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RESUMO

Felix, F.S. Novos Materiais para Aplicac6es Analiticas nas Determinacoes de
Compostos Organicos de Interesse Farmacéutico e Ambiental. 2009. 139p. Tese
(Doutorado) — Programa de P6s-Graduag¢do em Quimica (Quimica Analitica). Instituto
de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Sensores de filme de carbono, construidos a partir de resistores com 2 Q de
resisténcia nominal, foram utilizados para aplicacbes em areas de interesse ambiental
e farmacéutico sem a modificagdo prévia de suas superficies. Através de um
tratamento eletroquimico em meio acido, é possivel obter uma faixa de potencial (para
ambos os limites anddico e catédico) maior comparado aos eletrodos de carbono
convencionalmente utilizados. Devido ao fato dos sensores serem confeccionados em
escala industrial na Alemanha, seu custo € muito baixo, tornando possivel sua
utilizag@o na forma de eletrodos descartaveis. Além disso, séo caracterizados por uma
grande versatilidade, reprodutibilidade e estabilidade. Para comprovar a viabilidade
dos eletrodos de filme de carbono como transdutores voltamétricos, amostras de
paraquat foram analisadas em aguas de rio e potavel. A associacdo com a voltametria
de onda quadrada possibilitou obter um limite de deteccéo inferior ao limite maximo
estabelecido para o herbicida em agua potavel. Estudos por voltametria ciclica
mostraram dois picos para a reducdo do paraquat, similares aos descritos na
literatura. Os sensores de filme de carbono também foram adaptados ao sistema de
andlise por injegao em fluxo para a determinagdo amperométrica de paracetamol e de
ambroxol em formulagbes farmacéuticas. Em ambos os estudos, foi possivel obter
ampla faixa linear de concentragdo, baixos limites de deteccdo e sensibilidade
elevada. Estudos de repetibilidade com os dois analitos apresentaram desvios
padrbes relativos de até 3%, comprovando a auséncia de efeito de memoria. Os
resultados obtidos durante as analises em fluxo com o0s novos sensores
amperométricos concordaram com as metodologias descritas nas farmacopéias. Ao
longo dos quatro anos de doutoramento também foram desenvolvidos outros estudos,
0s quais estao descritos nos apéndices desta tese.

Palavras-chave: sensores; filmes de carbono; andlises de farmacos; pesticidas;
amperometria; voltametria de onda quadrada.



ABSTRACT

Felix, F.S. New Materials for Analytical Application in Organic Compound
Determination for Pharmaceutical and Environmental Interests. 2009. 139p. PhD
Thesis — Graduate Program in Chemistry (Analytical Chemistry). Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Carbon film sensors, built from resistors of 2 Q nominal resistance, were
employed for application in the environment and pharmaceutical fields without
previous modification of the electrode surface. When these sensors are
electrochemically treated they obtain a wider potential window (both anodic and
cathodic regions) than many other forms of carbon. Due to the fact that sensors are
produced on industrial scale in Germany, the cost of each unit is very low, a feature
that enables the use of these electrodes in disposable form. Moreover, they have
great versatibility, reproducibility and stability. To prove the suitability of the carbon
film electrodes as voltammetric sensors paraquat samples were analysed in river and
drinking water. The association with the square wave voltammetry led to a detection
limit below the allowed upper limit for herbicide analysis in drinking water. Previous
results with cyclic voltammetry showed two peaks for paraquat reduction, in agreement
with the literature data. The carbon film sensors were also adapted to the flow injection
analysis system for amperometric determination of acetaminophen and ambroxol in
pharmaceutical formulations. It was possible to obtain a wide linear working range, low
detection limit and high sensitivity for both analytes. During the repeatabilty studies,
acetaminophen and ambroxol showed relative standard desviations lower than 3%
without any memory effect. The results obtained with a new amperometric sensor
associated to FIA were in good agreement with those recommended by
pharmacopoeias. In the appendices of this thesis are described other studies which
have been developed for four years of PhD.

Keywords: sensors; carbon films; pharmaceutical analyses; pesticides;
amperometry; square wave voltammetry.
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Um sensor quimico pode ser definido como um dispositivo que permite a
coleta de dados e obtencdo de informagdes, geralmente continuas, sobre o
ambiente no qual esta inserido. Geralmente, ele fornece um tipo de resposta
relacionada diretamente com a concentragdo de uma espécie quimica de interesse
[1]. Um sensor quimico ideal deve funcionar de maneira reversivel e realizar a
medicdo diretamente na matriz da amostra, sem preparo prévio. Dentre estes
sensores, 0s eletroquimicos (condutométricos, potenciométricos e voltamétricos sao
0S mais comuns) sao aqueles em constante desenvolvimento e aprimoramento além
de seu uso ser ainda crescente em diversas areas tais como farmacéutica, clinica,
ambiental e industrial. Isto se deve, principalmente, a criacdo de novas
possibilidades para manipular as propriedades destes sensores, dentre as quais
tem-se a eletrocatdlise, a prevencdo de envenenamento de superficies, a
seletividade e a pré-concentracdo de espécies de interesse [2]. Caracteristicas
vantajosas também inerentes ao uso dos sensores eletroquimicos referem-se a
portabilidade, facilidade de automacao e possibilidade de miniaturizacao.

Consultando bases de dados, como por exemplo o ISI Web of Knowledges,
pode-se ter uma idéia da extensdo da producado cientifica da area. Utilizando as
palavras “electrochemical and sensor”, foi possivel encontrar um nimero superior a
6000 artigos cientificos publicados a partir de 1990. Estas pesquisas descrevem
novos materiais, aplicacdes em diversas amostras, novos métodos de fabricacéo de
sensores, estratégias para melhoria na seletividade e nos limites de deteccéo, entre
outros [3-6]. A fabricacdo de sensores descartaveis [7,8] e o desenvolvimento de
tecnologias que permitem a imobilizacdo de enzimas em sistemas eletrodicos para a
confeccdo de biossensores com elevada estabilidade também tém atraido o
continuo interesse de pesquisadores [9,10]. Sofisticados métodos para “screen-
printing” surgem rotineiramente na literatura [11,12] e a possibilidade de fabricagao
de microeletrodos isolados ou na forma de “arrays”, os quais viabilizam ganho de
sensibilidade e abrem perspectivas para o monitoramento multielementar [13-15],
impulsionam pesquisas para aplicacoes rotineiras.

Um grande numero de novos materiais tem sido recentemente sintetizados e
suas propriedades e aplicacées eletroquimicas ainda nao foram estudadas
extensivamente. A utilizacdo das diferentes formas de carbono dopado com
heteroatomos de boro e nitrogénio, entre outros, sdo exemplos [2,16].
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Sensores de resistores de carbono dopados com nitrogénio apresentam uma
ampla janela de potencial anddico e catddico similar aquelas dos eletrodos de
diamante dopado com boro, permitindo assim a quantificacdo de compostos que nao
podem ser determinados de forma favoravel com outros eletrodos convencionais
(carbono vitreo, platina e ouro). Esta particularidade possibilitou a determinacao de
zinco, em nivel de tracos, sem a inconveniente interferéncia da geracao de
hidrogénio [17]. Outras vantagens destes sensores sdo o baixo custo, facilidade da
sua utilizacdo durante as analises além de serem descartaveis, eliminando as etapas
de limpeza e polimento do sensor durante os experimentos.

Os novos sensores sao construidos a partir de resistores de filme de carbono
(resisténcia nominal de 2 Q, comprimento de 0,4 cm e diametro de 0,15 cm),
confeccionados na Alemanha e “descobertos” para aplicacbes eletroanaliticas pelo
professor Christopher Brett da Universidade de Coimbra, com quem temos
trabalhado em colaboragéo.

Os sensores voltamétricos, principalmente os amperométricos, tém sido
associados extensivamente aos sistemas em fluxo oferecendo alta sensibilidade,
respostas rgpidas e a possibilidade de monitoramento continuo, resultantes das
caracteristicas hidrodindmicas [18,19]. Além disso, podem ser utilizados como
detectores em cromatografia liquida e eletroforese capilar, salientando as vantagens
dessas técnicas de separacgao [20,21].

A alta sensibilidade encontrada na associacao entre os sistemas por injecao
em fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis) e a deteccao amperométrica €
devida, principalmente, ao signficativo aumento do transporte de massa para a
superficie do transdutor. Durante as analises, um potencial € aplicado ao eletrodo de
trabalho e a intensidade da corrente de pico € monitorada em funcdo do tempo.
Dentro de certos limites, esta corrente é proporcional a concentracdo do analito [22].
Em alguns casos, uma seletividade maior € alcangada através da escolha de um
potencial menor aplicado ao transdutor, embora as custas de reducdo de
sensibilidade. A sensibilidade também é favorecida pela combinagcdo da vazao do
sistema, da geometria, material e posicionamento do detector em relacao ao fluxo da
solucédo, além do volume de amostra utilizado. O detector posicionado frontalmente
ao fluxo é mais vantajoso porque o transporte de massa é mais efetivo e garante

uma limpeza eficiente de sua superficie ap6s passagem da zona de amostra [22,23].
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A combinacdo dos sistemas em fluxo com os detectores amperométricos,
para a determinacao de diversos analitos de interesse, vem sendo implementada
com sucesso pelo nosso grupo de pesquisa [24-30]. No presente trabalho, sao
apresentados estudos em que sensores amperomeétricos foram desenvolvidos para
aplicacées analiticas quando associados a FIA. Neste contexto, fez-se uso de
resistores de filme de carbono como transdutores em estudos envolvendo a
quantificacao de paracetamol (analgésico e agente antipirético) e ambroxol (agente
expectorante) em formulacbes farmacéuticas.

Os resistores de filme de carbono foram também associados a técnica de
voltametria de onda quadrada (SWYV, do inglés Square Wave Voltammetry) para a
quantificacdo do herbicida paraquat em amostras ambientais. A SWV é uma das
técnicas de pulso mais rapidas e sensiveis. Os limites de detecgdo podem ser
comparados aqueles encontrados em cromatografia [31]. A alta sensibilidade
alcancada pela SWYV é devido a combinagédo entre uma etapa de pré-concentracao
do analito (eletrolitica ou adsortiva) com procedimentos avancados de medicao [32].
Além disso, sua teoria e o0s modelos matematicos foram desenvolvidos
considerando, também, as espécies eletroativas adsorvidas na superficie eletrodica
e reacOes redox totalmente irreversiveis [33]. A descricdo detalhada desta técnica
voltamétrica e suas aplicacbes ja estdo bem difundidas na literatura [31-34]. Nos
ultimos anos, a utilizagdo da SWV na quantificacdo de diferentes classes de
pesticidas em diversas amostras tem mostrado crescimento exponencial [35-39].
Porém, muitos estudos desenvolvidos com diferentes transdutores mostraram a
necessidade do emprego de artificios para contornar os problemas de adsorcao do
paraquat na superficie dos eletrodos de trabalho [40-43].



2. OBJETIVOS
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A crescente demanda de andlises quimicas e a necessidade de
monitoramento continuo dos processos de producdo e controle de qualidade nas
diversas areas tem direcionado estudos no sentido de buscar novos materiais para o
desenvolvimento de sensores eletroquimicos que sejam mais facilmente
construidos, possibilitem andlises reprodutiveis, possuam alta seletividade e
sensibilidade, apresentem resposta em tempo real, entre outras propriedades
desejadas durante as analises eletroanaliticas.

A proposta deste trabalho é dar contribuicées a area do desenvolvimento de
detectores eletroquimicos. As atividades de pesquisa descritas ao longo deste texto
sdo baseadas na construcao de novos sensores, a partir de resistores de filme de
carbono, para aplicacdes em areas de interesse ambiental (paraquat) e farmacéutica
(paracetamol e ambroxol).

Paraquat, assim como os demais pesticidas, € tradicionalmente quantificado
através da cromatografia liquida [44-47]. A cromatografia requer a utilizagdo de
algumas etapas prévias de preparacdo da amostra, evitando assim os interferentes
e, principalmente, a contaminacdo da coluna cromatografica que pode levar a
resultados errbneos e danosos. Esta etapa prévia de preparacao, muitas vezes, é
longa e complexa, o que faz com que o tempo de analise aumente muito, e
consequentemente eleve os custos da andlise. Em funcdo destas desvantagens,
surgiu a necessidade de desenvolver métodos eletroanaliticos para a quantificacao
do paraquat que fossem mais rapidos, de baixo custo e tdo sensiveis quanto aqueles
alcancados com as técnicas cromatogréficas. Além disso, buscar metodologias que
contornem os problemas de adsorcédo do herbicida na superficie dos transdutores é
também necessario.

Na primeira etapa deste trabalho, foram associadas as vantagens do emprego
das técnicas voltamétricas (voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada) com
as caracteristicas vantajosas dos novos sensores (baixos limites de deteccao,
sensibilidade elevada e ampla faixa linear de concentracdo) para o estudo do
comportamento eletroquimico do paraquat assim como a sua quantificacdo em
amostras ambientais.

Na segunda etapa, os resistores de filme de carbono foram utilizados como
detectores amperométricos com excelente desempenho. Na deteccao
amperométrica, € aplicado ao eletrodo de trabalho um potencial constante e

suficiente para oxidar ou reduzir a espécie eletroativa de interesse, sendo a corrente



16

monitorada em funcdo do tempo. Levando-se em consideragdo que muitos
compostos organicos de interesse farmacéutico, biolégico ou ambiental podem ser
oxidados ou reduzidos, a aplicabilidade dos sensores amperométricos é ampla e
ainda pouco explorada. A facilidade de adaptacdo dos detectores amperométricos a
métodos de andlise por injecdo em fluxo (FIA) tem resultado no desenvolvimento de
sistemas simples com alta freqiéncia analitica. Neste contexto, os resistores de
filme de carbono foram utilizados como sensores amperométricos na determinacao
dos farmacos paracetamol e ambroxol em formulacées farmacéuticas.

Outros estudos foram desenvolvidos paralelamente as investigacées com os
novos sensores. O primeiro deles foi a quantificagdo de epinefrina, farmaco que
pertence a familia das catecolaminas, em produtos farmacéuticos empregando
biossensores amperométricos. Os biossensores foram desenvolvidos a partir de
tecidos vegetais, provenientes de frutos de uma palmeira (cocos de Livistona
chinensis), facilmente encontrada no campus da Universidade de S&o Paulo. O
mesocarpo dos frutos, rico em enzima polifenol oxidase, foi empregado como fonte
natural de material enzimatico na construcao dos biossensores. As vantagens no
uso de tecidos vegetais como fonte de material biolégico para o desenvolvimento de
biossensores sdo bem conhecidas, dentre elas tem-se o0 baixo custo e a simplicidade
de construcado. Nos ultimos anos, este tipo de sensor vem sendo desenvolvido pelo
nosso grupo de pesquisa [25,48-50]. Detalhes deste estudo se encontram de forma
resumida no Apéndice A.

Um outro estudo foi realizado para a determinacdo de salbutamol em
formulacbes farmacéuticas, um agonista P.-adrenérgico seletivo, empregando
eletroforese capilar com deteccdo condutométrica sem contato (CE-C*D, do inglés
Capillary Electrophoresis with Capacitively Coupled Contactless Conductivity
Detection), descrito no Apéndice B. Esta técnica surge como uma alternativa
interessante na analise de farmacos por sua rapidez e seletividade além de
proporcionar limites de deteccdo compativeis com a concentragao de principio ativo
encontrado nos medicamentos. O equipamento de eletroforese capilar interfaceado
a um computador foi desenvolvido pelo grupo do professor Claudimir L. do Lago e
tem sido utilizado para analises de diferentes tipos de amostras reais tais como,
agua de coco, alcool combustivel, agua de represa e café [51-54].

As técnicas de analise térmica tém sido utilizadas para a caracterizagdo de

varios compostos sélidos, principalmente na area farmacéutica, sendo consideradas
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rapidas e apropriadas para o controle de qualidade e desenvolvimento de novos
medicamentos [55]. Em vista da potencialidade das técnicas termoanaliticas
aplicadas a farmacos, um estudo do comportamento térmico e estabilidade do
salbutamol em padrdo e amostra farmacéutica € descrito no Apéndice C. Além da
sua importancia no uso terapéutico, o salbutamol tem sido também considerado um

importante agente anabdlico [56].
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3.1. Sensores Voltamétricos

O desempenho das técnicas voltamétricas € fortemente influenciado pelo
material do eletrodo de trabalho. Conseqlientemente, muitos esforgcos sao direcionados
para a fabricagdo e manutencéo destes eletrodos. Durante muitos anos, os transdutores
de mercurio (gotejante ou filmes de mercurio) foram extensivamente utilizados nas
diversas andlises [57-60]. Isto se deve, principalmente, a ampla faixa de potencial de
trabalho catddico, elevada reprodutibilidade e superficie renovavel. Em funcdo da
limitagdo da faixa de potencial anddica e a toxicidade do mercurio, novos materiais
surgiram para a determinacao de diversos compostos, inclusive os organicos. Dentre
eles, destacam-se os eletrodos sélidos confeccionados a partir de diferentes materiais
tais como platina [61,62], ouro [63,64], niquel [65,66], cobre [67,68], prata [69,70],
paladio [71] e cobalto [72] e as diversas formas de carbono [73-75].

