: 0,08; 0,50;
3,0; 9,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0 e 100,0 pmol L) e COD (A - I: 0,05; 0,08; 0,20;
0,40; 0,80; 1,0; 4,0; 8,0 e 10,0 umol L™?) e solucbes de quatro amostras
farmacéuticas adequadamente preparadas (J — M). Curvas analiticas obtidas para

o (b) PAR e para a (c) COD. Solucédo transportadora: H,SO, 0,05 mol L;
volume de injecdo: 350,0 pL e vazdo: 3,8 mL min!.
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Como pode ser observado, a corrente de oxidacdo dos analgésicos
aumentou linearmente de 0,08 — 100,0 umol L' para o PAR e de 0,05 — 10,0

umol L' para a COD, seguindo as equacOes de regressao linear:

PAR: Al (uA) = 0,024 + 1,042 x 10° Cpar (Mol L7); (r = 0,999)
COD: Al, (nA) =-0,013 + 2,964 x 10° Ccop (mol L2); (r = 0,999)

Os LDs encontrados foram de 0,030 umol L' para o PAR e de 0,035
umol L™ para a COD. O LD para o PAR foi calculado utilizando-se trés vezes o
sinal/ruido no potencial de 950 mV (3s/ Ngsomv) € para a COD foi calculado da
mesma forma, mas levando em conta a soma do ruido a 950 mV e 1400 mV (3s
! (Nosomyv + N1aoomv)).

Uma comparacdo do desempenho do procedimento analitico proposto
utilizando FIA-MPA e um BDDE-PTC com outros métodos descritos na
literatura para a determinacdo simultanea de PAR e COD é apresentada na
TABELA 4.5%45 O procedimento proposto foi melhor em termos de
sensibilidade e LD em comparacdo com a maioria dos métodos reportados, com
excecdo do método desenvolvido por Afkhami et al.*°. No entanto, estes autores
utilizaram um eletrodo de pasta de carbono modificado com nanocomposito de
oxido-grafeno e CoFe,O4, enquanto que o método aqui proposto ndo envolve o
uso de um eletrodo modificado. O procedimento aqui apresentado demonstrou
excelente desempenho analitico para a determinacdo simultdnea destes
analgésicos em termos de faixa linear, baixos LDs, elevada sensibilidade, e alta

frequéncia analitica (aproximadamente 90 determinagdes h™!).
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TABELA 4.10 - Comparacéo entre os méetodos eletroanaliticos propostos para a

deteccdo simultanea dos analgésicos PAR e COD

Faixa linear LD Ref.
Eletrodo Meétodo
(umol L) (umol L)
PAR COD PAR COD

Al/Pd DPV 100 — 3000 100 — 3000 5 5 [47]
Si/Pd DPV 1,0 - 700 1,0-700 0,4 0,3 [54]
MWCNT/GCE DPV 5-400 5-240 0,19 0,20 [48]

CoFe, 04—
SWv 0,03-12 0,03-12 0,025 0,011 [49]

Grph/ CPE
Este
BDDE-PTC MPA 0,08 — 100 0,056—-10 0,030 0,035 b
rab.

Al/Pd - camada fina de Pd eletrodepositada em Al; Si/Pd - nanoestrutura porosa
de silicio/paladio; MWCNT/GCE - carbono vitreo modificado com nanotubos
de carbono de paredes mdaltiplas; CoFe,O4-grph/CPE - pasta de carbono

modificado com nanocomposito de oxido-grafeno e CoFe;0,.

4.4.3 - Estudo de repetibilidade e de possiveis interferentes

Para investigar a repetibilidade do procedimento utilizando FIA-MPA,
foram realizadas analises intra-dia e inter-dias. Para as medidas de repetibilidade
intra-dia, realizou-se dez sucessivas medi¢cbes empregando-se trés solucdes de
diferentes concentracdes de PAR e COD (9,0; 40,0 e 100,0 umol L ! para o PAR
e de 0,40; 1,0 e 10,0 pmol L' para a COD), como pode ser observado na
FIGURA 4.14. Os valores de sinal de corrente obtidos apresentaram RSDs de
0,90%; 1,21% e 1,16% para o PAR e de 1,46%; 0,76% e 1,80% para a COD,
respectivamente. Além disso, a repetibilidade inter-dias do procedimento foi
estudada realizando-se medidas em trés dias diferentes (n = 3), utilizando as
mesmas trés concentra¢Ges supramencionadas, obtendo-se os seguintes valores
de RSD: 2,57%; 3,03% e 2,93% para 0 PAR e 4,11%; 3,28% e 3,97% para a
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COD. Estes resultados obtidos indicam que o procedimento analitico proposto
usando um BDDE-PTC acoplado ao sistema FIA-MPA apresentou boa precisédo

(boa repetibilidade) nas condicdes experimentais investigadas.