Os materiais a base de carbono geralmente apresentam corrente de fundo

mais baixa e uma faixa de potencial de trabalho mais ampla do que os demais
eletrodos solidos. Via de regra, eles sao de menor custo, mecanicamente estaveis e
estao disponiveis em uma variedade de formas tais como carbono vitreo, pasta de
carbono, fibras de carbono, diamante, grafite pirolitico, carbono vitreo reticulado,
fulerenos, nanotubos de carbono, resistores, entre outros. O eletrodo de carbono, na
sua forma mais simples, € bom condutor de eletricidade devido aos elétrons do
orbital © deslocalizado, formado pela sobreposi¢cao dos orbitais p de cada atomo de
carbono que compdem o plano lamelar de carbonos [76]. A Figura 1 apresenta
algumas das diferentes formas de carbono utilizadas em diversos estudos
eletroquimicos.
Assim como os demais transdutores sélidos, principalmente os de platina e de ouro,
os eletrodos de carbono também apresentam problemas de adsorcdo em suas
superficies oriundos dos processos eletrédicos que resultam na passivacao do
eletrodo e, conseqientemente, ao decréscimo do sinal analitico. Para contornar este
problema, muitos pesquisadores sugerem a aplicacdao de pulsos de potenciais
(positivos e/ou negativos), de maneira a eliminar o material indesejavel da superficie
do eletrodo. Além disso, o tratamento eletroquimico prévio pode atuar no
desempenho do eletrodo de modo a favorecer, por exemplo, a transferéncia
eletrbnica das espécies envolvidas ou aumentar a faixa de potencial de trabalho.
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Figura 1 — Diferentes formas do carbono: (a) grafite, (b) fulereno, (c¢) nanotubos, (d) fibras,

(e) carbono vitreo reticulado e (f) diamante [77-81].

A seguir, seréo discutidos estudos realizados com os diferentes sensores de
carbono (carbono vitreo, fulereno, nanotubos, grafite, diamante, pasta de carbono e
eletrodos impressos) na determinagdo de analitos envolvendo areas de interesse
farmacéutico e ambiental. Além disso, outros estudos envolvendo o novo sensor

(resistor de filme de carbono) em diferentes matrizes serdo apresentados.

3.1.1. Eletrodos de Carbono Vitreo

O carbono vitreo é um material comumente empregado nos estudos
eletroquimicos e eletroanaliticos devido a suas propriedades mecanicas e elétricas
favoraveis. Suas caracteristicas fisicas favorecem a montagem experimental, pode
ser polido facilmente, é compativel com a maioria das solucbes e eletrélitos

utilizados bem como sua superficie pode ser modificada adequadamente seguindo
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diversos caminhos, como por exemplo através da adsor¢cdo quimica do agente
modificador ou pela eletropolimerizacao [76].

Ha muitos estudos descritos na literatura envolvendo sensores de carbono
vitreo na quantificacdo de compostos organicos em amostras farmacéuticas e
ambientais. Eles podem ser ndo modificados [73,82-87] ou modificados com
diferentes agentes modificadores tais como polimeros condutores, ruténio, porfirinas,
bismuto, entre outros [88-93].

Um eletrodo de carbono vitreo foi empregado na determinagédo de ganciclovir,
um potente agente antiviral utilizado contra herpes, pelas técnicas voltamétricas de
pulso diferencial e onda quadrada em amostras farmacéuticas e fluido biolégico [82].
Este foi um dos primeiros trabalhos realizados com técnicas eletroquimicas no qual
apresentou limites de deteccdo na ordem de 10®° mol L' e sem a necessidade de
tratamento prévio das amostras.

Eletrodo de carbono vitreo recoberto com filme de bismuto foi utilizado na
quantificacdo de paration, pesticida organofosforado extremamente toxico, em
amostras ambientais [91]. Durante os estudos voltamétricos, um pico de reducao
irreversivel foi constatado em -620 mV (vs. SCE), sendo que nenhum pico foi
evidenciado com o eletrodo ndo modificado. Apds otimizacao das condicbes de
trabalho (potencial e tempo de deposicdo do bismuto, valor de pH da solucao
eletrdlito, freqiiéncia, incremento de potencial, entre outros) a resposta voltamétrica
foi proporcional a concentragdo de paration na faixa compreendida entre 3,0 —
100 ng mL™". Além disso, os eletrodos de bismuto tém sido empregados como uma
alternativa atraente aos eletrodos convencionais de mercurio bem como sdo poucos
os estudos relatados com este sensor para analises de compostos organicos.

Um eletrodo de carbono vitreo modificado com porfirina tetrarrutenada de
cobalto, através de adsorcdo quimica, foi empregado na determinacdo de
metabissulfito em produtos farmacéuticos [90]. Este sensor amperométrico associado
a técnica de “Batch Injection Analysis” (BIA) levou a resultados que combinaram boa
repetibilidade dos sinais de corrente anddica (D.P.R. = 0,94 %, para 30 medicdes),
ampla faixa de concentracdo linear (2,5 x 107 — 5,0 x 10® mol L"), elevada
sensibilidade (924 mA mol™ L cm™) e baixo limite de detecgdo (8,1 x 10® mol L.

O carbono vitreo reticulado € quimicamente similar ao carbono vitreo
convencional. Este material poroso possui baixa expansao térmica, alta resisténcia a

corrosao, alta condutividade elétrica, baixa resisténcia a passagem de solucéo, area
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superficial grande (acima de 66 cm? cm™ para 100 poros por polegada) e inércia
quimica em uma ampla faixa de temperatura [76,94].

Em 1981, Wang [95] publicou o primeiro trabalho de revisdao do carbono vitreo
reticulado como um novo material para a construcdo de sensores em diferentes
aplicacbes eletroanaliticas, incluindo estudos com &cido ascoérbico, epinefrina,
L-dopa e espécies inorganicas.

Wieck e colaboradores [96] construiram biossensores de glicose para analises
em fluxo utilizando dois procedimentos de imobilizacdo da glicose oxidase na
superficie do carbono vitreo reticulado, a adsorcao fisica e a ligacdo quimica
covalente com carbodiimida. Eles concluiram que a imobilizacdo da enzima com
ligacdo covalente apresentou uma atividade maior (5,75 e 1,75 unidades g™’ para as
imobilizacbes com ligacdo covalente e por adsorcdo, respectivamente) para a
deteccao do analito. Em um outro estudo mais recente [97], os autores monitoram
amperometricamente peréxido de hidrogénio, produzido pela oxidacao enzimatica da
glicose, em +0,9 V (vs. SCE). Neste estudo, eles verificaram que as correntes de

oxidacéo foram lineares em uma faixa de concentragao restrita (2,5 — 10 mmol L™).

3.1.2. Eletrodos de Fulereno e Nanotubos

Os fulerenos foram descobertos em 1985, sintetizados pela primeira vez em
1990 e constituem uma das formas alotrépicas do carbono. Pode ser esférico,
elipsoidal ou cilindrico. O fulereno Cgy foi denominado “Buckminsterfullerene” em
homenagem ao arquiteto Richard Buckminster Fuller [76]. Recentemente muitos
pesquisadores tém estudado o comportamento eletroquimico dos filmes de fulerenos
parcialmente reduzidos que tornam-se excelentes condutores elétricos, dependendo
do cation presente na etapa de reducao [98-103]. Dessa maneira, os filmes podem
ser utilizados como agentes modificadores promovendo a eletrocatalise, melhorando
a sensibilidade e a seletividade dos sensores durante as andlises [99]. Conforme
Csiszar e colaboradores [102], os fulerenos parcialmente reduzidos correspondem a
uma etapa transiente do processo no qual a reducao ocorre somente na superficie
do material. Ja os filmes de fulereno no estado neutro ou totalmente reduzidos néo
sdo muito utilizados nas anadlises eletroquimicas, pois impedem a difusdo ou

adsorcdo das espécies de interesse [103].
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Um eletrodo de ouro foi modificado com filme de fulereno Cgy para a
quantificacdo de dopamina na presenca de acido ascorbico. Dois picos anddicos
bem distintos de ambos os analitos foram observados em solucdo tampao fosfato
0,1 mol L™, pH 7,2 [99]. Durante os experimentos de voltametria de onda quadrada,
0 sensor permaneceu estavel durante 15 dias e apresentou um valor de limite de
deteccdo melhor (2,6 x 107"° mol L) comparado a outros detectores.

Eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de fulereno Cg foi utilizado
para a determinacdo de paracetamol em formulacdes farmacéuticas e amostras de
urina [100]. Este sensor apresentou um pico de oxidacdo do analito em uma regido
menos positiva assim como uma corrente anddica correspondente a quase o dobro
da obtida com um eletrodo de carbono vitreo convencional. A mudancga no valor da
resposta voltamétrica € um indicativo forte do comportamento catalitico do filme de
fulereno sobre a eletrooxidagédo do farmaco.

Os nanotubos de carbono s&o fulerenos cilindricos e foram descobertos por
lijima em 1991 [104]. Quanto ao numero de camadas, eles podem ser classificados
em simples (SWNT, single-wall carbon nanotubes) ou multicamadas (MWNT, multi-
wall carbon nanotubes). Um tipo especial de MWNT é o nanotubo de parede dupla
(DWNT, double-wall carbon nanotubes) [105]. Os nanotubos de carbono, por
apresentarem superficie com elevada estabilidade quimica, podem interagir
diretamente com poucos atomos ou moléculas em suas paredes. Em geral, algum
pré-tratamento em meio acido ou dispersdo do material em filme polimérico é
necessario para eliminar impurezas, melhorar a transferéncia eletrénica ou permitir a
funcionalizacao dos nanotubos [106]. A funcionalizacdo, alteracdes nas propriedades
eletrGnicas e estruturais do material, pode ocorrer através de suas paredes, pontas
ou por encapsulamento. Estas alteracdes associadas a grande resisténcia e
flexibilidade mecéanica do material fazem com que os nanotubos sejam explorados
para confeccdo de sensores, dispositivos eletrénicos e eletromecanicos [105].
Porém, um dos problemas enfrentados pelos pesquisadores para a preparacao
destes sensores € a baixa solubilidade deste material frente a solventes comuns.

Huang e colaboradores [107] desenvolveram um método voltamétrico para a
quantificacao de ofloxacina, um antibiético utilizado principalmente contra bactérias
do tipo Gram-negativo, em produtos farmacéuticos. Uma suspensdo estavel e
uniforme de MWNT (previamente tratado em meio &cido por 5 horas) e Nafion® foi

obtida apdés a evaporacdo do etanol em temperatura ambiente, recobrindo a



24

superficie de um eletrodo de carbono vitreo. Nas condi¢des de otimizacdo dos
experimentos (quantidade da suspensao MWNT-Nafion, valor de pH da solugcédo
eletrolito de tampéo fosfato, potencial e tempo de acumulacao, velocidade de varredura,
entre outros) a corrente de oxidacao foi linear com a concentracao do farmaco em uma
faixa compreendida de 0,5 até 100 x 10°® mol L. Os autores concluiram que com este
sensor foi possivel obter um intervalo de concentracdo mais amplo em comparacao
aqueles alcancados através de métodos espectrofotométricos, cromatografia liquida
e quimiluminescéncia, descritos na literatura.

Além dos nanotubos de carbono serem utilizados na determinagdo de
compostos organicos em formulagbes farmacéuticas [108-110], eles também tem
sido propostos como materiais eficientes para remocédo de poluentes, como por
exemplo, a atrazina, um herbicida que pode atuar como desregulador hormonal
[111]. Os autores verificaram que a capacidade de adsorcdo deste herbicida
dependia da area superficial do sensor e de outros fatores, bem como o processo foi
espontaneo e exotérmico. Ainda neste estudo, MWNT mostrou ser melhor agente
adsorvente do que SWNT para a remocéao de atrazina em aguas residuarias, embora

o custo do material fosse ainda relativamente alto.

3.1.3. Eletrodos de Diamante

Os materiais de diamante representam uma nova classe de carbono que
exibem um futuro promissor, particularmente, para aplicacoes eletroanaliticas [76].
Estudos eletroquimicos com este material tiveram um inicio relativamente tardio,
aproximadamente 20 anos atrds. O diamante apresenta uma alta dureza e
consequientemente, sua etapa de preparacao requer altas temperatura e pressao.
Um outro inconveniente € o fato de ser um isolante elétrico, ou seja, ndao é um bom
condutor de eletricidade o que o torna inaplicavel como material de eletrodo [112].

Quando o diamante é dopado com boro ou outro agente dopante, torna-se um
material semicondutor. Melhora das caracteristicas de condutividade elétrica e em
consequéncia outras propriedades eletroquimicas podem ser verificadas a partir de
um nivel de dopagem da ordem de 10%° cm™ (um &tomo de boro correspondendo a
1000 atomos de carbono) [113]. Outras caracteristicas importantes devem ser

também ressaltadas tais como boa transparéncia Optica, inércia quimica, baixo
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coeficiente de friccdo, estabilidade morfolégica e microestrutural a altas
temperaturas (em torno de 180 °C), alta resisténcia quimica, ampla janela de
potencial de trabalho e baixa corrente de fundo [114,81]. Mesmo para o diamante
dopado, a sua reatividade pode variar consideravelmente. Dessa maneira, a
superficie do sensor ainda pode ser renovada ou condicionada através de polimento,
tratamentos por plasma ou aplicagdes de potenciais anddico ou catddico, entre
outros [113].

A eletrooxidacao de naproxen, um antiinflamatério indicado para o tratamento de
reumatismo e artrite juvenil, foi estudada em meio ndo aquoso (CHsCN + LiClOy)
utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro [115]. Verificou-se que a oxidacédo
do farmaco segue o mecanismo ECEC (eletroquimico/quimico/eletroquimico/quimico)
com 1 elétron envolvido na primeira etapa do processo, seguido da formacao de um
cation radicalar intermediario. Apdés uma rapida desprotonagédo, o analito é oxidado
irreversivelmente com a perda do segundo elétron. Um ataque nucleofilico ocorre para
a producdo do derivado acetamido de naproxen. Foi possivel a quantificacdo do
antiinflamatério em formulacdes farmacéuticas de maneira seletiva, rapida e precisa
utilizando a voltametria de pulso.

Codognoto e colaboradores [116] descreveram um método eletroanalitico
para a determinacao de carbaril, inseticida que pode causar efeitos neurolégicos ao
homem, empregando um eletrodo de diamante dopado com boro. Os resultados
voltamétricos mostraram uma melhora na sensibilidade apds um pré-tratamento
anddico do sensor em -3,0 V (vs. Ag/AgCl) durante 30 min. Este método mostrou ser
apropriado para o monitoramento do analito em dguas naturais sem a necessidade
de etapas prévias de tratamento da amostra, indispensaveis para varias
metodologias propostas na quantificacdo de pesticidas da familia dos

metilcarbamatos (incluindo carbaril).

3.1.4. Eletrodos de Grafite

O grafite é uma das formas alotrdpicas do carbono e pode ser encontrado na
forma natural ou sintética (produzido industrialmente com o uso de altas
temperaturas e pressdes) com propriedades fisicas e quimicas diferentes devido as

impurezas presentes. E um excelente condutor de calor e eletricidade, compressivel,
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maleavel, refratario em atmosfera inerte e exibe resisténcia ao ataque quimico e ao
choque térmico [117]. Os sensores de grafite pirolitico altamente ordenados com
planos normais e terminais possuem caracteristicas eletroquimicas diferentes devido
a natureza das ligacdes quimicas de carbono que ocorrem na superficie dos planos.
Nos planos normais, as camadas de grafite estdo dispostas paralelamente a
superficie com um espagamento de 3,35 A. Os defeitos de superficie ocorrem na
forma de degraus expondo os terminais das camadas de grafite pirolitico conferindo,
normalmente, uma transferéncia eletrénica mais rapida [118].

A superficie do eletrodo de grafite pirolitico foi modificada com nanotubos de
carbono e funcionalizada com o complexo de tetra-aminoftalatocianina de cobalto
para a determinacdo de asulam, herbicida pertencente ao grupo dos carbamatos
[119]. Este sensor mostrou valores de corrente anddica seis vezes maior assim
como o potencial de oxidagdo apareceu em uma regido menos positiva, em
comparacao ao sensor de grafite ndo modificado. Estudos de recuperacdo foram
realizados em amostras de agua natural e o valor encontrado foi de 105 £ 0,10 %.

Os eletrodos de pasta de carbono sédo preparados a partir de uma mistura de
pd de grafite com liquidos orgénicos imisciveis e de carater ndo eletrolitico tais como
6leo mineral, parafina, silicone, entre outros. Estes sensores foram idealizados para
serem utilizados em intervalos de potenciais mais positivos onde os eletrodos de
mercurio ndo séo aplicaveis, tendo em vista a facil oxidagdo deste metal. Além disso,
eles foram empregados, inicialmente, em estudos mecanisticos de compostos
organicos [120].