15 - 1400 MV RSD = 1,80%
10 +
5| RSD = 0,76%
RSD = 1,46%
< o
1 1 1 1 1 1 1
— 150 200 400 600 800 1000 1200
950 mV RSD = 1,16%
10 +
5| RSD = 1,21%
RSD = 0,90%
0]

0] 200 400 600 800 1000 1200
t (s)
FIGURA 4.15 - Amperogramas obtidos usando FIA-MPA para sucessivas
injecdes da solucgéo do eletrdlito suporte contendo PAR (9,0; 40,0 ou 100,0 umol
L') e COD (0,4; 1,0 ou 10,0 umol L™). Solucéo transportadora: H,SO, 0,05

mol L™!; volume de injecdo: 350,0 uL e vazédo: 3,8 mL min!,

Posteriormente, tendo em vista a determinacéo de amostras farmacéuticas,
investigou-se a possivel interferéncia de alguns dos excipientes tipicamente
encontrados em formulagdes farmacéuticas contendo PAR e COD. Neste estudo,
0s seguintes excipientes foram considerados: estearato de magnésio, celulose,
docusato de sddio, dioxido de silicio, amido, bissulfito de sodio, acido benzoico
e benzoato de sodio. Assim, para avaliar o efeito destes concomitantes sobre a
resposta amperometrica, as medicOes foram realizadas em uma solucéo
contendo 10,0 umol L' de PAR e COD, respectivamente, na auséncia e na
presenca destes concomitantes, na razdo de concentracdo de 1:10 (analito:
excipiente). Os RSDs obtidos para as correntes de pico registradas na presenca

de cada um dos excipientes foram calculados e obteve um valor menor que 6,0%
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para todos os concomitantes estudados. Levando-se em consideracdo os valores
de RSD obtidos, foi possivel concluir que o método proposto apresentou
seletividade para a determinacdo simultanea PAR e COD, viabilizando desta

forma a determinacdo destes analgésicos em produtos farmacéuticos.

4.4.4 - Determinacgdo simultanea de PAR e COD em formulacdes

farmacéuticas e fluidos bioldgicos

O procedimento desenvolvido empregando FIA-MPA foi utilizado para a
determinacgédo simultanea de PAR e COD em amostras farmacéuticas comerciais.
Estas amostras também foram analisadas por HPLC para comparacdo dos
resultados e poder avaliar a exatiddo do método voltameétrico proposto. Os
resultados obtidos empregando-se ambos 0s métodos estdo apresentados na
TABELA 4.11. Como pode ser observado, os erros relativos encontrados séo
menores do que 10 %, indicando assim uma boa exatiddo do método proposto,
uma vez que erros relativos de até 20 % séo tolerados pela ANVISA®, Os
resultados foram também comparados estatisticamente, aplicando-se o teste t-
pareado, a um nivel de confianca de 95%. Os valores experimentais calculados
para 0 PAR (3,07) e COD (0,69) foram menores do que o valor critico (3,18),
permitindo assim concluir que os resultados obtidos empregando-se os dois
métodos analiticos ndo apresentam diferencas significativas a um nivel de
confianca de 95%. Com isso, estes valores confirmaram a precisdo adequada do
procedimento FIA-MPA e sua eficcia na quantificacdo do PAR e da COD em

amostras farmacéuticas comerciais.
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TABELA 4.11 - Comparacédo dos resultados obtidos utilizando-se FIA-MPA e
HPLC para determinacdo simultinea de PAR e COD em formulagdes

farmacéuticas comerciais.

PAR (mg) COD (mg)
Amostra Erro Erro
HPLC  FIA-MPA HPLC  FIA-MPA
(%0)* (%0)*
J 576 +12 527+7 -85 29,0+x04 278%x02 41
K 525+1 522+6 06 61+01 6,707 98
L 5538 507+2 83 266+0,7 281+£05 5,6
M 541 +4 5103 57 5701 59%0,7 35

aErro (%) = [(valor FIA—MPA — valor HPLC) / valor HPLC] x 100.

Por fim, duas amostras bioldgicas sintéticas, urina e soro humano, foram
analisadas empregando-se o0 procedimento amperométrico proposto. AS
amostras foram analisadas utilizando-se ambos o0s analitos em duas
concentragdes diferentes de PAR (2,0 € 50,0 pmol L™') e COD (0,60 ¢ 5,0 pmol
L"). Na TABELA 4.12 sdo apresentados os valores encontrados para a analise
destas amostras. Como podem ser observadas, as recuperacdes para ambos 0s
analitos variam de 92,0% a 108%, podendo assim ser concluido que as matrizes
bioldgicas sintéticas ndo interferem significativamente no metodo desenvolvido,
mostrando desta forma a potencialidade e importancia do método desenvolvido

para a determinacdo simultanea de PAR e COD em amostras biologicas reais.
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TABELA 4.12 - Determinacdo simultanea de PAR e COD em amostras de
fluidos bioldgicos

PAR COD
Amostra Adic. Determ.*  Rec. Adic. Determ.*  Rec.
(umol L") (umol L™ (%) (umolL™) (umol L) (%)
Urina 2,00 1,84+£0,04 92,0 0,60 0,64 £0,04 107
Urina 50,0 491+06 98,2 5,0 51+£03 102
S.H. 2,00 1,85+£0,04 925 0,60 0,65+0,02 108
S.H. 50,0 49,7+0,3 994 5,0 49+04 98,0

an = 3. Adic. = Adicionado; Determ. = Determinado; Rec. = Recuperado; S.H. =
Soro humano.

4.5 - Determinacao simultanea de PAR e TRA empregando-se
FIA-MPA e um BDDE-PTC

O terceiro procedimento analitico desenvolvido envolveu a determinacgéo

simultdnea de dois analgesicos (PAR e TRA) utilizando-se FIA-MPA e um
BDDE-PTC.