Recentemente, um método voltamétrico foi proposto para a quantificacao de
tamoxifeno, farmaco utilizado no tratamento de cancer de mama, em formulagdes
farmacéuticas empregando um eletrodo de pasta de carbono [121]. Com este
sensor, verificou-se um unico pico anodico em +1,1 V (vs. SCE) utilizando uma
solugdo eletrolitica de tampéo acido acético/acetato de sédio em metanol. O método
mostrou ser rapido e sensivel em uma faixa de concentracéo linear de 7,0 x 107'° —
3,0x 108 mol L.

Os sensores de pasta de carbono podem ser facilmente modificados. A
principal razdo da modificagdo de sua superficie € obter um eletrodo novo com
propriedades eletroquimicas pré-definidas, como por exemplo a melhora da

seletividade. Esta caracteristica os torna um dos materiais mais convenientemente
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modificados com um ou mais componentes, especialmente com enzimas para a
construcao de biossensores [76].

Um interessante exemplo € o eletrodo de pasta de carbono modificado com
ftalocianina de cobalto para a determinacao de aziprotrina, herbicida do grupo das
triazinas, utilizando deteccdo amperométrica associada a sistema em fluxo [122].
Nos experimentos com voltametria ciclica, verificou-se que o0 sensor proposto
apresentou propriedades cataliticas. Além da corrente catédica ser maior, o
potencial de reducdo surgiu em uma regido mais favoravel -125 mV (vs. Ag/AgCl)
em comparacao a outros sensores com valores de -350 e -900 mV (vs. Ag/AgCl)
para pasta de carbono ndo modificada e carbono vitreo, respectivamente. Com este
sistema, utilizando uma vazao de 4,0 mL min™', algca de amostragem de 100 uL e um
potencial de -130 mV, foi possivel obter um limite de deteccdo de 2,0 x 10 °gmL" e
uma freqliéncia de amostragem de 60 determinacdes h™.

As pastas modificadas com a ftalocianina de cobalto tém sido utilizadas na
deteccao amperométrica de compostos que sao oxidados ou reduzidos em potenciais
extremos. A habilidade deste agente modificador em catalisar rea¢des catédicas ou
anddicas sugere que os quelantes metalicos sdo capazes de doar e receber elétrons.
Isto significa que as propriedades do metal ligadas a fitalocianina tém um papel
importante na determinagéo da atividade catalitica do sensor [123, 124].

Tecidos animais e vegetais tém sido incorporados em varios transdutores
eletroquimicos para a construcdo de biossensores na quantificacdo de diferentes
analitos, incluindo farmacos, horménios, neurotransmissores, aminoacidos, entre
outros compostos organicos. As vantagens do emprego de tecidos, principalmente
0s vegetais, em relacdo as enzimas isoladas incluem a maior disponibilidade,
simplicidade na construcdo de eletrodos e bioreatores, custo menor, maior
aplicabilidade quando acoplados com enzimas isoladas para formar os chamados
sensores hibridos, maiores estabilidade e vida util por manter a enzima em seu meio
natural. Porém, estes biossensores tissulares possuem baixa seletividade a um dado
substrato visto que o material biocatalitico contém numerosas enzimas que podem
manter multiplas vias metabolicas [125, 126].

Em 1988, Wang e Lin [127] construiram um dos primeiros eletrodos de pasta
de carbono biologicamente modificados com tecido de banana sensivel a dopamina,
L-dopa e adrenalina. Muitos sensores foram confeccionados utilizando diferentes
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partes de plantas tais como sementes, flores, polpa, casca, mesocarpo, epicarpo,
entre outros [128, 129].

Um biossensor composto de grafite, resina epdxi e tecido de batata doce
(fonte de polifenol oxidase) foi desenvolvido por Lupetti e colaboradores [130] para
analise de varios compostos fendlicos. O mesmo biossensor foi também utilizado
para quantificar hidroquinona (com potencial de trabalho de -0,25 V vs. Ag/AgCI) em
aguas residuarias de um processo fotografico. A sensibilidade e a seletividade
também foram avaliadas e o biossensor apresentou um tempo de vida superior a 6
meses (mais de 500 determinagdes).

As fibras de carbono foram inicialmente utilizadas nas industrias aeronautica e
aeroespacial. O sucesso desta aplicacdo fez crescer as pesquisas € as novas
aplicacdes envolvendo este material assim como o aprimoramento do processo de
fabricagdo [76]. InUmeras caracteristicas tém sido apontadas como responsaveis
pelo uso destes materiais em estudos eletroquimicos. As fibras s&o constituidas
basicamente de carbono e, sob este aspecto, o comportamento deste material em
medidas eletroquimicas é bem conhecido. Além disso, as fibras podem ser aplicadas
em uma ampla faixa de potencial negativo e positivo, possuem pequenas dimensdes
(entre 5 e 50 um) e grupos funcionais na superficie, como por exemplo o oxigénio,
possibilitando a construcdo de eletrodos quimicamente modificados ou
biossensores [131].

As pequenas dimensdes das fibras de carbono possibilitam a constru¢do de
eletrodos em escalas micrométricas, 0s quais apresentam caracteristicas
eletroquimicas muito diferentes daquela dos eletrodos convencionais tais como
baixa queda 6hmica, elevada relacdo corrente faradaica/corrente capacitiva,
possibilidade de uso na auséncia de eletrdlito suporte, utilizacdo de altas
velocidades de varredura, realizacdo de medidas em vivo, entre outros [132, 133].

He e Chen [134] desenvolveram um dos primeiros métodos voltamétricos para
a determinacédo de acido pipemidico, farmaco utilizado no tratamento de infec¢des
urindrias, em produtos farmacéuticos sem a necessidade de tratamento prévio das
amostras, etapa esta descrita nos trabalhos envolvendo cromatografia liquida, ou
empregando eletrodos de mercurio. Para tanto, os autores utilizaram fibras de
carbono para a oxidacao do farmaco em tampao fosfato com um potencial de pico
em +1,06 V (vs. Ag/AgCl). Neste estudo, foi possivel alcancar um limite de deteccao
de 1,2 x 107 mol L' com um tempo de acumulagdo de apenas 30 s.
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Fibras de carbono foram utilizadas para a eletrooxidacao de linuron, pesticida
substituto da uréia, em amostras de solo [135]. Um tratamento eletroquimico foi
necessario (20 ciclos de 0,0 — 1,5 V em solugéo fosfato, pH 2,0) para ativar e
renovar a superficie do sensor. Dentre as vantagens destacadas pelos autores, este
método promoveu uma reducdo do tempo de andlise em 10 vezes comparado a
outros métodos voltamétricos descritos na literatura.

Eletrodos impressos ou “screen-printed electrodes” sdo constituidos por filmes
depositados sobre um suporte inerte, geralmente de PVC (cloreto de polivinila) ou
ceramica, parcialmente coberto por uma segunda camada de material isolante para
definir as areas de contato elétrico e superficie do eletrodo. Estes filmes sao
produzidos através de diferentes procedimentos, com destaque para 0s processos
de “screen-printing” ou “silk-screen”. Tais estratégias possibilitam a producao de
eletrodos em massa a um custo extremamente baixo, simples, rapido e versatil,
sendo apropriadas para a confecgdo de eletrodos descartaveis. Atualmente é
comum a fabricacdo de sistemas completos, ja contendo os eletrodos de trabalho,
auxiliar e referéncia, todos impressos no mesmo suporte. Estes sensores podem
ainda ser miniaturizados para analises in vivo [136, 137].

Tintas condutoras a base de metais (Au, Pt, Ag e Pd) ou de grafite,
originalmente desenvolvidos na elaboracédo de circuitos impressos eletrénicos, tém
se mostrado eficiente para serem utilizadas na confecgdo dos eletrodos impressos
[138]. Praticamente, todos os artificios e agentes utilizados na modificacdo da
superficie dos eletrodos de pasta de carbono se adequam com sucesso aos
eletrodos impressos. Os processos de modificacdo de eletrodos mais comuns
envolvem a incorporacdo de enzimas, metais, acidos nucléicos, tecidos, bactérias,
mediadores de elétrons, polimeros, entre outros [137].

Analise por injecao em fluxo associada a deteccdo amperométrica foi utilizada
para a determinagdo do anestésico injetavel procaina em amostras farmacéuticas
[139]. Um eletrodo impresso, confeccionado em uma superficie de ceramica coberta
por um filme de tinta condutora a base de grafite, foi desenvolvido para a oxidagao
do farmaco em +0,80 V (vs. pseudo referéncia de Ag). O método mostrou ser
simples e rdpido sem a necessidade de modificacdo prévia ou tratamento
eletroquimico da superficie do eletrodo.

Um biossensor amperométrico foi desenvolvido para a quantificacdo de
organofosforados e carbamatos, pesticidas que atuam no sistema nervoso central de
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vertebrados e insetos, em amostras ambientais [140]. A enzima tirosinase foi
imobilizada mediante ligacbes cruzadas com glutaraldeido e albumina de soro
bovino sobre a superficie de um eletrodo impresso, modificado previamente com
ftalocianina de cobalto. A acdo catalitica do quelante metalico promoveu uma
melhora na sensibilidade e estabilidade do biossensor quando o-quinona foi reduzida
eletroquimicamente em -0,20 V (vs. Ag/AgCl). O tempo de vida util deste sensor foi
de 10 dias e a constante aparente de Michaelis-Menten, a partir da equacéao de
Eadie-Hofstee, foi de 1,60 x 10° mol L™.

3.1.5. Eletrodos de Resistores de Filme de Carbono

Os filmes de carbono s&o preparados a partir da pirdlise de precursores
organicos e, mediante tratamento eletroquimico em meio acido, a faixa de potencial
de trabalho é estendida para valores correspondentes aqueles encontrados com o
eletrodo de diamante, sem comprometer a integridade do filme [17]. Estes eletrodos
sdo mais inertes do que muitas outras formas de carbono, fabricados com elevada
reprodutibilidade, sédo facilmente utilizados em diferentes células eletroquimicas e,
por serem produzidos em larga escala, sdo de baixo custo. Suas caracteristicas o
tornam uma boa opcao para serem utilizados como sensores descartaveis em
eletroandlises [141-143].

Os filmes de carbono foram modificados com azul da Prussia e cobertos
covalentemente com diferentes enzimas para a confeccdo de biossensores [144].
Estes sensores modificados biologicamente foram empregados na determinacao de
glicose, etanol, lactato e gluatamato através da reducao de peréxido de hidrogénio
em +50 mV (vs. Ag/AgCl). Amostras de alimento foram utilizadas durante as analises
amperométricas.

Eletrodos de filme de carbono foram modificados quimicamente com um filme
de hexacianoferrato durante sua imersao por 50 min na solugcdo contendo os sais
precursores [145]. O &cido ascérbico foi oxidado em +0,05 V (vs. SCE) com um
limite de deteccdo de 2,1 x 10° mol L. O sensor permaneceu estavel durante
4 meses. Estes sensores modificados com complexos de cianetos de metais de
transicdo mostraram um bom desempenho quando utilizados como mediadores

redox na confeccao de biossensores [146].
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Eletrodos de filme de bismuto foram confeccionados, a partir de sua
deposicao na superficie dos resistores de carbono, para a determinacédo de cadmio,
chumbo e zinco empregando a voltametria de onda quadrada [141]. Os melhores
valores de limite de deteccdo e sensibilidade foram obtidos quando o filme foi
formado utilizando a eletrodeposi¢cdo com potencial constante. Porém, o filme de
bismuto depositado in situ exibiu melhores resultados quanto a reprodutibilidade,
com excecao na determinacdo de zinco em que ambos os métodos apresentaram
resultados similares.

A influéncia do surfactante Triton X-100 na eletrooxidagao dos ions cadmio e
chumbo sobre a superficie dos eletrodos de filme de carbono cobertos com Nafion®
foi investigada por Gouveia-Caridade e Brett [147]. Estudos de impedancia e
voltametria de onda quadrada foram realizados para monitorar as mudancgas
ocorridas na interface entre o filme de carbono e o surfactante ndo iénico. Os
autores concluiram que concentragdes altas do surfactante (acima de 100 mg L)
poderiam bloquear os poros do polimero de maneira irreversivel, interferindo nos
processos eletrédicos. As mudancas na estrutura e morfologia dos filmes de Nafion®
também foram verificadas quando o eletrodo de mercurio foi utilizado.

Trés diferentes polimeros eletroativos provenientes de mondmeros de
fenazinas foram estudados para a modificacdo da superficie dos resistores de
carbono [148]. Apds a otimizacdo do processo de eletropolimerizagao (escolha de
eletrélito e o seu valor de pH) e estudos das propriedades eletroquimicas dos
polimeros, verificou-se que o vermelho neutro apresentou a melhor adeséo sobre a
superficie do sensor. Além disso, a oxidacao e a reducao dos filmes sao controladas
pela difusdo, os anions nitrato e sulfato tém efeito catalitico e o processo néo é
influenciado pelo oxigénio dissolvido. Esse derivado de fenazina tem sido
extensivamente utilizado como mediador redox na construgdo de varios
biossensores para a deteccdo de glicose, piruvato, alcool, acetaldeido e glicerol,
tendo os resistores como materiais de substrato [149-153].

O comportamento eletroquimico de trés liquidos ibnicos a temperatura
ambiente sobre a superficie do eletrodo de filme de carbono foi estudado utilizando a
voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica [154]. Depois da
remocao de oxigénio, a janela de potencial de trabalho mais ampla (-2,5 até +2,0 V
vs. Ag/AgCl) foi verificada na presenga de um derivado de sulfonamida. Este liquido

ibnico foi empregado na eletrooxidacdo de dois derivados de ferroceno, benzoil e
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acetil ferroceno, ambos insoluveis em agua. Verificou-se um comportamento quase-

reversivel para os compostos estudados.

3.2. Analises de Paraquat, Paracetamol e Ambroxol

3.2.1. Paraquat

Paraquat (dicloreto de 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridinio) € um herbicida ndo seletivo
e comumente chamado dicloreto de metil-viologeno por formar, quando reduzido,
um composto de cor azul ou violeta. Ele foi produzido pela primeira vez na década
de 30 e tem sido utilizado desde a década de 60 do século passado, principalmente,
no controle de ervas daninhas [155]. Paraquat é extremamente toxico podendo ser
letal para humanos e animais. Este herbicida pode ser reduzido pela enzima NADPH
(fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo)-citocromo redutase e, sob condicoes
aerodbicas, € oxidado com a formacgao de superoxido ou outras espécies de oxigénio
reduzido. Desta maneira, o organismo humano pode sofrer um “stress” oxidativo ou
peroxidacao de gorduras [156].

O paraquat é considerado um agente carcinogénico e mutagénico. Por ser
uma molécula muito persistente no meio ambiente, ha um grande risco de
contaminagdo proveniente de utilizagbes abusivas. Varias técnicas analiticas tém
sido apresentadas na literatura para a sua determinagao. Dentre elas destacam-se a
cromatografia liquida [157], cromatografia gasosa [158], espectrofotometria [159],
eletroforese capilar [160], voltametria [161], potenciometria [162], colorimetria [163] e
imunoensaios [164]. Muitos destes métodos incluem pré-tratamento das amostras,
uso de reagentes especiais ou de oxidantes com a finalidade de melhorar o sinal
analitico do metil-viologeno.

O herbicida tem sido investigado eletroquimicamente em varias superficies
eletrodicas, incluindo eletrodos soélidos convencionais [165, 166], eletrodos de
mercurio [161, 167, 168], eletrodos quimicamente modificados com compostos
organicos ou inorganicos [169-172], microeletrodos [173, 174], eletrodos de ouro
obtidos a partir de discos compactos gravaveis [175] e eletrodos impressos [176],

para analises, principalmente, em matrizes ambientais e alimenticias.
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3.2.2. Paracetamol

Paracetamol (N-acetil-p-aminofenol, 4-acetamido-fenol, acetaminofen ou
tilenol) € um analgésico popular e um agente antipirético. Sua acao é similar a
aspirina além de ser uma alternativa apropriada para pacientes que sdo sensiveis ao
acido acetilsalicilico [177]. A ingestdo de doses excessivas deste farmaco pode levar
a acumulacdo de metabdlitos toxicos nos quais podem causar severas e algumas
vezes hepatoxicidade letal e nefrotoxicidade [178-180].

Para a determinacdo de paracetamol em produtos farmacéuticos, a
farmacopéia americana recomenda a cromatografia liquida como método oficial
[181], enquanto a farmacopéia brasileira cita a técnica espectrofotométrica [182]. Ha
muitos estudos descritos na literatura para a quantificacdo deste farmaco em
amostras farmacéuticas e fluidos biolégicos. Estes incluem espectrofotometria [183-
185], fluorimetria [186], cromatografia liquida [187-189], voltametria com diferentes
sensores [190-194], entre outros. Além disso, analise em fluxo (FIA) usando
deteccao espectrofotométrica na regido do ultravioleta tem sido extensivamente
empregada na determinacdo do paracetamol [195-197]. Geralmente estes métodos
espectrofotométricos requerem reagdes de derivatizacao, reagentes especiais e/ou
suas analises sdo demoradas.