4.5.1 - Comportamento eletroquimico dos analitos PAR e TRA

Inicialmente, o comportamento eletroquimico dos analitos PAR e TRA
foram investigados por voltametria ciclica. Na FIGURA 4.16 sdo apresentados
os voltamogramas ciclicos obtidos para uma solucdo de PAR e TRA 0,2 mmol
L~! preparada em tampéo Britton-Robinson 0,04 mol L™! (pH 2,0) utilizando um
BDDE-PTC. Como pode ser verificado, houve a ocorréncia de um processo de
oxidacdo bem definido para ambos os compostos PAR e TRA em 800 e 1600
mV, respectivamente. Apos a inversao da direcdo de varredura de potenciais, 0s
analgésicos ndo apresentaram picos de reducéo, indicando assim, um processo

irreversivel na faixa de potenciais estudada.
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FIGURA 4.16 - Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se 0 BDDE-PTC,

na auséncia (=) e na presenca (-) de 0,20 mmol L™ de PAR e TRA. Eletrélito
suporte: tampé&o Britton-Robinson 0,04 mol L™! (pH 2,0), v=50 mV s 1.

4.5.2 - Estudo do efeito dos PTA e PTC sobre o BDDE para a

determinacao simultanea de PAR e TRA

O efeito do pré-tratamento eletroquimico no BDDE foi investigado para a
determinacdo simultanea de PAR e TRA usando-se voltametria ciclica. Como
mencionado, a deteccdo pode ser fortemente influenciada pelo pré-tratamento
realizado sobre a superficie do BDDE. Na FIGURA 4.17 estdo ilustrados 0s
voltamogramas ciclicos obtidos no presente estudo para ambos os analitos,
utilizando o BDDE pré-tratado catodicamente ou anodicamente. Como pode ser
observado, ao utilizar o BDDE-PTC houve um aumento nas correntes de
oxidacdo de ambos os analgésicos e também um deslocamento do potencial de
oxidacdo do PAR para um valor menos positivo, melhorando assim a separagéo
dos potenciais de pico dos compostos em cerca de 800 mV, aumentando,

portanto, a resolucdo do método.



Santos, A.M.

20

16

12+

I/ A

N

L
i
.
.
.
....

........
L) o

. .

. o

.
X
o
.

‘e
.
.
i
.

o,
---------
......

i

0,6

0,8

1,0

1,2

E/V vs. Ag/AgCI
FIGURA 4.17 - Voltamogramas ciclicos obtidos sem (linha solida) e com (linha
pontilhada) a adicdo de 0,2 mmol L' de (a) PAR e (b) TRA utilizando um
BDDE apo6s (—) PTC ou (=) PTA. Eletrolito suporte: tampéo Britton—Robinson
0,04 mol L' (pH 2.0), v=50 mV s\
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Além disso, o efeito do pré-tratamento do BDDE também foi avaliado
utilizando SWV (FIGURA 4.18). De um modo semelhante, o BDDE-PTC

forneceu a maior intensidade de sinal de corrente de oxidacdo para ambos 0s

compostos, e um deslocamento do potencial de oxidacdo do PAR para um valor

menos positivo, resultando desta forma em uma melhor separagdo entre 0s

potenciais de pico dos analgésicos. Sendo assim, todos os estudos posteriores

foram realizados empregando-se o BDDE-PTC.
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FIGURA 4.18 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando-se o
BDDE com diferentes pré-tratamentos em solucéo de (a) PAR 20,0 umol L%;
(b) COD 20,0 umol Lt e (c) PAR e COD 20,0 umol L apés PTA (=) e PTC (-
). Eletrolito suporte: tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH4,0); (f = 70 Hz, a = 50 mV
e AEs =4 mV).

4.5.3 - Otimizacao dos parametros do sistema FIA-MPA
Primeiramente, avaliou-se o efeito da solucdo transportadora sobre as
medicdes realizadas empregando-se FIA-MPA. Neste estudo, foram utilizadas
solucdo eletrolitica contendo 10,0 umol L de PAR e TRA em solugdes de
tampdo Britton-Robinson 0,04 mol L™ (de pH 2,0 a 10,0) e H,SO,4 0,1 mol L,

nos quais, o melhor sinal analitico (maior intensidade de corrente) foi obtido
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usando H,SO4 0,1 mol L™!. Posteriormente, o efeito da concentracdo do H,SO,
foi investigado (0,01 a 0,30 mol L"), e o melhor sinal analitico foi obtido
utilizando-se H,SO,4 0,05 mol L' como solucédo transportadora. Sendo assim,
esta selecionada para o restante das analises.

Em seguida, foram avaliados os melhores potenciais a serem aplicados
para a determinacdo simultanea de PAR e TRA utilizando-se o sistema FIA-
MPA. Neste procedimento, foram empregados dez pulsos de potencial
sequenciais (600 mV a 1900 mV), aplicados sobre 0 BDDE—PTC com inje¢Oes
sucessivas da solucdo padrdo contendo 10,0 umol L-*de PAR ou 10,0 pmol L
de TRA (FIGURA 4.19 (a)). O sinal de corrente (sinal analitico) para cada pulso
de potencial aplicado foi medido e utilizado para construir os voltamogramas
hidrodindmicos para o PAR e para o TRA (FIGURA 4.19 (b)). Como mostrado
nos voltamogramas hidrodindmicos, 0 PAR comecgou a ser oxidado proximo de
750 mV e a corrente de oxidagdo méaxima foi obtida em 850 mV. J& para o TRA,
0 processo de oxidagcdo se iniciou em aproximadamente 1450 mV, e ndo foi
possivel obter um patamar de corrente maxima, porém, ocorreu um aumento
significativo da corrente de pico até 1600 mV. Sendo assim, o pulso de potencial
de 1600 mV foi escolhido de modo a minimizar possiveis interferéncias em
potenciais mais elevados. Com base nestes voltamogramas hidrodindmicos,
verifica-se que no pulso de potencial de 850 mV (corrente maxima do PAR)
apenas 0 PAR sofreu oxidacdo, portanto, sem a interferéncia do TRA, e ja no
pulso de potencial de 1600 mV ambos os compostos (PAR e TRA) foram

oxidados.