Paracetamol e p-aminofenol, um dos produtos de degradacédo do farmaco,
foram determinados simultaneamente em formulacdes farmacéuticas através da
eletroforese capilar com deteccdo amperométrica em micro-escala (UTAS, do inglés
Micro Total Analysis System) [198]. O microdispositivo foi construido em um
substrato planar de acrilico (25 mm x 10 mm x 2 mm) e um eletrodo de carbono foi
utilizado durante as analises. Nas condi¢c6es otimizadas, a separacgao foi promovida
sob potencial de 2,0 kV em 150 s com um tempo de injecdo de 3 s. Utilizando um
potencial de trabalho de +0,6 V (vs. Ag/AgCl), foi possivel obter faixas lineares de
concentracdo 1,0 x 10° =50 x 10° mol L e 1,0 x 10° = 1,0 x 10° mol L™ para
paracetamol e p-aminofenol, respectivamente. Este método proporciona reducéo do
volume de reagentes e amostras além de apresentar baixo custo de fabricacao,

tempo reduzido de andlise e ndo requer pré-tratamento das amostras.
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3.2.3. Ambroxol

Ambroxol, trans-4-(2-amino-3,5-dibromobenzilamino) ciclohexanol, atua como
um agente mucolitico que melhora a expectoracdo durante o tratamento agudo ou
cronico de doencas respiratérias, estimulando o transporte da mucosa e reduzindo a
secrecao [199]. Este farmaco é administrado em doses diarias de 30-120 mg e
geralmente é encontrado na forma de xaropes ou comprimidos [200].

Muitos métodos analiticos para a determinacdo de ambroxol em fluidos
bioldgicos e formulagdes farmacéuticas sdo encontrados na literatura. Dentre eles,
destaca-se cromatografia liquida [201-203], eletroforese capilar [204], espectroscopia
Raman [205,206], espectrofotometria [207,208], cromatografia gasosa [209] e
voltametria [210,211]. Ha poucos procedimentos analiticos automatizados descritos
para a quantificacdo deste farmaco. Atualmente, tem-se cromatografia liquida
acoplada a técnica de injecao sequencial (SIA) e espectrofotometria com analise por
injegcdo em fluxo (FIA) [212-214] descrito na literatura. FIA associado a deteccao
amperométrica para a determinagdo de ambroxol € uma alternativa, até o momento,

explorada apenas pelo nosso grupo de pesquisa e esta descrita no presente trabalho.
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4.1. Reagentes e Solugdes

Nitrato de potassio, hidroxido de sddio, acido acético, acetato de sédio, acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), hidréxido de sédio, acido sulfarico, mono-
hidrogenofosfato de sddio, di-hidrogenofosfato de potassio, acido fosférico, acido
benzdico e &cido cloridrico foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Paracetamol, cafeina, acido ascérbico, acido citrico, lactose e glicose foram obtidos
da Sigma (St. Louis, Estados Unidos). Paraquat (dicloreto de 1,1’-dimetil-4,4’-
bipiridinio) e acido humico foram adquiridos da Aldrich (Milwaukee, Estados Unidos).
As solugdes de referéncia dos ions metalicos Cd**, Cu®*, Pb* e Zn®** 1000 mg L
foram obtidas da Carlo Erba (Mildo, Itdlia). Cloridrato de ambroxol foi gentilmente
doado pela Farmécia de Manipulagao Arvensis, localizada na cidade de Séao Paulo.

Todas as solucdes foram preparadas a partir da dissolucao do sal ou dilui¢ao
das solugdes de referéncia em eletrélito suporte conveniente, utilizando agua

ultrapura do sistema da Millipore Milli-Q (resistividade > 18 MQ cm).

4.2. Eletrodos de Trabalho

Eletrodos de filme de carbono foram construidos a partir de resistores
ceramicos, com comprimento de 4 mm, didmetro externo de 1,5 mm e resisténcia
nominal de 2 Q. Estes resistores, com 15 um de espessura de filme, foram
fabricados pela deposicao pirolitica de carbono (a partir de metano puro) em
atmosfera com 5% de nitrogénio [17] e caracterizados por impedéancia [2].

Os resistores comerciais utilizados sao dotados de dois terminais metélicos,
encapsulados nas extremidades da peca cilindrica. A forma mais simples encontrada
para o emprego destes resistores como sensores foi através da remogao mecanica
de um dos terminais e isolamento elétrico do terminal que permaneceu conectado
(para o isolamento foram utilizados tubo pléastico e Araldite®). A area cilindrica
exposta do eletrodo foi de 0,17 cm?.

A seguir é apresentado um esquema da constru¢ao dos eletrodos de filme de
carbono utilizados durante os estudos eletroquimicos, a partir de resistores (Figura 2).
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Filme de carbono
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Figura 2 — Esquema simplificado das etapas de constru¢do dos sensores de filme de carbono

a partir de resistores.

Antes de utilizar o resistor como eletrodo de trabalho, este foi submetido a um
pré-tratamento eletroquimico com &cido perclérico 1,0 mol L' em velocidade de
varredura de 100 mV s e controle de corrente em + 1 mA. Conforme ja fora
verificado anteriormente por Brett e colaboradores [17] é possivel ampliar a janela de
potencial de trabalho no sentido anddico e catédico com o uso deste tratamento
eletroquimico. Este tratamento (realizado em meio aquoso) promove significativa
melhora na sensibilidade e permite que se alcance limites de detecgcdo menores.
Desta forma, o pré-tratamento influencia diretamente no desempenho do sensor.

Para efeito comparativo com o eletrodo de filme de carbono, os eletrodos de
carbono vitreo (marca Metrohm e area do cilindro 0,18 cm? e platina (marca
Metrohm e &rea de 0,07 cm?) foram utilizados como eletrodos de trabalho durante os

estudos voltamétricos de paracetamol e ambroxol em formulagdes farmacéuticas.

4.3. Instrumentacao

4.3.1. Medigbes Eletroquimicas

Para as medidas voltamétricas foi utilizado um potenciostato ECO Chemie
Autolab PGSTAT 20 (EcoChemie, Holanda). Os estudos de voltametria ciclica e de
onda quadrada foram realizados em uma célula eletroquimica convencional de
10 mL tendo como transdutor o eletrodo de filme de carbono, como eletrodo auxiliar
um fio de platina e como eletrodo de referéncia Ag/AgClici sat), construido no
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laboratério [215]. Todos os potenciais relacionados ao presente trabalho sao
referentes a este eletrodo.

Os experimentos amperométricos foram realizados em uma célula
eletroquimica construida em acrilico (Figura 3). Os eletrodos de trabalho e de
referéncia foram os mesmos utilizados no sistema estacionario. Porém, um tubo de
aco inoxidavel, localizado na saida da célula, passou a desempenhar o papel de
eletrodo auxiliar. Uma bomba peristaltica (Ismatec, Zurique, Suica) foi empregada
para a propulsdo das solugdes durante as andlises. A injecdo das amostras e
solugdes de referéncia foi realizada com o auxilio de um injetor comutador manual
(CENA, Piracicaba) [216,217]. As conexdes utilizadas para este sistema foram de
tubos de polietileno com didmetro interno de 0,8 mm.

m

\

Figura 3 — Representacdo esquematica da célula amperométrica utilizada nos experimentos: (a)
filme de carbono como eletrodo de trabalho, (b) Ag/AgCl o eletrodo de referéncia e (c) eletrodo

auxiliar um tubo de ago mnoxidavel. As setas indicam a entrada e saida de solugdo.

4.3.2. Medigbes Espectrofotométricas

Para efeito de comparacdo com os resultados eletroquimicos, as amostras
farmacéuticas de paracetamol e ambroxol foram submetidas as analises
espectrofotométricas. Para tanto, os experimentos foram realizados em um
espectrofotébmetro UV-visivel (Hitachi U-2001) empregando uma célula convencional
de quartzo (caminho 6ptico de 1,00 cm e volume total de 4 mL).
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4.3.3. Medicées Titulométricas Acido-Base

As amostras de produtos farmacéuticos de ambroxol foram submetidas as
analises de titulacdo potenciométrica para efeito de comparacao com os resultados
eletroquimicos. As medi¢des titulométricas foram realizadas em um pHmetro
(Quimis, modelo 400 M1S) conectado a um eletrodo de vidro combinado. Todas as
medidas de potencial hidrogeniénico foram obtidas a temperatura ambiente
(25° C +2° C).

4.4. Procedimento de Analise

As amostras de agua de rio utilizadas para as analises de paraquat foram
coletadas no canal do rio Jundiai-Taiagupeba, localizado na divisa das cidades de
Mogi das Cruzes e Suzano, no estado de Sao Paulo. Logo apés a coleta, estas
amostras foram acidificadas com acido sulfurico (pH ~ 2), filtradas por membranas
de acetato de celulose 0,45 mm e mantidas a 4 °C em frascos de polietileno.

As amostras de produtos farmacéuticos empregadas nas andlises de
paracetamol e ambroxol foram adquiridas comercialmente em drogarias locais. O
paracetamol foi quantificado em amostras de comprimidos, ao passo que o ambroxol

(na forma de cloridrato) foi determinado em xaropes.

4.4.1. Voltametria de Onda Quadrada

Para a realizagdo das analises do paraquat em amostras de agua potavel e
de rio, a 6,0 mL de amostra foram acrescidos 2,0 mL de nitrato de potassio
0,5 mol L. Em seguida, foi adicionada uma solugéo de hidréxido de sédio 0,2 mol L™,
suficiente para o ajuste da forca hidrogeniénica (pH ~7). Finalmente, o volume foi
entdo completado com agua deionizada a 10 mL. Esta solucao foi homogeneizada e
a seguir uma aliquota de 7,0 mL foi transferida para a célula eletroquimica para
posterior determinacao do herbicida, utilizando o0 método de adi¢ao padrao.
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4.4.2. FIA com Detecgcdo Amperomeétrica

(i) paracetamol: foram analisadas cinco diferentes amostras de comprimidos
contendo o farmaco e outras substéncias. Cada um dos comprimidos foi inicialmente
dissolvido em baldo volumétrico de 100 mL, utilizando agua deionizada. Aliquotas de
100 e 150 pL (para comprimidos contendo 750 e 500 mg de paracetamol,
respectivamente) foram transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL, que

foram completados adequadamente com solugéo tamp&o fosfato 0,1 mol L™.

(i) ambroxol: para a analise de cloridrato de ambroxol, foram empregadas
quatro diferentes amostras de xarope contendo o analito e outros componentes.
Aliquotas de 120 pL ou 240 uL de amostras (para xaropes contendo 30 e 15 mg do
farmaco, respectivamente) foram transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL

e o volume foi completado com solucéo de &cido sulfarico 0,1 mol L™.

4.4.3. Espectrofotometria

(i) paracetamol: para efeito de comparacdo, o paracetamol foi determinado
nas amostras farmacéuticas utilizando o método proposto pela farmacopéia
brasileira [182]. Para tanto, uma massa definida do farmaco foi dissolvida em 10 mL
de metanol, completando-se um volume de 500 mL com &gua deionizada. Desta
solugdo, diluicbes apropriadas foram feitas, sendo as solugdes resultantes
empregadas na analise por espectrofotometria de absor¢ao na regido do ultravioleta,
com absorbancias medidas em 254 nm.

(ii) ambroxol: este farmaco foi quantificado nas amostras empregando o
método descrito na literatura [218]. Neste método, uma certa quantidade do analito
foi dissolvida em acido cloridrico 0,1 mol L™, completando-se um volume de 100 mL
com o mesmo acido. Diluicdes apropriadas desta solucado foram realizadas bem
como as solugdes resultantes foram utilizadas na analise por espectrofotometria,

com absorbancias medidas em 244 nm.
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4.4.4. Titulagdo Acido-Base

O ambroxol foi também quantificado nas amostras farmacéuticas empregando
o método recomendado pela farmacopéia britdnica [219], baseado na titulacao
potenciométrica. Uma certa quantidade do farmaco em metanol, na presenca de
4cido cloridrico, foi titulada com uma solugdo de hidréxido de sédio 0,1 mol L. O
volume de hidroxido adicionado entre as duas inflexdes da curva foi estimado e
utilizado para calcular a massa equivalente do farmaco. A primeira inflexdo refere-se

a titulacao do acido cloridrico, enquanto a segunda, a desprotonacédo do ambroxol.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

42



43

Conforme ja mencionado, a proposta inicial deste trabalho envolvia o
desenvolvimento de resistores de filme de carbono como sensores voltamétricos
associados a voltametria de onda quadrada e ao sistema de injecdo em fluxo (FIA)
com deteccdo amperométrica, para aplicagdes analiticas. Trés diferentes sistemas
foram estudados e direcionados a analise do herbicida paraquat e aos farmacos

paracetamol e ambroxol, conforme descrito nas se¢des seguintes.

5.1. Quantificacao de Paraquat em Amostras Ambientais Utilizando Voltametria
de Onda Quadrada

5.1.1. Voltametria Ciclica

O comportamento voltamétrico do paraquat (PQ) tem sido investigado
extensivamente utilizando varios tipos de sensores, incluindo eletrodos sélidos
(modificados ou ndo) e de mercurio [220]. A Figura 4 apresenta os voltamogramas
ciclicos para uma solucdo de PQ 1,0 x 10° mol L' em diferentes solugdes de
eletrélito suporte 0,1 mol L™ e utilizando o eletrodo de filme de carbono, construido a
partir de um resistor. A linha cheia corresponde a um voltamograma ciclico realizado
em meio de nitrato de potassio, a linha pontilhada a solugdo de tampao fosfato
(pH 6,0) e a linha tracejada a solucdo de tampao acetato de sédio/acido acético
(pH 4,7).
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Figura 4 — Voltamogramas ciclicos de PQ 1,0 x 10® mol L' em trés diferentes solucdes de
eletr6lito 0,1 mol L sobre o eletrodo de filme de carbono: nitrato de potéssio (linha cheia),
tampdo fosfato pH 6,0 (linha pontilhada) e tampdo acetato pH 4,7 (linha tracejada). Area do

eletrodo de 0,17 cm’. Velocidade de varredura: 100 mV s

Na Figura 4 observa-se que os picos de reducao (c1,c2) € 0os de oxidagao (ay,ay)
do paraquat sdo bem definidos em eletrélito nitrato de potassio 0,1 mol L™
Praticamente nao se verifica o pico de reducédo (c2) do herbicida em tampao
acetato 0,1 mol L'. Em meio de fosfato, tem-se uma condicdo intermediaria,
mas com definicdo de picos muito inferior aquela obtida em meio de nitrato. As
duas ondas de reducéo do PQ em nitrato de potéassio 0,1 mol L™ s&o verificadas em
-0,68 V (c1) e -1,02 V (c2) vs. Ag/AgCl. Este comportamento, de acordo com a
literatura, pode ser atribuido ao seguinte mecanismo [161,220]:
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PQ* + 16 < PQ™ (1)
PQ™ + 1e < PQ° (2)
PQ** + PQ° & 2PQ™ (3)

O cation paraquat, PQ**, é convertido a um radical azul PQ"* em um processo
rapido, reversivel, que envolve um elétron em aproximadamente -0,68 V (equacgéo 1).
Este radical pode adsorver na superficie do eletrodo e, em varreduras para
potenciais mais negativos, ser reduzido reversivelmente para formar espécies
neutras, PQ°, em -1,02 V (equacdo 2). De acordo com a literatura, uma outra

reacdo também pode ocorrer entre PQ** e PQ° gerando PQ™* (equacéo 3) [161,169].

Os resultados obtidos na Figura 4 e um estudo adicional de pH com solucéo
tampao fosfato 0,1 mol L (pH variando entre 6 e 10) mostraram que em meio de
nitrato de potassio tem-se a melhor condicdo para o processo de redugdo do
paraquat. Logo, nitrato de potassio 0,1 mol L' foi selecionado como solucdo

eletrolitica para os experimentos voltamétricos seguintes.

A Figura 5 apresenta o estudo da variacdo da corrente com as velocidades de
varredura, de 10 a 70 mV s (Figura 5A) e de 100 até 900 mV s (Figura 5B),
utilizando uma solugdo de PQ 1,0 x 10 mol L' em meio de nitrato de potassio
0,1 mol L. Verifica-se que ha um aumento de corrente nas ondas catéddicas (c; € cz)
e anddicas (a; e az) bem como os potenciais de picos deslocam-se para regides
mais negativas e positivas para os processos de reducdo e oxidacao,
respectivamente. Ainda comparando as Figuras 5A e 5B, observa-se dois perfis
voltamétricos distintos. O processo de reducédo € praticamente independente da
velocidade de varredura, verificando-se em todas as condi¢gdes dois picos de
reducdo bem definidos (ci e cy) correspondendo as reacbes de PQ*/PQ™ e
PQ™/PQ°, respectivamente. De acordo com a literatura [161,220], em velocidades
baixas o processo de reducdo para PQ?* torna-se menos reversivel.
Conseqguientemente, o pico de oxidacdo a; é substituido progressivamente pelos
picos az e a4 como pode ser observado na Figura 5A. Este aspecto foi bem discutido
por Walcarius e colaboradores [221] que constataram uma forte interacdo entre o
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cation radicalar e a superficie do eletrodo, promovendo a oxidacdo do ion PQ™

resultante das reacdes eletroquimicas e/ou de comproporcionamento (equagao 3).
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Figura 5 — Voltamogramas ciclicos de uma solugio PQ 1,0 x 10~ mol L' em nitrato de
potéssio 0,1 mol L' em diferentes velocidades de varredura: (A) 10, 20, 30, 50 ¢ 70 mV s'l;
(B) 100, 200, 500, 700 ¢ 900 mV s1. aj-as: correspondem aos picos anddicos. ¢; € Cy:

representam os picos catodicos.

Conforme Monk e colaboradores [222], o pico de oxidacdo as pode
representar a oxidacao do dimero radicalar (equacao 4) proveniente da reacao entre
os ions PQ™. Os autores também constataram o aparecimento do pico anddico as,

detectavel somente em baixas velocidades de varredura.
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(PQ)2* — 26 + 2PQ? (4)

5.1.2. Voltametria de Onda Quadrada

5.1.2.1. Curva de Calibracdo e Estudo de Estabilidade

Visando a determinacdo de baixas concentracdes de PQ, foi necessario
inicialmente estudar as melhores condi¢cdes operacionais (freqtiéncia, f, amplitude da
onda quadrada, a, e incremento de varredura, 4AE;) para sua determinacao por
voltametria de onda quadrada (VOQ). Para estes experimentos, utilizou-se uma
solugdo de PQ 2,0 x 10° mo L' em eletrélito de nitrato de potassio 0,1 mol L. Além
disso, para o monitoramento da corrente de reducao considerou-se apenas a onda
catédica ci por ndo apresentar problemas de adsorcdo consideraveis, fato este
também constatado por Souza e colaboradores [175].

Durante a investigacéo da variacdo da freqiiéncia (20 — 500 s™) com o sinal
analitico, verificou-se um aumento proporcional na corrente catddica até f igual a
100 s, com deslocamento de potenciais para regides mais negativas. Para
freqiiéncias acima de 100 s, houve uma influéncia menos significativa na resposta

voltamétrica. Por este motivo, optou-se por figual a 100 s™.

Quando a amplitude da onda quadrada aumentou de 10 até 25 mV, observou-
se um aumento linear na corrente de reducdo do herbicida. Para valores
compreendidos entre 25 e 50 mV, ndo houve uma alteragdo consideravel no sinal
voltamétrico. Logo, escolheu-se uma amplitude de 25 mV.

O incremento de varredura foi investigado no intervalo de 1 até 5 mV. Neste
estudo, constatou-se uma pequena mudanca na corrente catddica e fixou-se
AEsem 2 mV.

Na Tabela 1, encontram-se resumidos os parametros estudados e
selecionados para as andlises com a voltametria de onda quadrada. Estes valores
serao, posteriormente, utilizados na elaboragéao da curva de calibragéo do paraquat.
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Tabela 1 — Parametros avaliados e condi¢cdes de trabalho selecionadas

Parametros avaliados em VOQ

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
Frequéncia, f, (s™) 20 — 500 100
Amplitude, a, (mV) 10 — 50 25

Incremento, AEg, (mV) 1-5 2

Outras condicbes investigadas foram a forca ibnica e o pH da solucéao
eletrolitica. A forgca idnica, mantida com nitrato de potassio, foi estudada na faixa de
0,05 até 1,0 mol L™ enquanto que o pH do meio foi avaliado entre os valores de 7,0
até 11, empregando a voltametria de onda quadrada sobre o eletrodo de filme de
carbono. Nestes experimentos, verificou-se a maxima corrente com valor de forca
iénica igual a 0,1 mol L. Para forcas idnicas maiores, ocorreu um significativo
decréscimo de corrente com o incremento da concentragdo do eletrolito. Em
presenca de 0,05 mol L™ de nitrato de potassio, também ocorreu diminuicdo do sinal
voltamétrico ci. A Figura 6 apresenta os respectivos voltamogramas de onda
quadrada para uma solucédo de PQ 2 x 10 mol L', em diferentes forcas iénicas de
uma solucao de nitrato de potassio. O estudo do efeito do pH (7 — 11) na resposta
voltamétrica indicou uma variagdo muito pequena nos sinais de corrente. Deste modo
foi adotado o pH 7 para os experimentos voltamétricos subseqlientes, em meio de

nitrato de potassio 0,1 mol L™.
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Figura 6 — Estudo da forc¢a idnica com nitrato de potdssio empregando voltametria de onda
quadrada sobre o eletrodo de filme de carbono: (a) 1,0, (b) 0,5, (¢) 0,3, (d) 0,1 e
(e) 0,05 mol L!. Parametros experimentais: f : 100 s'l, a: 25 mV, AE; : 2 mV. Solucdo de
PQ2,0x 10° mol L.

Apbs as etapas de otimizacdo, diferentes aliquotas de uma solucéo
estoque de paraquat 4,0 x 10 mol L foram adicionadas & solucdo de nitrato de
potassio 0,1 mol L' com o intuito de determinar a relacéo linear entre os sinais de
corrente voltamétrica e a concentracdo do herbicida. A partir dos resultados
obtidos, foi possivel estabelecer uma curva analitica para o pico de reducao (c+)
na faixa de concentracéo situada entre 8,6 x 102 e 1,9 x 10° mol L' (Figura 7). A
equacado de regressdo correspondente a faixa linear de concentragdo para o
paraquat é /uA = 0,61 + 843 ¢, com r = 0,999, no qual ¢ corresponde a
concentracdo de PQ em pmol L'. O limite de deteccdo foi estimado em

2,5x 10® mol L™ (trés vezes o desvio padrdo do branco) [223].
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Figura 7 — Voltamogramas de onda quadrada para PQ em nitrato de potassio 0,1 mol L™ utilizando
eletrodo de filme de carbono, com f: 100 s'l, a: 25 mV, AE; : 2 mV. Concentragdes de PQ:
(a) branco, (b) 8,6 x 10°, (c) 2,0, (d) 3.4, () 5,1, 7,0, (g) 9,2 x 107, (h) 1,2, (i) 1.4, () 1.7,
(%) 1,9 x 10° mol L. As intensidades de corrente referem-se  resultante dos pulsos diretos e

reversos. Area do eletrodo: 0,17 cm’.

O eletrodo de filme de carbono apresentou estabilidade muito satisfatéria.
Nenhuma alteracéo significativa foi observada apds o sensor ter sido submetido as
condicbes da anélise por VOQ, durante um dia inteiro de experimentos.

Para avaliar o desempenho do sensor por periodos mais longos, medi¢cdes com
o mesmo transdutor foram realizadas ao longo de 5 dias. Para tal, foi escolhida uma
solucdo de PQ 2,0 x 10° mol L em nitrato de potassio 0,1 mol L™ que foi analisada
exaustivamente no periodo correspondente. A Figura 8 mostra que nos dois primeiros
dias ndo houve variagdo ao passo que nos dias seguintes o sinal aumentou,
chegando a um sinal 7,6% maior no quinto dia. Simultaneamente foi registrado um

pequeno deslocamento dos sinais de pico. Na Figura 8 é apresentado (com
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ampliacao) o sinal do pico catédico (c4) registrado no primeiro e no quinto dia. Esta
melhora no desempenho do sensor foi atribuida ao tratamento eletroquimico em meio

de HCIO, realizado diariamente, antes das medi¢cdes com PQ.
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Figura 8 — Voltamogramas de um eletrodo de filme de carbono apds sua utilizacdo em
andlises de PQ. (---) representa o 1° dia e (—) corresponde ao 5° dia de experimentos.
Detalhe: representacdo grafica das correntes catddicas obtidas com o mesmo sensor durante

cinco dias consecutivos. PQ 2,0 x 10° mol L' em KNO; 0,1 mol |

Barroso-Fernandez e colaboradores [224] verificaram, ao imergir um eletrodo
de grafite ndo modificado em uma solugdo de PQ 1,0 x 10 mol L™, um aumento na
corrente de reducédo do PQ ja nos primeiros minutos de experimento voltamétrico.
Além disso, eles também observaram que a estabilizacao do sinal foi possivel apds
oito minutos. Estes autores obtiveram somente uma melhora na durabilidade e
sensibilidade quando o eletrodo de grafite foi modificado com Nafion® e mantido em
uma solucéo NaCl 1,0 mol L™ durante 16 h.
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5.1.2.2. Interferéncias

Um estudo de interferéncia foi realizado na presenca de alguns ions metalicos
bem como do &cido hdmico, utilizando uma solugcédo de paraquat 3,40 x 107 mol L
em meio de nitrato de potassio 0,1 mol L. Os ions metélicos sdo facilmente
encontrados em aguas poluidas ao passo que o acido humico representa um dos
principais componentes da matéria organica natural dos solos. Os ions metalicos
Cd?*, Cu?*, Pb** e Zn** foram adicionados na concentracdo de 3,40 x 10 mol L
assim como o acido humico foi adicionado a solugéo de paraquat nas concentragdes
de 3,06 x 10° e 3,06 x 10° mol L. As razdes de concentragdes entre o herbicida e
0s provaveis interferentes sdo apresentadas na Tabela 2. As condi¢des
experimentais foram as mesmas utilizadas para a confec¢ao da curva de calibracao.
O critério empregado para este estudo baseou-se na analise das alturas das
correntes de pico do PQ obtidas a partir dos voltamogramas de onda quadrada, na

medida em que o possivel ion interferente foi acrescentado a solugéo.

Tabela 2 — Influéncia de alguns ions metalicos e do acido humico sobre o sinal de

reducéo do PQ 3,40 x 107 mol L' em nitrato de potassio 0,1 mol L.

Interferente Razao Cintert/Cra Aip (%)
Cd** 1000 -41
Cu®* 1000 +0,6
Pb** 1000 -29
Zn* 1000 -8,3
Acido htimico 9 -9,1
90 -27
onde Ciw = concentragcdo do ion interferente, Cpq = concentracdo do paraquat,

Ai, = variagéo na corrente de pico do paraquat.

De modo geral, as espécies escolhidas para o teste de interferéncia
apresentaram variacoes significativas na altura de corrente de pico do paraquat, com
excecdo ao fon Cu®. Logo, as andlises do PQ por voltametria de onda quadrada
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empregando o filme de carbono como eletrodo de trabalho sofrem interferéncia dos
ions Cd**, Pb**, Zn** e do &cido humico nas proporcdes indicadas na Tabela 2.
Estudos realizados por Oliveira e colaboradores [169] e Zen e colaboradores [42]
mostraram que as espécies escolhidas para este estudo também causaram

alteracdes na magnitude da corrente de pico de reducao do analito.

Recentemente, outros pesquisadores [225] também constataram um
decréscimo na corrente catédica durante as analises de PQ, utilizando eletrodo de
carbono modificado. Eles relatam que a presenca de espécies inorganicas e matéria
organica, presentes em aguas naturais, inibem a acumulagdo do herbicida na

superficie do eletrodo causando a variagéo de sinal.

Conforme Oliveira e colaboradores [169] o paraquat pode sofrer interacoes
eletrostaticas com alguns interferentes, dentre as quais, substancias organicas
presentes em aguas de rio. Desta maneira, ocorre um decréscimo na concentracao
efetiva do herbicida presente na interface eletrodo/solucdo e conseqientemente,
uma diminuicdo da resposta voltamétrica. Esta explicacdo, possivelmente, pode
justificar o decréscimo no sinal do PQ quando a solugéo do analito foi acrescida de
acido humico.

Através da adicdo de EDTA 2,0 x 10° mol L' ainda verifica-se uma
interferéncia dos metais em até -8,0% no sinal do herbicida. Lu e Sun [170]
empregaram eletrodos modificados com filmes de Nafion® e também verificaram a
diminuicao do pico do paraquat na presenca de EDTA, se bem que de forma mais
discreta do que aquela observada em eletrodos ndo modificados. Estes autores
usaram uma solucdo de EDTA 0,05 mol L, condicdo mais favoravel, considerando

0 compromisso entre a diminui¢cdo do sinal analitico e a presenga do ion metalico.

5.1.2.3. Determinacao de Paraguat em Amostras Ambientais

O desempenho do eletrodo de filme de carbono empregando a voltametria de
onda quadrada na quantificagdo do PQ foi realizado através das analises de
amostras de 4gua potavel e de rio. Foi verificado que estas amostras nao
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apresentaram quantidades detectaveis do analito e desta forma optou-se por sua
utilizacdo para testes de recuperagcdo empregando uma solucdo de
PQ 3,40 x 107 mol L. As determinacbes foram realizadas pelo método de adicéo
padrdo nas mesmas condi¢cdes experimentais da curva analitica. As amostras de
agua potavel e de rio apresentaram valores de recuperacao de
93% (PQ recuperado = 3,17 + 0,10 x 107 mol L") e 90% (PQ recuperado =
3,06 £ 0,15 x 107 mol L"), respectivamente. Estes valores (satisfatérios
considerando-se a baixa concentracdo e a presengca de uma matriz
relativamente complexa) indicam que o herbicida n&o sofre grandes
interferéncias de outras espécies presentes nas amostras de agua utilizadas

nos experimentos aqui descritos.

5.1.3. Conclusées Parciais

Este estudo descreve a quantificacdo voltamétrica do paraquat em amostras
ambientais utilizando um novo sensor de filme de carbono. Experimentos
preliminares, em diferentes eletrdlitos, mostraram que em meio de nitrato de
potassio tem-se a melhor condicdo para o processo de reducdo do herbicida. A
associcao do novo sensor a voltametria de onda quadrada possibilitou obter um
baixo limite de deteccéo (2,5 x 10® mol L) bem como andlises simples e rapidas.
Porém, verificou-se uma pequena interferéncia de outros compostos, presentes em
amostras ambientais, no sinal analitico do paraquat. Possivelmente, este problema
pode ser contornado pelo uso de filmes poliméricos como o Nafion® ou acetato de
celulose. Estes resultados foram divulgados mediante publicacdo de artigo
cientifico no periddico Tecno-Ldgica da Universidade de Santa Cruz do Sul [35].
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5.2. Quantificacao de Paracetamol em Formulacdes Farmacéuticas Utilizando

Analises em Fluxo com Deteccao Amperométrica

5.2.1. Voltametria Ciclica

A Figura 9 apresenta os voltamogramas ciclicos para o estudo do
comportamento eletroquimico do paracetamol sobre a superficie do filme de carbono
em um intervalo de pH 2,0 até 12. Para estes experimentos, foi utilizada uma

solucéo do analito 1,0 x 10 mol L' em tampao fosfato 0,1 mol L.
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Figura 9 — Voltamogramas ciclicos de uma solucéo de paracetamol 1,0 x 10™ mol L em tampao
fosfato 0,1 mol L em diferentes valores de pH (2,0 - 12). Area do eletrodo de filme de

carbono: 0,17 cm’. Velocidade de varredura: 100 mV s

Observa-se que o potencial de oxidagdao diminui com o aumento do valor de
pH da solugcédo, fato este melhor visualizado no detalhe da Figura 5. Este
comportamento pode ser atribuido a hidrélise do farmaco formando compostos
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reduzidos, tais como a p-hidroxianilina [226]. A mudanca no sentido negativo do
potencial de pico anddico (Eps) com o aumento do valor de pH pode ser descrita

conforme a equacao abaixo:
Epa (V/ vs. Ag/AgCl) = + 0.76 — 0.042 {pH} (5)

O valor teérico da inclinagdo da curva de Ep, vs. pH é de 59 mV pH™' para um
processo envolvendo dois prétons e dois elétrons (equacao de Nernst). Porém, o
valor de 42 mV pH™ descrito na equacgéo 5, mostra que o mecanismo de oxidagao
do paracetamol é mais complexo. Este valor estd bem proximo daquele encontrado
por Gilmartin e Hart [227] de 46,5 mV pH", em uma faixa de pH similar aquela
utilizada neste experimento.

Para valores de pH acima de 10, o processo de oxidacdo torna-se
cineticamente menos favoravel e a adsor¢cdo do analito sobre a superficie do
eletrodo ocorre mais intensamente. Este fato pode ser justificado devido a presenca
do grupo fendlico. Em um meio mais acido (pH 2,0), o potencial de pico anddico
aumenta significativamente assim como se verifica uma onda catédica pouco
definida para o processo de reducéo da N-acetil-p-quinonaimina (NAPQI). Conforme
Vanbenschoten e colaboradores [228] e Miner e colabradores [229], para estudos
com voltametria ciclica e utilizando baixos valores de pH da solucao eletrolitica, a
espécie NAPQI protonada pode ser convertida para uma forma hidratada e
eletroinativa, alterando o perfil catodico.