Santos, A.M. 4 Resultados e Discussdo 67

(a) TRA

PAR 61 (b) .

_ N A ] 1900 mV/100 ms /
N A 1750 mV/100 ms Al PAR _
NN 1600 mV/100 ms - °
AL 1450 mV/100 ms < - TRA \
AL 1250 mV/100 ms = 600 mV
A N_ 1100 mV/100 ms .2t
AN 950 mV/100 ms - -y m

850 mV/100 T -a—m—
ks Z50mVIL00 me / \ 850 MV __
- 600 mV/100 ms OFf e=8-0-0—0—0
0 100 200 300 400 500 0,5 1,0 15 2,0
t (s) E/V vs. Ag/AgCl

FIGURA 4.19 - (a) Amperogramas obtidos no sistema FIA—MPA ap0s injecdes
de 10,0 pumol L' de PAR ou COD. (b) Voltamogramas hidrodinamicos
correspondentes ao PAR e ao TRA obtidos pelos valores da corrente de pico em
funcdo dos correspondentes pulsos de potencial aplicados. Solugéo
transportadora: H,SO, 0,05 mol L™!; volume de injecdo: 250,0 pL e vazdo: 3,5

mL min!,

4.5.3.1 - Estudo do efeito do tempo de aplicacdo dos pulsos de

potencial

O estudo do efeito do tempo de aplicacdo dos pulsos de potencial foi
realizado utilizando-se solugdes contendo 10,0 pmol L' de PAR e 10,0 umol
L' de TRA em H,SO, 0,05 mol L' como solucdo transportadora. Desta
maneira, dois pulsos de potencial foram aplicados, nos quais, variou-se o tempo
de aplicacdo entre 100 e 250 ms para 0 PAR (850 mV) e para o TRA (1600 mV)
no BDDE-PTC. Na FIGURA 4.20 sdo mostrados os graficos da magnitude de
corrente de pico em funcdo do tempo de aplicacdo dos pulsos de potencial.
Como pode ser observado na FIGURA 4.20 (a), a magnitude do sinal analitico
do PAR em 850 mV aumentou significativamente com o aumento do tempo de
aplicacdo dos pulsos de potencial até 200 ms e, em tempos superiores, ocorreu
uma diminui¢do do sinal analitico. Na sequéncia, como pode ser notado na
FIGURA 4.20 (b), a magnitude do sinal analitico para o0 TRA (1600 mV)
diminuiu esporadicamente para valores do tempo de aplicacdo dos pulsos de
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potencial superiores a 100 ms. Desta forma, selecionou-se 200 ms para o PAR e
100 ms para o TRA, por apresentarem maior magnitudes de sinal analitico

(corrente de pico).

1,05 (a) = 28(b) =
S
< 102 < n
= - = 24
—> 0,99} — -
2.2
| |
0,96 — : - : : - : -
100 150 200 250 100 150 200 250
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FIGURA 4.20 - Magnitude dos sinais de corrente de pico em funcdo do tempo
de aplicacdo de pulsos de potencial (100 a 250 ms), (a) PAR 10,0 pmol L%
pulso de potencial: 850 mV e (b) TRA 10,0 umol L', pulso de potencial: 1600
mV. Solugéo transportadora: H,SO, 0,05 mol L™!; volume de injegdo = 350 uL e

vazdo = 3,8 mL min!.

4.5.3.2 - Estudo da otimizacao dos parametros do sistema FIA

Por se tratar de um sistema em fluxo, um dos estudos realizados foi a
influéncia da vazéo da solucédo transportadora (H,SO4 0,05 mol L™?) na faixa de
vazdo de 1,1 a 5,5 mL min, sendo aplicados dois pulsos de potencial (850 e
1600 mV) no BDDE-PTC para uma solucdo contendo PAR e TRA ambos na
concentracdo de 10,0 pmol L. Os resultados deste estudo podem ser
observados na FIGURA 4.21 (a). Para os dois analgésicos o comportamento foi
praticamente 0 mesmo, ou seja, houve um aumento do sinal analitico ao
aumentar a vazao da solucédo transportadora, porém em vaz0es superiores a 3,8
mL min?, observou-se que a corrente de pico se manteve praticamente
constante. Assim, a vazdo de 3,8 mL min foi selecionada como vazéo 6tima e

utilizada nos experimentos subsequentes. Este comportamento ja era esperado,
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pois como ndo ocorre reacdo durante o percurso analitico, a influéncia da vazéo
no sinal analitico esta relacionada com a dispersdo da zona de amostra.

Na sequéncia, o efeito do volume da amostra inserida no sistema FIA foi
investigado na faixa de 50 a 500 pL utilizando uma solucéo de 10,0 umol L™ de
PAR e TRA simultaneamente. Nota-se pela FIGURA 4.21 (b) que o sinal de
corrente aumentou para volumes da amostra injetada até 350 uL para os dois
analitos, permanecendo o sinal analitico praticamente constante para volumes
superiores. Assim, o volume de 350 pyL da amostra injetada foi selecionado para
0s estudos subsequentes por consumir menor volume de amostra sem perda

significativa do sinal analitico.