Os resultados obtidos anteriormente foram decisivos na escolha do valor de
pH da solugdo de tampéo fosfato 0,1 mol L. O valor de pH 8,0 foi eleito para este
estudo por apresentar uma melhor relagdo sinal/ruido bem como promover a
oxidacao do analito em um potencial relativamente baixo.

A Figura 10 apresenta os voltamogramas ciclicos de uma solugdo de
paracetamol 1,0 x 10 mol L' em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0) sobre os
eletrodos de filme de carbono (linha sélida) e carbono vitreo (linha pontilhada).
Observando os resultados, a resposta do eletrodo de filme de carbono € mais
favoravel a oxidagao do analito em comparacao aquela apresentada pelo eletrodo de
carbono vitreo convencional. O filme de carbono exibe uma corrente de pico maior

além de um potencial de pico anédico menos positivo (Epa ~ +0,4 V vs. Ag/AgCl).
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Figura 10 — Voltamogramas ciclicos utilizando os eletrodos de filme de carbono (linha
cheia) e carbono vitreo (linha tracejada) numa solu¢do de tampao fosfato 0,1 mol L! (pH
8,0) contendo paracetamol 1,0 x 10* mol L. Areas dos eletrodos: filme de carbono:

0,17 cm’ e carbono vitreo: 0,18 cm’. Velocidade de varredura: 100 mV s

Investigou-se a variagdo da corrente com as velocidades de varredura (0,01
até 0,9 V s™') usando uma solugcdo de paracetamol 1,0 x 10 mol L' em tampao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0). A Figura 11 mostra que houve um aumento nas
correntes de oxidacdo e reducao bem como os potenciais de pico deslocaram-se
para regides mais positivas e negativas conforme os processos de oxidagédo e
reducdo, respectivamente. As correntes de pico de oxidacdo e reducao variaram
linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, com um coeficiente de

correlacao (r) > 0,999, sugerindo um processo controlado pela difuséo.
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Figura 11 — Voltamogramas ciclicos de uma solugdo de paracetamol 1,0 x 10" mol L” em
tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0) em diferentes velocidades de varredura. O detalhe mostra a

- L qe 1. . 12
relacdo entre as correntes anddicas e catodicas com a velocidade de varredura, v ™.

A Figura 12 apresenta os voltamogramas ciclicos resultantes de adicoes
crescentes de paracetamol em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0) sobre o
eletrodo de filme de carbono. O sinal obtido para cada concentracdo do farmaco foi
muito estavel e reprodutivel. Além disso, verifica-se no detalhe da Figura 12 uma
relacdo linear entre as correntes de oxidacao e as concentracdes de paracetamol em
um intervalo compreendido entre 1,0 x 10° e 2,3 x 10° mol L ™.
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Figura 12 — Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de filme de carbono
(A: 0,17 sz) em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L! (pH 8,0) contendo 1,0, 2,0, 4,0, 6,0 e
8,0 x 10'5; 1,0, 4,0e 7,0 x 10'4; 1,0, 1,5e 2,3 x 10° mol L' de paracetamol. Velocidade de
varredura: 100 mV s”. Parimetros da regressdo linear: inclinacio de 38,54 + 0,30 LA/mM e
intercepto de 0,25 + 0,27 pA.

5.2.2. Analises em Fluxo com Deteccdo Amperométrica

5.2.2.1. Curva Analitica, Estudos de Repetibilidade e Interferéncias

Para estabelecer as condicbes mais favoraveis para a determinacdo do
analito, algumas variaveis envolvidas na operacao FIA (potencial de trabalho, vazao

e alca de amostragem) foram estudadas. Estes experimentos foram realizados
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alterando uma variavel de cada vez, mantendo constante todas as outras. Além
disso, para a obtengédo dos voltamogramas hidrodindmicos, utilizou-se uma solugéo
de paracetamol 1,0 x 10° mol L™! em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0).

O efeito do potencial de trabalho na resposta amperométrica do paracetamol
foi investigado na faixa compreendida entre +0,4 e +0,8 V (vs. Ag/AgCl). Verifica-se
que a corrente anddica aumenta significativamente com o aumento do valor de
potencial até +0,6 V. Para valores de potenciais superiores, a corrente torna-se
independente do potencial aplicado. O potencial de +0,6 V foi utilizado em todos os
experimentos seguintes por corresponder ao valor maximo de sinal amperométrico
observado, garantindo a completa oxidacao do farmaco.

A influéncia da vazao (de 1,0 até 5,0 mL min™) e da alca de amostragem (de
50 até 300 ulL) foi avaliada sobre o sinal analitico do paracetamol. A corrente de
oxidagdo aumenta com a vazdo até 3,0 mL min' e permanece virtualmente
constante para vazées mais altas. A vazdo de 2,0 mL min™ foi eleita por combinar
menor consumo de reagentes, melhor repetibilidade (para cinco injecdes
consecutivas de paracetamol 1,0 x 10 mol L', obteve-se um desvio padréo relativo
de 1,9% e 8,7% para as vazdes de 2,0 e 3,0 mL min™ respectivamente) e freqiiéncia
analitica elevada (50 determinacdes por hora). O sinal amperométrico aumenta
quase linearmente com a variagdo da alca de amostragem de 50 até 150 pL. Porém,
0 aumento de corrente ndo € tao significativo para volumes maiores. A alca de
150 uL foi escolhida devido a melhor relagdo entre reprodutibilidade e
frequéncia analitica.

Na Tabela 3, encontram-se resumidos os parametros estudados e
selecinados para a analise por injecdo em fluxo. Com estes valores, voltou-se a
atencdo para a elaboragdo da curva analitica, procurando trabalhar em faixas de

concentragao que apresentassem comportamento linear.
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Tabela 3 — Parametros avaliados e condi¢des de trabalho selecionadas.

Parametros avaliados no modo FIA

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
Potencial (V) vs. Ag/AgCl 0,4-0,8 0,6
Vazéo (mL min™) 1,0-5,0 2,0
Alga de amostragem (ulL) 50 — 300 150

Uma série de experimentos, em triplicata e sob as condi¢cdes otimizadas, foi
conduzida para obter a curva de calibracdo. Todas as solu¢cées padrdao foram
convenientemente diluidas a partir de uma solucdo estoque de 5,0 x 10 mol L™.
A Figura 13 exibe uma sequéncia de picos de corrente anddica para solugdes
padrdo de paracetamol, cujos valores de concentracdo situaram-se entre 8,0 x 107 e
5,0 x 10”* mol L. Com este intervalo de concentracdo, verifica-se um excelente
ajuste da regressao linear com coeficiente de correlagdo de 0,999 (detalhe
da Figura 13).
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Figura 13 — Respostas amperométricas do filme de carbono para concentragdes crescentes de
paracetamol em tampdo fosfato 0,1 mol L' : (a) 8,0 x 107, (b) 1,0, (¢) 3,0, (d) 7.0,
(e) 9,0 x 10°, () 2,0, (g) 5,0, (h) 7,0, (i) 9,0 x 10, (j) 2,0, (k) 5,0 x 10* mol L. Potencial
de trabalho: +0,6 V (vs. Ag/AgCl), vazdo: 2,0 mL min'l, alca: 150 pL. O detalhe mostra a

curva de calibrac@o correspondente.

A faixa linear de concentracao para o farmaco apresentou uma inclinacéao de
24,34 £ 0,07 puA/mM e um intercepto de 0,004 + 0,011pA. O limite de deteccéo foi
estimado em 1,36 x 107 mol L (trés vezes o desvio padrdo do branco/inclinacdo) e
o limite de quantificacéo foi calculado como 4,53 x 107 mol L™,

A Figura 14 apresenta injecdes alternadas de 150 uL de solugcbes de
paracetamol 5,0 x 10® (a) e 5,0 x 10° mol L™ (b) em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0).
A repetibilidade do sinal amperométrico, para ambas as concentragcbes, mostra que
nao ha efeito de meméria durante as injecées. Além disso, foram obtidos desvios
padrdes relativos de 3,1 e 1,3% para solugcbes de paracetamol 5,0 x 10° e

5,0 x 10° mol L™, respectivamente.
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Figura 14 — Injecdes alternadas de paracetamol (a) 5,0 x 10° e (b) 5,0 x 10° mol L' em
tampao fosfato 0,1 mol L! (pH 8,0). Potencial de trabalho: +0,6 V (vs. Ag/AgCl),

vazdo: 2,0 mL min” e alca de amostragem: 150 L.

O efeito de possiveis interferentes foi investigado pela adicdo de outros
componentes em duas concentragdes diferentes: 1,0 x 10° e 1,0 x 10* mol L™". Para
este estudo, utilizou-se uma solugdo contendo paracetamol 1,0 x 10> mol L™ em
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 8,0). Cafeina, lactose, acido citrico, glicose e acido
ascérbico, componentes geralmente encontrados em formulagdes farmacéuticas,
foram testados. Os quatro primeiros compostos causaram um aumento inferior a 5%
na corrente de pico de oxidacdo do paracetamol, mesmo empregando uma
concentragdo dez vezes superior a do analito. Porém, a presenca de acido
ascérbico, na mesma concentracao do paracetamol, foi suficiente para causar um
aumento de 10% no sinal amperométrico do farmaco. Embora este composto nao
esteja presente nas amostras utilizadas neste estudo, o acido ascérbico pode ser
decomposto enzimaticamente através da ascorbato oxidase, e uma quantificacao

diferencial dos dois componentes pode ser realizada [230,231].
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5.2.2.2. Determinacdo de Paracetamol em Amostras Farmacéuticas

O método desenvolvido para a analise rapida de paracetamol foi testado em
comprimidos de cinco diferentes formulagbées farmacéuticas comerciais. A Figura 15
apresenta os sinais amperométricos referentes as solugcdes padrao do farmaco, com
concentragdes variando entre 1,0 e 8,0 x 10° mol L (a-e), seguido das amostras
reais (A-As) convenientemente diluidas em tampao fosfato 0,1 mol L'. A
proporcionalidade entre as correntes de oxidagdo e as concentracées dos padroes
do analito é confirmada através da curva de calibracdo ilustrada no detalhe da
Figura 15. Os resultados eletroguimicos obtidos com o novo sensor foram
comparados com aqueles provenientes do método espectrofotométrico

recomendado pela farmacopéia brasileira [182].
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Figura 15 — Anélises das amostras de paracetamol A; — As em tampdo fosfato 0,1 mol L™
(pH 8,0) usando eletrodo de filme de carbono. Detalhe: curva analitica apds injecdes
consecutivas de solucdes padrio de paracetamol (a) 1,0, (b) 2,0, (¢) 4,0, (d) 6,0,
(e) 8,0 x 10° mol L. Potencial de trabalho: +0,6 V (vs. Ag/AgCl), vazdo: 2,0 mL min”,
alca de amostragem: 150 pL.
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Os resultados das analises de todas as amostras farmacéuticas estao
reunidos na Tabela 4. A composicdo de cada medicamento é especificada na
segunda coluna. Os valores alcancados, através dos métodos amperométrico e
espectrofotométrico [182], bem como aqueles encontrados nos rétulos dos produtos
farmacéuticos estdo bem préximos entre si. Além disso, os desvios padrdes

encontrados apresentam diferencas relativas satisfatérias.
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Tabela 4 — Resultados obtidos para as andlises de paracetamol em cinco formulacdes farmacéuticas através dos métodos

amperométrico e espectrofotométrico na regido do ultravioleta (254 nm) [182].

Amostra Composicao Valor Amperometria Espectrofotometria A° A° A°
nominal (g) + D.P.? (g) +D.P.2 () (%) (%) (%)

Paracetamol, celulose microcristalina,
livinilpirrolidon r magnési
polivinilpirrolidona,estearato de magnésio, 0.75 0.76 + 0,01 0,78 + 0,03 1.3 +4.0 26
dioctilsulfossucinato de sddio, carboximetilcelulose,
macrogol, hidroxipropilmetilcelulose.

Paracetamol, celulose microcristalina, estearato de

2 . . . - . 0,75 0,74 £ 0,02 0,75+ 0,03 -1,3 -1,3
magnésio, glicolato amido sédico, polividona.

Paracetamol, glicolato amido sddico, polividona,

3 L L 0,75 0,68 £ 0,02 0,70 £ 0,02 -9,3 -6,7 -2,8
sorbato de potéssio, 4cido estearico.

Paracetamol, celulose microcristalina,
4 polivinilpirrolidona,estearato de magnésio, 0,50 0,47 + 0,03 0,45 + 0,01 -6,0 -10 +4.4
dioctilsulfossucinato de sodio.

Paracetamol, cafeina, glicolato amido sédico,

5 0,50 0,48 £ 0,03 0,46 £ 0,01 -4,0 -8,0 +4,3
celulose, macrogol.

(a) Média + desvio padrao para 3 determinacdes; Diferenca relativa entre: (b) valor nominal e o método amperométrico; (c) valor nominal € o método

espectrofotométrico; (d) métodos amperométrico e espectrofotométrico.
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5.2.3. Conclusées Parciais

O método amperométrico em fluxo proposto para a determinacdo de
paracetamol em produtos farmacéuticos é simples, sensivel, rapido e de baixo custo.
Os resultados obtidos foram satisfatérios e suficientemente confidveis para que a
associacao do novo sensor amperométrico ao sistema em fluxo possa ser
empregada como uma metodologia alternativa aos métodos oficiais recomendados
pelas farmacopéias americana e brasileira [181,182].

Comparando os parametros analiticos alcangados com o método proposto
com outros descritos na literatura, para diferentes técnicas eletroquimicas e/ou
sensores, verifica-se que a faixa linear de concentracdo e o limite de deteccao
estimado apresentam valores comparaveis [190, 191,193] ou até mesmo melhores
[192]. Um artigo cientifico descrevendo em detalhes o estudo por nés realizado, foi

publicado no Journal of Pharmaceutical & Biomedical Analysis [28].
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5.3. Quantificacao de Ambroxol em Formulacées Farmacéuticas Utilizando
Analises em Fluxo com Deteccao Amperométrica

5.3.1. Voltametria Ciclica

O comportamento eletroquimico do ambroxol foi investigado utilizando o
eletrodo de filme de carbono em solucédo de tampéao fosfato no intervalo de pH 2,0
até 12. A Figura 16 apresenta os voltamogramas ciclicos de uma solugcao de ambroxol
2,0 x 10* mol L em tampao fosfato 0,1 mol L.
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Figura 16 — Voltamogramas ciclicos de uma solugdo de ambroxol 2,0 x 10™ mol L em tampao
fosfato 0,1 mol L! (pH 2,0 — 12). Area do eletrodo de filme de carbono: 0,17 cm’.

Velocidade de varredura: 100 mV s,

Em todas as condi¢cdoes de pH, a oxidacdo do farmaco mostra-se bastante
irreversivel, com uma onda de oxidacdo pronunciada, mas a de reducgao

correspondente € particularmente desprezivel no intervalo de potencial empregado
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(0,0 — 1,3 V vs. Ag/AgCl). No detalhe da Figura 16, observa-se que o potencial
anodico do ambroxol apresenta uma variacao linear com o aumento de pH bem
como se desloca para regides menos positivas com um valor de inclinagcao negativo
de 49 mV pH™' (r = 0,998), indicando que o potencial de oxidagdo do farmaco é
fortemente dependente do pH. Além disso, o coeficiente de transferéncia de elétrons
an (0,72 + 0,09), calculado para diferentes valores de pH (2,0 — 12), esta préximo
daquele encontrado por Habib e Zayed [210], an de 0,76 + 0,04, para um processo
catodico irreversivel envolvendo a transferéncia de um elétron e um préton em
solugcédo tampéo Britton-Robinson (BR).

O processo anddico irreversivel do ambroxol também foi constatado por
Demircigil e colaboradores [211] em um estudo utilizando solugdo tampao BR para
diferentes valores de pH. Os autores ainda verificaram a presenca de um segundo
processo anoddico, em potenciais mais positivos, que tornou-se menos nitido
conforme o decréscimo do valor de pH. Eles propuseram um mecanismo para o
processo de oxi-reducao do analito baseado na formagcao de um dimero proveniente
de cations radicalares. Estes por sua vez, sdo oriundos da oxida¢ao do grupo amino
pertencente a molécula de ambroxol.

Um outro estudo voltamétrico foi realizado em solucdo de tampéao fosfato
0,1 mol L™ (pH 3,6 e 12) com adi¢des crescentes do analito. Em meio alcalino, a
oxidacao do farmaco ocorre em regides de potenciais menos positivos e com valores
maiores de corrente. Porém, a repetibilidade do sinal voltamétrico é menor e a
resposta para sucessivos voltamogramas ciclicos decresce rapidamente. Além
disso, observa-se uma faixa linear de concentragdo mais estreita. Este
comportamento foi verificado em diferentes solugdes eletroliticas (tampao acido
acético/acetato de sodio e acidos sulfurico e cloridrico). Dentre as solugdes
utilizadas, o acido sulfurico apresentou os melhores resultados voltamétricos. Para a
escolha da melhor condi¢cdo de pH, outros voltamogramas ciclicos foram obtidos
com uma solucgao de acido sulfarico/sulfato de sédio.

A Figura 17 exibe os resultados obtidos com uma solugdo de ambroxol

5,0 x 10 mol L™ em eletrélito acido sulfarico/sulfato de sédio (0,1 mol L™, pH 1 —4).
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Figura 17 — Voltamogramas ciclicos em solu¢do de &cido sulfurico/sulfato de sédio
(0,1 mol L'l, pH 1-4) contendo ambroxol 5,0 x 10° mol L. Os simbolos representam:

(®) 1° ciclo e (A) 11° ciclo.

Um pequeno decréscimo na corrente de pico anddica, apés 11 ciclos, é
constatado somente em baixos valores de pH (pH 1,0). Conforme se pode observar
ainda na Figura 17, com o aumento do pH da solucao de acido sulfurico/sulfato de
s6dio ocorre uma diminuicdo consideravel do sinal voltamétrico no 11° ciclo. Em
valor de pH 4,0, por exemplo, verifica-se um decréscimo de 67% do valor inicial da
corrente de oxidagao do farmaco. A razao para esta diminuicao de sinal nao € 6bvia.
Provavelmente, neste meio menos acido, o produto gerado durante a oxidagcédo do
ambroxol permaneca sobre o sensor, ocasionando um bloqueio de sua superficie.
Em virtude dos resultados obtidos anteriormente, o 4cido sulfarico 0,1 mol L™ foi eleito
como eletrdlito para os experimentos seguintes.

A Figura 18 mostra os voltamogramas ciclicos resultantes de adicbes
crescentes de ambroxol em solucdo de &cido sulfdrico 0,1 mol L™ sobre o eletrodo

de filme de carbono. O sinal obtido para cada concentracdo do analito foi muito
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estavel e reprodutivel. No detalhe da Figura 18 verifica-se uma resposta linear para

o intervalo de concentracdo compreendido entre 1,0 x 10%e 2,0 x 10° mol L.
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Figura 18 — Voltamogramas ciclicos obtidos com eletrodo de filme de carbono (A: 0,17 cm?)
em solucdo de dcido sulfirico 0,1 mol L' em diferentes concentracoes de ambroxol
(1,0 x 10* — 2,0 x 10° mol L'l). Velocidade de varredura: 100 mV s'. ParAmetros da
regressao linear: inclinacao de 23,87 £ 0,23 wA/mM e intercepto de 0,25 + 0,23 pA.

A variagédo da corrente anodica com a velocidade de varredura (v, de 0,01 até
0,9 V s™) foi investigada na mesma solugao eletrolitica de &cido sulfarico. Conforme
o aumento da velocidade de varredura o potencial de pico desloca-se para valores
mais positivos, confirmando a irreversibilidade do processo. As correntes anddicas (ipa)
variam linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura (v*?), com um

valor de inclinagdo de 0,38 pA v

(r = 0,999), sugerindo um processo controlado
pela difusdo. Além disso, a variacao logaritmica entre a corrente de oxidacédo e a
velocidade de varredura apresenta um valor de inclinacdo de 0,47 pA v (r = 0,999),
devido ao componente de difuséo, préximo do valor teérico de 0,50, correspondendo a
um processo difusional [232]. Os valores de inclinagdo aqui obtidos estdo

concordando com aqueles encontrados por Demircigil e colaboradores [211] de 0,37
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(variacao de ipa cOM v) e de 0,46 (variagdo logaritmica de ipa COM V), em solucdo
tampéao BR.

A oxidacao eletroquimica do ambroxol também foi estudada utilizando outros
dois diferentes materiais eletrédicos em acido sulfarico 0,1 mol L. Os resultados
obtidos para os sensores de carbono vitreo, platina e o filme de carbono séo
ilustrados na Figura 19. Para efeito de comparagdo, sdao mostrados o0s
voltamogramas ciclicos obtidos sob condi¢cées experimentais idénticas, na auséncia
(linhas tracejadas) e presenca do analito (linhas sélidas).

Para o eletrodo de platina, nao é possivel verificar um pico anddico bem
definido (curva C). Para os eletrodos de filme de carbono (curva A) e carbono
vitreo (curva B), observa-se uma onda anddica durante a oxidacdo do ambroxol,
com inicio em potenciais acima de +0,95 V (vs. Ag/AgCl). Além disso, para
estes dois sistemas, verifica-se uma onda catdédica menor correspondente a
varredura reversa, no potencial em torno de +0,30 V (vs. Ag/AgCl). Porém, a
magnitude da densidade de corrente anddica para o filme de carbono é maior do
que para o eletrodo de carbono vitreo. Isto indica que o resistor de filme de
carbono apresenta um desempenho eletroquimico mais favoravel para a

oxidagdo do farmaco.
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Figura 19 — Voltamogramas ciclicos

para os eletrodos de filme de carbono

(A), carbono vitreo (B) e platina (C)
em solucio de 4cido sulfurico
0, mol L' na auséncia (linha
tracejada) e presenca (linha sdélida)
ambroxol 2,0 x 10* mol L', Areas dos
eletrodos: (A) 0,17, (B) 0,18 e
(C) 0,07 cm’. Velocidade de varredura:
100 mV s™.

Densidade de corrente

0,0 \034 0,8 1,2 1,6
Potencial/ V (vs. Ag/AgCl)

5.3.2. Analises em Fluxo com Deteccdo Amperométrica

5.3.2.1. Curva Analitica, Estudos de Repetibilidade e Interferéncias

Para estabelecer as melhores condicbes de analise em fluxo na
determinacdo amperométrica do ambroxol, a influéncia de parametros tais como
vazdo e algca de amostragem foram estudados, utilizando uma solugcdo do
farmaco 5,0 x 10°® mol L™ em eletrélito acido sulftrico 0,1 mol L. Considerando
os estudos anteriores de voltametria ciclica (Figura 18) e o0s experimentos
hidrodindmicos (variando o potencial entre 1,0 e 1,30 V), um potencial de trabalho
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+1,15 V (vs. Ag/AgCl) foi selecionado para todos os experimentos em FIA
envolvendo ambroxol.

O efeito da vazdo (de 1,0 até 5,0 mL min”') na resposta amperométrica foi
investigado, utilizando uma al¢a de amostragem de 100 puL. Houve um aumento na
corrente anddica até uma vazao de 4,0 mL min'. Para valores maiores de vazao, a
corrente de oxidacao nao apresentou variacées consideraveis. Quando este
parametro atingiu valores acima de 2,0 mL min", a repetibilidade do sinal
amperométrico diminuiu. Desvio padrio relativo de 1,0% foi obtido para 2,0 mL min”
comparado a 2,5%, correspondendo a vazdo de 3,0 mL min™'. Considerando a melhor
repetibilidade e uma freqiéncia analitica de 50 determinagdes por hora, a vazéo de
2,0 mL min™ foi eleita a mais favoravel.

O volume da algca de amostragem foi avaliado em uma faixa de 50 até
300 uL. O sinal amperométrico aumentou quase linearmente com alcas de 50 até
150 uL. Uma alca de 100 uL foi adotada por representar um compromisso entre a
frequéncia e a sensibilidade analitica, utilizando menor volume de amostra.

Na Tabela 5, encontram-se resumidos os parametros estudados e

selecinados para a analise por inje¢cdo em fluxo.

Tabela 5 — Parametros avaliados e condi¢des de trabalho selecionadas.

Parametros avaliados e otimizados para analisar ambroxol no modo FIA

Parametro Faixa estudada Valor selecionado
Potencial (V) vs. Ag/AgCl 1,0-1,3 1,15
Vazao (mL min™) 1,0-5,0 2,0
Alga de amostragem (uL) 50 — 300 100

Utilizando as melhores condicdes FIA para a oxidagao do ambroxol, uma
série de experimentos em triplicata foi realizada empregando uma solucéo
eletrolitica de 4cido sulfarico 0,1 mol L. A linearidade entre a corrente de oxidagao
e a concentracdo de ambroxol foi constatada em um amplo intervalo (5,0 x 107 —
3,5 x 10* mol L), conforme é mostrado na Figura 20. A faixa linear de concentracdo
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apresentou uma inclinagéo de 18,76 = 0,11 pA/mM e intercepto 0,025 + 0,011 uA,
com coeficiente de correlacdo de 0,999. O limite de deteccdo estimado foi
7,61 x 10® mol L' (trés vezes o desvio do branco/inclinagdo) e o limite de
quantificacdo calculado de 2,53 x 107 mol L.
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Figura 20 — Curvas de calibracdo construidas a partir das respostas amperométricas obtidas
ap6s injecdes de solugdes de ambroxol em solugio de 4cido sulfdrico 0,1 mol L™ para
diferentes intervalos de concentracdo: (0) 5,0; 6,0 e 8,0 x 10'7, (V) 1,0; 2,0; 3,5;5,0;6,0 ¢
8,0 x 10°, () 1,0; 2,0; 3,5; 5,0; 6,0 e 8,0 x 107, (A) 1,0; 2,0 e 3,5 x 10™ mol L.
Potencial de trabalho: +1,15 V (vs. Ag/AgCl), vazdo: 2,0 mL min" e alca de amostragem:
100 pL.

A Figura 21 ratifica o fato de que mesmo em baixas concentracdes, 5,0 x 10”7
até 5,0 x 10® mol L™, os valores de corrente de oxidacdo do ambroxol mostram-se
muito favoraveis (mesmo nestas baixas concentracdes, a relagdo sinal/ruido
continua elevada). Outro aspecto que chama atencao é a elevada estabilidade da

linha base, condicao néo verificada quando sensores convencionais sao utilizados.
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Figura 21 — Resultados FIA apds injecdes de solugdes de ambroxol (a) 5,0, (b) 6,0,
(¢) 8,0 x 107, (d) 1,0, (e) 2,0, () 3,5, (g) 5,0 x 10° mol L' em 4cido sulfiirico
0,1 mol L, utilizando eletrodo de filme de carbono. Alca de amostragem: 100 uL,

vazdo: 2,0 mL min" e potencial de trabalho: +1,15 V.

Os estudos de repetibilidade foram conduzidos empregando solugdes de
ambroxol 6,0 x 10 (a) e 6,0 x 10° mol L™ (b) em &cido sulfdrico 0,1 mol L. A Figura
22 apresenta o resultado de uma série de 40 injecoes alternadas destas solucdes.
Para a série de concentracdes utilizadas, os desvios padrdes relativos foram de 3,0
e 1,5% respectivamente. Estes resultados mostram que nao ha efeito de meméria
entre as sucessivas injecées bem como ressalta mais uma vez o bom desempenho

do eletrodo de filme de carbono durante os experimentos em fluxo.
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Figura 22 — Sinais registrados para inje¢des alternadas de ambroxol (a) 6,0 x 10° e
(b) 6,0 x 10 mol L' em 4cido sulfiirico 0,1 mol L! sobre a superficie do filme de carbono.

Potencial de trabalho: +1,15 V, alca de amostragem: 100 uL e vazao: 2,0 mL min’.

Para estimar o efeito de potenciais interferentes presentes em amostras
farmacéuticas, a composicéo de cada amostra de xarope foi avaliada (Tabela 5). Dentre
eles, os acidos benzdico e citrico foram, inicialmente, selecinados para este estudo.
Para avaliar seus efeitos, utilizou-se uma solugdo de ambroxol 1,0 x 10° mol L™ em
eletrélito suporte de &cido sulfurico 0,1 mol L. N&o se verifica mudanga no sinal
amperométrico quando acido benzéico 1,0 x 10° mol L™ é adicionado & solugdo de
ambroxol (razdo 1:1). Em um outro experimento, com uma solucao do excipiente
correspondente a 1,0 x 10 mol L™ (dez vezes mais concentrada em relacédo a do
farmaco), observa-se um aumento de apenas 2% na resposta amperométrica. A
mesma estratégia foi empregada para o acido citrico. A primeira adicdo deste
excipiente a solucdo de ambroxol (razdo 1:1) ndo provoca alteracao consideravel no
sinal de corrente. Porém, quando uma solugdo de acido citrico 1,0 x 10* mol L™ é
adicionada, observa-se um aumento de ~7% no sinal anddico. Testes adicionais
foram realizados com outros constituintes das amostras de xarope e nenhuma

mudanca consideravel na resposta foi constatada.
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5.3.2.2. Determinacdo de Ambroxol em Amostras Farmacéuticas

Para avaliar a aplicabilidade do sensor de filme de carbono, quatro diferentes
produtos farmacéuticos comerciais contendo ambroxol e outras substancias, foram
analisados. A Figura 23 apresenta os resultados de FIA obtidos para as amostras de
xaropes (A¢-A4) e para injecbes de solugbes padrdao em diferentes concentracdes,
variando de 6,0 x 10 até 3,0 x 10° mol L™ (a-e). A proporcionalidade entre a corrente
anddica e a concentracao dos padrdes pode ser confirmada observando a curva de
calibracdo ilustrada no detalhe da Figura 23. Esta curva foi utilizada para a
quantificacdo do farmaco nas amostras comerciais de xarope. Para efeito de
comparacao, as concentracdes de ambroxol também foram determinadas mediante
analises espectrofotométrica [210,211] e titulométrica [219]. A titulacdo
potenciométrica € a metodologia recomendada pela farmacopéia britanica para a
quantificacdo de ambroxol assim como a espectrofotometria foi adotada também

devido a sua simplicidade e rapidez.
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Figura 23 — Resultados de FIA para a andlise de ambroxol em quatro diferentes amostras de
xarope em &cido sulftrico 0,1 mol L'l, utilizando eletrodo de filme de carbono. Detalhe:
curva analitica construida para solu¢gdes padrao de ambroxol (a) 6,0 x 10'6, (b) 1,2, (¢) 1,8,
(d) 2,4, (e)3,0x 10” mol L!. Potencial de trabalho: +1,15 V, al¢a de amostragem: 100 pL e

vazao: 2,0 mL min™.

Os resultados das anélises de todos os produtos farmacéuticos estdo
sumarizados na Tabela 6, sendo possivel comparar os valores obtidos utilizando os
métodos amperométrico, titulométrico [219] e o espectrofotométrico [210,211]. Nesta
tabela constam os desvios padrées relativos para cada amostra, calculados a partir
de trés medidas independentes, bem como a composicao de cada produto (segunda
coluna).

As diferencas relativas entre as médias dos valores obtidos variaram entre
-0,7 e +4,7, calculadas através da comparacédo das trés metodologias empregadas
neste estudo. A concordancia dos resultados alcancados entre 0 método proposto e os
demais foi satisfatéria. Estes resultados também sdo coerentes com as concentragdes

do analito especificadas pelos fabricantes dos medicamentos (Tabela 6).



80

Tabela 6 — Resultados experimentais obtidos por FIA, titulagdo potenciométrica [219]
e espectrofotometria (307,5 nm) [210,211], ap6s analises de ambroxol em diferentes

produtos farmacéuticos comerciais.

Amostra Composicao Valor Amperometria Titulacdo Espectrofotometria
nominal +D.P.? +D.P.? +D.P.?
(mg/5 mL)

Ambroxol, sorbitol, acido
1 citrico, metilparabeno, 30 30,1+£0,3 29,7+0,4 29,8+0,3
propilparabeno, glicerol.

Ambroxol, sorbitol,
2 glicerol, acido benzbico, 30 30,6 £ 0,2 31,4+0,8 30,4+04
mentol, sacarina,

propileno glicol.

Ambroxol, glicerol,
sorbitol, mentol, acido
3 15 15,3+0, 2 15,5+ 0,4 14,8+ 0,3
benzbico, aroma,
propileno glicol, acido

tartarico.

Ambroxol, &cido citrico,
4 aroma, metilparabeno, 15 15,5+0,3 15,2+0,2 15,1 +£0,2
sorbitol, propilparabeno,
glicerol.

#Média + desvio padrdo para 3 determinagdes.

5.3.3. Conclusées Parciais

Os resultados obtidos neste estudo mostraram pela primeira vez a
potencialidade das andlises em fluxo em associagdo com a detec¢gdo amperométrica
para a quantificacao rapida e sensivel de ambroxol em formula¢des farmacéuticas. A
célula eletroquimica confeccionada no préprio laboratério proporcionou sinais

amperométricos estaveis e reprodutiveis assim como foi possivel obter uma faixa de
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concentragao linear de 5,0 x 107 até 3,5 x 10* mol L™ em meio &cido. Utilizando o
novo sensor de filme de carbono, uma alta sensibilidade (0,11 A mol™ L cm™) foi
obtida durante os experimentos voltamétricos. Este estudo foi publicado no periédico
Talanta na forma de artigo cientifico [29].
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Durante o desenvolvimento do presente trabalho de pesquisa foram
realizados estudos envolvendo a utilizacdo do eletrodo de filme de carbono,
construido a partir de resistores, visando aplicacées analiticas. A potencialidade
deste sensor foi apresentada através do desenvolvimento de métodos voltamétricos
para a quantificacdo de substancias organicas (paraquat, paracetamol e ambroxol)

em amostras ambientais e farmacéuticas.