3 (a) o/./. 3 (b) ____e—®
= PAR e \ aPAR . —
< o[+ TRA . < |*TRA / T
. 3,8 mL min \3_ ol ./o 350 ul_
- o o
./ //./- - ./ l
L I/. 1t a—0= n—=m
/ /./
— -
o 1 2 3 4 5 6 0 150 300 450
Vazédo (mL min ") Volume de injecdo (uL)

FIGURA 4.21 - Magnitude dos sinais da corrente de pico do PAR e do TRA a
10,0 umol L 'em funcédo da (a) vazdo (intervalo: 1,1 — 5,5 mL min™!) e do (b)
volume da amostra injetada (intervalo: 50 — 500 uL). Solucéo transportadora:
H,SO, 0,05 mol L.

Na FIGURA 4.22 sdo mostrados 0s amperogramas obtidos com a
aplicacdo de dois pulsos de potencial (850 mV (200 ms) e 1600 mV (100 ms))
para injecGes em triplicata da solucdo transportadora contendo 10,0 umol L' de
PAR, 4,0 umol L' de TRA ou uma mistura de 10,0 umol L' de PAR e 4,0
umol L' de TRA. Como pode ser observado, a 850 mV apenas o PAR foi

oxidado, no entanto, no potencial de 1600 mV ambos os analitos (PAR e TRA)
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foram oxidados. Além disso, é possivel notar que a corrente de oxidagdo para
deteccdo do PAR a 850 mV foi idéntica na presenca ou na auséncia do TRA
(sem interferéncia) e que a corrente de oxidacdo do PAR + TRA a 1600 mV é a
soma do sinal analitico de ambos os analitos neste potencial, indicando assim,

que ndo ha qualquer interferéncia entre os analitos estudados.

(a) (b) 2 PAR + TRA PAR + TRA
PAR TRA
1600 mV 1+ PAR TRA
100 ms
< 0
3. I | I I I ]
—~ 0 150 300 450 600 750 900
l L
850 mV MU\ “ “ ’\ “ ’\ “ ‘\ “ i\
T 200ms 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 150 300 450 600 750 900

t(s)
FIGURA 4.22 - (a) Sequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial em funcao
do tempo. (b) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se FIA-
MPA para solucdes eletroliticas contendo apenas PAR (10,0 umol L), apenas
TRA (4,0 umol L) ou PAR (10,0 umol L™!) + TRA (4,0 umol L™"). Solucéo
transportadora: H,SO,4 0,05 mol L™!; volume de injecdo: 350,0 uL e vazdo: 3,8

mL min~!.

No entanto, as correntes de oxidacdo do PAR ndo foram as mesmas para
0s dois pulsos de potencial (850 mV e 1600 mV) e, assim, foi necessario a
utilizacdo de um FC a fim de se obter o valor exato da corrente de oxidacao do
PAR no potencial de 1600 mV. O FC foi obtido aplicando-se os dois pulsos de
potencial (em 850 mV e 1600 mV) por meio de sucessivas insercoes de solucdes
contendo diferentes concentracdes do PAR. O calculo deste foi executado como
descrito na Eq. 5, utilizando o sinal de corrente de pico do PAR obtido em 1600

mV dividido pelo sinal de corrente do pico obtido em 850 mV. Como pode ser
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avaliado na TABELA 4.13, a faixa linear do PAR foi de 0,20 a 100,0 umol L,
no entanto, devido a grande variacdo do FC obtido na regido de 0,20 a 0,80
umol L', optou-se por ndo trabalhar nesta faixa, evitando assim possiveis erros
decorrentes da grande variacdo do FC. Assim, o valor do FC foi praticamente
constante na faixa de 1,0 a 100,0 umol L™! (FC = 1,19 + 0,04), sendo entdo este
intervalo selecionado para o restante dos estudos.

Desta forma, a fim de se obter a corrente de oxidacdo real do TRA na
determinacdo simultédnea, necessitou-se subtrair do valor total do sinal de
corrente de oxidacdo no potencial de 1600 mV (PAR + TRA), a corrente de
oxidacdo do PAR no potencial de 850 mV x FC, encontrando-se assim o valor
exato da corrente de oxidacdo do TRA (Eg. 6). Com isso, foi possivel

quantificar ambos os analitos simultaneamente, sem interferéncia.

TABELA 4.13 - Valores do fator de correcdo em funcao de cada concentracao
do PAR

Concentracéao de PAR Fator de Correcéo Media do Fator de
(pmol L71)2 (FC)2 Correcéo
0,20 3,51
0,40 2,60 _
0,80 1,95
1,00 1,26
2,00 1,19
4,00 1,15
8,00 1,25
20,0 118 1,19+0,04
40,0 1,16
80,0 1,18
100,0 1,23
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FC = !Parasoomv) Eq.5

IpaRr (850 mv)

Itpa = Itotai 1600 mv) — (FC X Ipgg (850 mv)) Eq. 6

Na sequéncia, apos a otimizacdo de todos os parametros, o procedimento
proposto utilizando-se FIA-MPA para a determinacdo simultdnea de PAR e
TRA, construiu-se as respectivas curvas analiticas. Na FIGURA 4.23 (a) sédo
apresentados 0s amperogramas para duas concentragdes diferentes de PAR (A e
B), utilizadas para o célculo do FC, e oito adi¢des de solucBes padrdo contendo
PAR e TRA (C —J: 1,0 - 100,0 umol L™'e de 0,08 — 10,0 umol L™ ! para o PAR
e TRA, respectivamente), bem como das amostras biologicas (K — N). Na
FIGURA 4.23 (b) e (c) estdo representadas as curvas analiticas obtidas para a
determinacédo simultédnea de PAR e TRA. Como pode ser observado, a corrente
de oxidacédo dos analgésicos aumentou linearmente de 1,0 — 100,0 umol L' para
0 PAR e de 0,08 — 10,0 umol L' para o TRA, seguindo as equacdes de

regressao linear:

Al (1A) = 0,086 + 7,656 x 10° Cpar (Mol L™Y); (r = 0,999)
Al (RA) = -0,019 + 2,991 x 105 Crra (Mol L™Y); (r = 0,999)

Os LDs obtidos foram de 0,03 umol L' para o PAR e de 0,04 umol L™!
para 0 TRA. O LD para o PAR foi calculado utilizando-se trés vezes o
sinal/ruido no potencial de 850 mV (3S / Ngsomv) € para 0 TRA foi determinado

levando em conta a soma dos ruidos a 850 mV e 1600 mV (3S / (Ngsomv +
N1soomv)).
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FIGURA 4.23 - (a) Amperogramas obtidos utilizando-se FIA-MPA apdés
sucessivas injecdes de solucdes eletroliticas contendo apenas o PAR (A - B: 2,0
e 80,0 umol L!) e de forma simultanea contendo PAR (C — J: 1,00; 2,00; 4,00;
8,00; 20,00; 40,00; 80,00 e 100,0 umol L) e TRA (C — J: 0,08; 0,20; 0,40;
0,80; 2,00; 4,00; 8,00 e 10,00 umol L) e solucdes de quatro amostras de
fluidos bioldgicos adequadamente preparadas (K — N). Curvas analiticas obtidas
para o (b) PAR e para o (c) TRA. Solucéo transportadora: H,SO4 0,05 mol L;

volume de injecdo: 350,0 uL e vazdo: 3,8 mL min™!.

Na TABELA 4.14 € apresentada uma comparacdo do desempenho

analitico do procedimento proposto empregando-se FIA-MPA e o0 BDDE-PTC
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com outros procedimentos descritos na literatura para a determinagdo simultanea
de PAR e TRA.

TABELA 4.14 - Comparacdo entre varios métodos eletroanaliticos propostos

para a deteccdo simultéanea de PAR e TRA.

) Faixa linear LD
Eletrodo Método Ref.
(umol L) (umol L)

PAR TRA PAR TRA

NP/GCE DPV 0,1-100 10-1000 0,05 5 [51]
MWCNTSs/GCE DPV 05-210 2-300 0,085 0,361 [50]
D50wx2/GNP/GPE~ SWV 0,03-46 0,03-46 0,004 0,01 [55]

NiFe,O,~Grph/CPE~ SWV 0,01-9 0,03-9 0,004 0,003 [52]

Este
BDDE-PTC MPA 10-100 0,08—-10 0,030 0,040 trah
rab.

NP/GCE - carbono vitreo modificado com nanoparticulas de carbono;
MWCNTSs/GCE - carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de
paredes multiplas; D50wx2/GNP /CPE - pasta de carbono vitreo modificado
com nanoparticulas de ouro e D50wx2; NiFe,O,~Grph/CPE - pasta de carbono

modificado com nanocompositos de 0xido-grafeno e NiFe,O4,

No procedimento proposto foi possivel obter um LD menor do que o0s
relatados por Babaei et al.®® e Ghorbani-Bidkorbeh et al.>! e maior do que os
apresentados por Afkhami et al.>? e Sanghavi et al.>®. No entanto, estes autores
utilizaram eletrodo modificado com nanocompasito, enquanto o procedimento
aqui proposto ndo envolveu o uso de eletrodo modificado, além disso foi
possivel obter um tempo curto de andlise (aproximadamente 85 injecdes h™!), ou

seja, muito menores do que de técnicas como SWV e DPV, ndo necessitou de
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tempo de agitacdo ou de pré-concentracdo do analito na superficie do eletrodo,

além do baixo consumo de amostras e elevada repetibilidade.

4.5.4 - Estudo de repetibilidade e de possiveis interferentes

A precisdo do procedimento utilizando FIA-MPA proposto foi avaliada
por meio de estudos de repetibilidade intra-dia e inter-dias. Sendo que, para 0s
estudos de repetibilidade intra-dia foram realizadas 10 medidas amperométricas
(n = 10) em um mesmo dia para trés solucdes de PAR (2,0, 20,0 e 100,0 x 10°®
mol L) e TRA (0,2, 2,0 e 10,0 x 10 ®mol L™?) de forma simultanea utilizando
H,SO,4 0,05 mol L™ como solugéo transportadora, como pode ser observado na
FIGURA 4.24. Deste modo, os valores de RSD obtidos para as correntes de pico
anodica coletadas para as trés medidas realizadas foram iguais a 1,28%, 1,03% e
2,62% para o PAR e de 1,20%, 0,87% e 1,40% para o TRA, respectivamente.

Para os estudos de repetibilidade inter-dias (n = 3) comparou-se as
correntes de pico registradas para as medidas amperometricas realizadas durante
trés dias empregando-se as mesmas trés solucdes do estudo de repetibilidade
intra-dia. Desta forma, os valores de RSD encontrados neste estudo foram de
1,45%, 2,47% e 3,04% para 0 PAR e de 2,50%, 4,62% e 3,94% para 0 TRA,
respectivamente. Os valores de RSD obtidos para os estudos de repetibilidade
intra-dia e inter-dias demonstraram, mais uma vez, a boa estabilidade de
resposta do BDDE-PTC acoplado ao sistema FIA-MPA.
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FIGURA 4.24 - Amperogramas obtidos usando-se FIA-MPA e um BDDE-PTC
para sucessivas injeces da solucdo do eletrélito suporte contendo PAR (2,0;
20,0 ou 100,0 pmol L) e TRA (0,2; 2,0 ou 10,0 umol L™'). Solucéo
transportadora: H,SO,4 0,05 mol L™!; volume de injecédo: 350,0 pL e vazdo: 3,8

mL min!,

A fim de avaliar a seletividade do procedimento para a determinacdo
simultédnea de PAR e TRA em formulacbes farmacéuticas, os possiveis efeitos
de interferéncia de alguns dos excipientes normalmente encontrados nestas
amostras foram estudados. Os estudos foram realizados para uma solugéo
padrdo de PAR e TRA na presenca destes concomitantes em duas razbes de
concentracdes distintas de 1:1 e 1:10 (solugédo padréo: excipiente) como pode ser
observado na TABELA 4.15. Os sinais de corrente destas solugdes foram
comparados com 0s obtidos para a solucdo padrdo na auséncia de qualquer
excipiente.

Como pode ser observado, apenas a povidona K30 na razdo de
concentragdo de 1:10 apresentou um RSD significativo (> 10%). No entanto,
considerando que a concentracdo de povidona K30 em amostras farmacéuticas é

muito menor do que aquelas aqui investigadas, a sua interferéncia ndo devera ser
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significativa durante a analise de amostras farmacéuticas'!. Ao se realizar uma
analise dos valores de RSD obtidos na raz&o de concentracdo de 1:1 (TABELA
4.15), pode-se concluir que o método proposto foi seletivo para a determinacgéo
de PAR e TRA em uma matriz contendo o0s excipientes investigados, uma vez,

que os valores de RSD foram menores do que 5,0% em todos 0s casos.

TABELA 4.15 - Efeito de possiveis interferentes na determinacdo

amperométrica de PAR e TRA em formulacdes farmacéuticas

PAR (%)? TRA (%)?
Excipiente

1:1 1:10 1:1 1:10
Amido -0,3 -1.3 -1.3 2,7
Celulose microcristalina 0,3 -1,5 -2,5 0,9
Estearato de magnésio 0,8 -3,7 0,6 -0,5
Dioxido de silicio coloidal -1,0 -2,3 2,2 -1,0
Croscarmelose sodica 0,3 0,3 -1,7 0,3
Pigmento de oxido de ferro amarelo  -1,3 -1,9 -3,3 —-3,6
Glicolato de amido sddico —0,2 -3,1 -1,3 2,0
Dioxido de titanio -1,6 —6,2 4,7 94
Povidona K30 -1,1 -12,9 -28 113

an=3.

4.5.5 - Determinacéo simultanea de PAR e TRA em formulacdes

farmacéuticas e fluidos biolégicos

O procedimento desenvolvido utilizando-se FIA-MPA e um BDDE-PTC
foi empregado para a determinagdo simultanea de PAR e TRA em amostras
farmacéuticas comerciais. As amostras também foram analisadas por HPLC
como método comparativo, sendo 0s erros determinados comparando-se 0S

conjuntos de teores destes farmacos obtidos empregando-se os dois metodos
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analiticos menores que 5%. Os resultados de ambos o0s procedimentos, proposto
e comparativo, sdo mostrados na TABELA 4.16. Além disso, ambos 0s métodos
foram comparados estatisticamente aplicando-se o teste t-pareado para um nivel
de confianga de 95%. Os valores calculados para 0 te, de ambos os analgésicos
PAR (0,68) e TRA (1,00) foram menores do que o valor obtido para o valor do
teritico (12,71), €, por conseguinte, pode-se concluir que ndo houve diferencas
estatisticas entre os resultados obtidos usando-se o0s dois procedimentos
analiticos, indicando assim a exatiddo do procedimento proposto utilizando-se
FIA-MPA e a sua eficicia na quantificacdo de PAR e TRA em amostras

farmacéuticas comerciais.

TABELA 4.16 - Resultados obtidos para a determinacdo simultanea de PAR e

TRA em amostras farmacéuticas comerciais

PAR (mg) TRA (mg)
Erro Erro
Amostra HPLC® FIA-MPA? HPLC? FIA-MPA?®
(%)° (%)°
| 323+6 339+7 5 34+1 35+3 3
1| 352+5 349+ 4 -1 370 372 0

8 n=3;PErro (%) = [(valor FIA—~AMP — valor HPLC) / valor HPLC] x 100.

Finalmente, dois tipos de amostras biologicas sintéticas (urina e soro
humano) fortificadas com duas concentragdes conhecidas de PAR (5,0 x 10 e
6,0 x 10° mol L™?) e TRA (5,0 x 107 e 6,0 x 10°° mol L) foram analisadas
simultaneamente empregando-se 0 método amperométrico proposto. Na Tabela
4.17 estdo apresentados os resultados obtidos para a quantificacdo simultanea de
PAR e TRA em amostras sintéticas de urina e de soro humano em diferentes
concentracdes de PAR e TRA empregando-se a técnica de adicdo e recuperacao.
Desta forma, foi possivel avaliar o efeito de matriz deste tipo de amostra, no

qual, encontrou-se um valor médio de recuperagdo para ambos os analitos, na
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faixa de 90,8% a 105% (PAR) e de 93,3% a 106% (TRA), mostrando a

potencialidade do método amperométrico desenvolvido para a determinacéo
simultanea de PAR e TRA em amostras bioldgicas.

TABELA 4.17 - Determinacdo simultdnea de PAR e COD em amostras de

fluidos biologicos

PAR TRA
Amostra Adic. Encont? Rec. Adic. Encont? Rec.
(umol L")  (umolL™) (%) (umolL™) (umolL™) (%)
Urina 5,00 454 +0,02 90.8 0,50 0,53+0,01 106
Urina 60,0 62,8+0,2 105 6,0 56+0,1 933
S.H. 5,00 4,64+0,03 928 0,50 0,48+0,01 96,0
S.H. 60,0 624+04 104 6,0 57+0,1 950

an = 3, Adic. = Adicionado; Determ. = Determinado; Rec. = Recuperado; S.H. =

Soro humano.
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5 - CONCLUSOES

Analisando-se os resultados obtidos foi possivel selecionar algumas
consideragOes referentes ao BDDE e sua aplicagdo no desenvolvimento de
procedimentos eletroanaliticos para a determinacdo simultanea de alguns
analgésicos. O PTC realizado na superficie do BDDE proporcionou uma
melhora na atividade eletroquimica dos analitos, possibilitando assim adquirir
melhores condicBes analiticas do procedimento desenvolvido, como LD,
sensibilidade e também diminuicdo do potencial de trabalho.

Com a determinacédo da area eletroativa do BDDE diante dos diferentes
pré-tratamentos (catddico ou anddico) concluiu-se que as areas eletroativas
foram menores que a area geométrica, iSso provavelmente porque estes
eletrodos possuem uma superficie predominantemente semicondutora, ou seja, a
area eletroativa varia conforme a quantidade de boro no BDDE. Foi possivel
concluir também que a melhora da atividade eletroquimica do BDDE para
alguns analitos, ndo esta relacionada apenas com a area eletroativa, mas também
com os diferentes grupos funcionais presentes na superficie do BDDE ap0s 0s
diferentes pré-tratamentos eletroquimicos e as interacOes eletrostaticas destes
grupos funcionais com o analito em estudo.

Utilizando a SWV e o BDDE-PTC para a determinacdo da COD ou
simultaneamente de PAR e COD se mostraram altamente sensiveis com LDs
relativamente baixos: 1,19 nmol L™ para a COD ou 18 e 14 nmol L™ para o
PAR e COD, respectivamente. Esses valores encontrados neste trabalho estdo
entre 0s mais baixos obtidos empregando-se um método eletroquimico
verificado até entdo na literatura. Além disso, o método foi aplicado com
sucesso para a determinacdo simultinea em amostras de formulacdes
farmacéuticas comerciais, com resultados semelhantes (a um nivel de confianca
de 98%) aos obtidos utilizando um método de referéncia (HPLC). Também,

foram obtidos resultados precisos e exatos das concentracdes de PAR e COD em
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amostras de urina e soro humano. Conclui-se assim, que o0 procedimento
proposto (SWV) foi uma excelente opcdo para a determinacdo exclusiva de
COD ou PAR e COD simultaneamente.

A técnica de FIA-MPA combinado com um BDDE-PTC, levou ao
desenvolvimento de um procedimento de alto desempenho analitico para a
determinacdo simultanea de PAR e COD, com excelente detectabilidade,
sensibilidade e seletividade. A otimizacdo dos pardmetros experimentais
resultou em LDs relativamente baixos: 0,030 umol L para o PAR e de 0,035
umol L™ para a COD, respectivamente. Além disso, foi obtida uma frequéncia
analitica de 90 determinacdes h™*. A aplicabilidade do procedimento proposto
foi avaliada na determinacdo simultinea de PAR e COD em amostras
farmacéuticas e fluidos bioldgicos. Os resultados obtidos para as analises de
formulacgdes farmacéuticas foram semelhantes aos obtidos utilizando o método
cromatografico (a um nivel de confianca de 95%). O procedimento
desenvolvido é uma alternativa em potencial para a determinacdo simultanea de
PAR e COD em amostras de diferentes matrizes.

O procedimento analitico desenvolvido empregando FIA—MPA
juntamente com um BDDE—PTC para a determinacdo simultanea de PAR e
TRA se mostrou bastante simples, rapido e eficiente, apresentando resultados
concordantes com aqueles obtidos empregando-se 0 método cromatografico
(método comparativo) a um nivel de confianca de 95%. Além disso, este
procedimento apresentou alta frequéncia analitica (aproximadamente 85
determinacOes h™t). Ademais, o procedimento proposto apresentou excelentes
LDs: 0,030 pmol L™ para o PAR e de 0,040 pmol L™ para 0o TRA,
respectivamente.

Todos os procedimentos analiticos desenvolvidos neste trabalho de
mestrado apresentaram condicdes analiticas bastantes satisfatdrias para a
deteccdo e guantificacdo simultadnea dos analgesicos em amostras farmacéuticas

e fluidos bioldgicos. Alem do que, apresentaram vantagens de ndo haver a
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necessidade de uma separacdo prévia e apenas uma simples diluicdo como
preparacdo das amostras. Assim, todos estes procedimentos foram simples,
rapidos, precisos e ndo necessitaram de reagentes de alta toxicidade e ainda foi
empregada instrumentacao de custo relativamente baixo.
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