O eletrodo de filme de carbono associado a voltametria de onda quadrada
mostrou desempenho favoravel para a determinacdo de paraquat em baixas
concentragées. O limite de deteccdo de 2,5 x 10° mol L' e limite de
quantificagdo de 8,3 x 10® mol L™ sdo adequados quando comparados ao valor
estipulado pela agéncia de protecdo ambiental americana (US-EPA) de
5,35 x 107 mol L' ou 100 pg L". Além disso, este sensor apresentou perfis
voltamétricos, em eletrélito nitrato de potassio, perfeitamente comparaveis com
aqueles descritos na literatura para diferentes materiais de eletrodos (duas ondas de
reducdo e duas ondas anddicas correspondentes). Um estudo da variagdo da
corrente com as velocidades de varredura (10 — 900 mV s™') mostrou que o processo
de reducgdo é praticamente independente da velocidade de varredura, sendo que
para baixas velocidades este processo torna-se menos reversivel.

A associacado do sensor de filme de carbono a detecgcdo amperométrica em
fluxo possibilitou a realizacdo de analises de forma simples e rapida para a
quantificacao de paracetamol em formulacdes farmacéuticas. Uma ampla faixa linear
de concentracdo (8,0 x 107 — 5,0 x 10* mol L") e sensibilidade elevada
(0,143 A mol” L cm? foram alcancadas utilizando este transdutor sem a
necessidade de modificagdo quimica de sua superficie. Um estudo de repetibilidade
(D.P.R. de 3,1 e 1,3% para 20 injecoes consecutivas de solu¢cdes do analito
5,0 x 10®% e 5,0 x 10° mol L”, respectivamente) mostrou ndo haver efeito de
memoria entre as injecdes realizadas.

Durante as determinacbes de paracetamol nas cinco amostras de
medicamento, verificou-se que os resultados foram concordantes com aqueles
obtidos pelo método espectrofotométrico, com diferencas relativas variando entre
-1,3 e +4,4%. Nenhuma etapa de pré-tratamento das amostras foi necessaria e sua
aplicacdo pode ser diretamente estendida a formulagcdes farmacéuticas mais
complexas. Durante um estudo preliminar de pH (2 — 12) em solugcéo tampao fosfato,
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obteve-se um valor de inclinacdo de -42 mV pH™, valor este proximo daquele
mencionado na literatura, indicando um processo de oxidagdo mais complexo.

A determinacdo eletroquimica de ambroxol em produtos farmacéuticos
mostrou ser mais apropriada utilizando eletrodo de filme de carbono em comparacao
a outros materiais covencionais (carbono vitreo e platina). A oxidacao do farmaco
apresentou resultados melhores em meio acido assim como foi possivel observar um
unico pico anddico, correspondendo a um processo irreversivel, em potencial ~ 1,1 V
(vs. Ag/AgCl). Verificou-se um valor de inclinagdo de 0,47 pA v (r = 0,999) para o
estudo da variacao logaritmica da corrente anddica com a velocidade de varredura,
sugerindo um processo controlado pela difusao.

A potencialidade do sensor proposto foi melhor evidenciada durante os
experimentos em FIA. Um limite de deteccdo de 7,6 x 102 mol L' e uma frequécia
analitica de 50 determinagdes por hora foram obtidos durante as analises
amperomeétricas de ambroxol. Os resultados obtidos para as amostras comerciais de
xarope empregando este sistema, quando comparados aos procedimentos
titulométricos, apresentaram diferengas relativas variando de -2,5 a +2,0%. Estes
valores mostraram-se satisfatérios e suficientemente confiaveis para que a
metodologia proposta possa ser empregada como alternativa ao método da
farmacopéia britanica existente.

Adicionalmente, o tempo gasto na determinagdo de ambroxol pelo método
proposto, mesmo levando em conta a elaborag&do da curva analitica e a realizagao
de medidas em ftriplicata, € menor que o tempo necessario para efetuar apenas uma
Unica titulagdo potenciométrica, com a vantagem de evitar o risco de maiores
contaminag¢des. O método além de ser simples, sensivel e rapido dispensa pré-
tratamento das amostras tais como filtracédo, extragdo ou derivatizacao.

De modo geral, os eletrodos de filme de carbono séo caracterizados por uma
grande versatilidade, boa repetibilidade e baixo custo. A facilidade de preparacao
destes sensores possibilita o seu emprego até como eletrodos descartaveis,
podendo ser interessante em aplicagdes na area de controle de qualidade. Estes
sensores apresentam uma maior faixa de potencial (para ambos os limites anddico e
catédico) em comparacgao a outras formas de eletrodo de carbono, quando tratados
eletroquimicamente em meio acido. A Tabela 7 exibe um resumo de algumas
caracteristicas de cada sistema estudado. Vantagens como ampla faixa linear de
concentragao e baixo limite de deteccdo podem ser confirmados pela associacao do
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novo sensor com as técnicas de voltametria de onda quadrada e FIA com detecgao

amperométrica.

Tabela 7 — Caracteristicas gerais para os sistemas eletroquimicos estudados.

. Limite de Potencial de
Sistema Intervalo linear de
concentracao deteccao trabalho
-1
(mol L7) (mol L) (vs. Ag/AgCl)
Paraquat/KNO;
0,1 mol L' /voltametria 8,6 x 108 —-1,9x 10°® 2,5x10° -0,68
de onda quadrada
Paracetamol/tampéao
fosfato (pH 8,0) 8,0x107-5,0x10* 1,4x107 +0,60
0,1 mol L'/FIA-
amperometria
Ambroxol/H,SO4 . ) .
0,1 mol L'/FIA- 50x10"-3,5x 10 7,6 x10 +1,15

amperometria
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Os estudos desenvolvidos com o eletrodo de filme de carbono, construidos a
partir de resistores, apresentaram uma forma de carbono relativamente nova para
aplicacdes analiticas. Além disso, a presente tese mostrou algumas possibilidades
da utilizacdo deste material como eletrodo de trabalho na determinacdo de
compostos organicos nas areas ambiental e farmacéutica. Desta forma, novas
pesquisas com 0 sensor proposto deverdo ainda ser realizadas. A seguir, sao
registradas algumas potenciais vertentes:

v' Modificagdo da superficie do eletrodo, por exemplo, com filmes poliméricos,
cataliticos ou metais eletrodepositados, para aumentar a seletividade ou ampliar a
gama de analitos. Desta forma, pode-se obter condicbes que favorecam a pré-

concentracao de paraquat e minimizem possiveis interferentes.

v Determinacdo de paraquat em amostras ambientais ou alimenticias utilizando
andlise por injegdo (FIA ou BIA). Desta maneira, a sensibilidade e a frequéncia
analitica do método ainda podem ser melhoradas. Este sensor pode ser empregado
na quantificacéo de outros pesticidas de interesse ambiental.

v Construcao de biossensores amperométricos a partir de tecidos vegetais, tendo os
resistores como materiais de substrato, para a quantificacdo de farmacos em
formulagbes farmacéuticas. Na literatura, os sensores de filme de carbono foram
apenas modificados biologicamente com enzimas isoladas para a determinacéo de

diferentes analitos em amostras alimenticias.

v' Associacdo das técnicas de voltametria de onda quadrada ou detecgao
amperométrica com o modo BIA para a quantificacdo de diferentes analitos. Desta
forma, pode-se obter valores melhores quanto ao limite de deteccéo, faixa linear de
concentragao e repetibilidade de sinal.

v' Aperfeicoamento da construcdo e aplicacdo de microeletrodos de filme de
carbono. Ao longo desta tese foram efetuados estudos preliminares (n&o descritos)

os quais ndo foram conclusivos. O tema podera ser retomado no futuro.
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APENDICE A - Quantificacdo de adrenalina em formulacdes farmacéuticas

utilizando biossensores tissulares
1. Introdugéo

Paralelamente as investigacbes realizadas nesta tese com o0s novos
sensores, um estudo foi desenvolvido visando a quantificacdo de adrenalina ou
epinefrina [1-(3,4-dihidroxifenil)-2-metilaminoetanol] em formulagbées farmacéuticas
utilizando biossensores amperométricos. Este farmaco é um importante
neurotransmissor e é extensivamente empregado no tratamento de asma brénquica,
hipertensdo e glaucoma [1]. Varias técnicas tém sido exploradas para a
determinagdo de epinefrina em fluidos bioldégicos e amostras farmacéuticas,
incluindo espectrofotometria [2,3], fluorimetria [4], cromatografia liquida [5,6],
eletroforese capilar [7,8], quimiluminescéncia [9] e biamperometria [10]. Uma vez
que a maioria destas técnicas apresenta um custo elevado ou requer etapas de
derivatizacao que consomem muito tempo, os métodos eletroquimicos surgem como
um caminho alternativo vantajoso pela simplicidade proporcionada com o uso dos
sensores voltamétricos. Dentre eles, os biossensores amperométricos desenvolvidos
a partir de tecidos vegetais apresentam caracteristicas interessantes tais como
disponibilidade de plantas facilitada, simplicidade de construcao, atividade catalitica
estavel durante semanas e presenca de cofatores, visto que as enzimas encontram-
se imobilizadas em seu ambiente natural.

Neste estudo, fibras de coco de uma palmeira (Livistona chinensis) sao
exploradas como fonte natural de polifenol oxidase (PFO) para a construcao dos
sensores tissulares. Os biossensores constituidos de fibras de coco, grafite e éleo
mineral nas propor¢cées de 15, 50 e 35% em massa, respectivamente, foram
adaptados ao sistema em fluxo. O material enzimatico contido no mesocarpo fibroso
do coco catalisa a oxidagdo da adrenalina para adrenoquinona, como produto
primario. Este produto é reduzido eletroquimicamente (Eq = -0,10 V vs. Ag/AgCl)
sobre a superficie da pasta de carbono e a corrente resultante é usada para a
quantificacao do farmaco. Além do sistema proposto, um reator tissular (~0,08 g de
fibras de coco) associado ao sistema de injecdo em fluxo (FIA) foi explorado também
para a determinacéo espectrofotométrica do analito, com a formacédo de um segundo
produto (adrenocromo) [1], monitorado em 486 nm (Figura 1). A preparagdo dos
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biossensores e dos bioreatores utilizados neste estudo foi de modo muito similar aquela
descrita anteriormente por Lima [11].

: . J &H:hl— 0
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Figura 1 — Representacdo esquematica para os sistemas FIA propostos na determinagdo de
adrenalina: (a) solu¢d@o transportadora, (b) amostras farmacéuticas, (c) alca de amostragem,
(d) seringa, (e) bomba peristéltica, (f) injetor comutador, (g) célula eletroquimica,
(h) potenciostato, (i) sinal amperométrico, (j) reator tissular, (k) célula de quartzo,

(1) espectrofotdometro, (m) sinal espectrofotométrico.

2. Resultados e Discussao

Para estabelecer as condicbes mais favoraveis para a determinagao
amperométrica de adrenalina em amostras farmacéuticas, algumas variaveis (alca
de amostragem e vazao) envolvidas na operacao FIA foram estudadas em solucao
tampdo acetato de sédio/acido acético 0,10 mol L' (pH 4,4). Embora estudos
preliminares mostraram resultados melhores em solugdo tampao 0,1 mol L
(pH 6,0), o eletrdlito tampao acetato foi empregado em todos os experimentos
descritos aqui com o intuito de contornar problemas relacionados com a interferéncia
de outras espécies, presentes nos produtos farmacéuticos, sobre o sinal
amperométrico. Um estudo de interferentes sera descrito a seguir. O potencial de
trabalho de -0,10 V (vs. Ag/AgCl) foi mantido por corresponder ao valor maximo de

corrente obtida durante os experimentos voltamétricos.
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Variando a alca de amostragem de 50 até 200 uL, a melhor relacdo entre
sensibilidade e frequéncia analitica (60 determinacdes por hora) foi alcancada
quando uma alca de 100 pL foi utilizada. A melhor repetibilidade foi obtida para uma
vazdo de 2,0 mL min™', quando este parametro foi avaliado dentro da faixa de 0,5 e
5,0 mL min’",

Nas condi¢cbes otimizadas, uma série de experimentos em quadruplicata foi
conduzida para a elaboracdo da curva de calibragdo do farmaco utilizando o
biossensor tissular. A faixa linear de concentracao foi observada dentro do intervalo
de 5,0 x 10° a 3,5 x 10 mol L, conforme é mostrado na Figura 2. A linearidade
entre os sinais de corrente obtidos por FIA e a concentracdo do analito é
representada pela equacéo i = -0,0011 + 0,0010 ¢, r = 0,998, no qual / corresponde
a corrente catédica (em pA) e ¢ é a concentracdo de adrenalina (em pumol L™),
conforme detalhe da Figura 2. Limite de deteccdo de 1,5 x 10° mol L™ (trés vezes o
desvio padrdo do branco) foi estimado assim como o limite de quantificacdo foi
calculado em 5,0 x 10° mol L. Estudos de repetibilidade forneceram um desvio
padrao relativo de 3,1% para uma média de dez injecbes consecutivas de uma
solucdo padrdo de adrenalina 3,5 x 10 mol L ™.
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Figura 2 — Resultados FIA para o biossensor apds inje¢des de solugdes de adrenalina (a) 3,5,
(b) 3,0, (c) 2,6, (d) 2,3, (e) 2,0, () 1,6, () 1,3, (h) 1,0, (i) 0,7, (j) 0,5 x 10" mol L' em tampio
acetato 0,1 mol L' (pH 4,4). O detalhe mostra a curva de calibracio. Era: -0,10 V (vs.
Ag/AgCl), vazdo: 2,0 mL min™ e alga: 100 pL.

O efeito de possiveis interferentes foi investigado pela adicdo de sulfito,
metabissulfito e acido benzoico, principais componentes de amostras de inalagdo de
adrenalina, em uma solucdo do analito 1,3 x 10 mol L. Estes excipientes foram
adicionados na concentragdo de 5,0 x 10° mol L™ assim como todas as solugdes
foram preparadas em tampao acetato de sédio/acido acético 0,1 mol L' (pH 4,4). A
presenca de acido benzdico ndo provocou uma mudanga consideravel na corrente
de reducao do farmaco. Porém, a adicdo de sulfito e metabissulfito promoveram um
decréscimo no sinal amperométrico de 29 e 90%, respectivamente. Para contornar
estas interferéncias, as amostras farmacéuticas foram borbulhadas com nitrogénio
durante dez minutos na presenca de solugdo tampao (0,1 mol L™, pH 4,4). Com este
procedimento, o sulfito e o metabissulfito foram eliminados na forma de HSO:s.
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Para avaliar a aplicabilidade do biossensor tissular, trés produtos de inalagao
comerciais foram analisados. A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos com o
método proposto bem como aquele recomendado pela farmacopéia brasileira [12].
Os desvios padrdes relativos alcancados com a amperometria estao situados entre
-4,2 e +3,0%, comparados aos valores encontrados nos rétulos dos medicamentos
de 136,5 mmol L.

Tabela 1 — Resultados obtidos para as analises de adrenalina em formulagdes
farmacéuticas através dos métodos amperométrico associado ao biossensor,
espectrofotométrico, conforme farmacopéia brasileira [12], e espectrofotométrico

associado ao bioreator.

Adrenalina (mmol L) A (%)
Amostra _ _ .
Farmacopéia Biossensor Bioreator c q o
_ a

(A =280 nm)®  (Eweg=-0,10V)> (A =486nm)
1 168,2 £ 0,4 136,7 £ 0,6 138,9+2,5 +23,2 +0,1 +1,8
2 163,1 £ 0,5 140,6 +2,5 133,9+4,1 +195 +3,0 -1,9
3 167,0£0,2 130,7£0,8 131,8+29 +22,3 -42 -34

(a) Média £ desvio padrao para 3 determinacdes e (b) Média + desvio padrao para 4 determinacoes.
A: diferenca relativa entre o valor nominal e: (¢) o método espectrofotométrico-UV (farmacopéia
brasileira), (d) o método amperométrico com biossensor e (e) o0 método espectrofotométrico com
bioreator.

O método espectrofotométrico na regido do ultravioleta (A = 280 nm) e na
presenca de acido cloridrico 0,01 mol L, recomendado pela farmacopéia brasileira
[12], apresentou valores muito superiores aqueles mencionados pelo fabricante
(Tabela 1). Este fato ocorreu, principalmente, devido a interferéncia causada pelo
acido benzdico presente nas amostras de inalacdo, exibindo uma banda de
absorbancia em 280 nm. Um estudo espectrofotométrico mostrou uma perfeita soma
das bandas de absorgcdo individual de adrenalina e acido benzdico quando

comparado a mistura destas espécies. Uma alternativa utilizada foi a introducéo de
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um bioreator, construido a partir dos tecidos de coco de uma palmeira (L. chinenis),
antes da célula espectrofotométrica.

A Figura 3 mostra que a adrenalina pode ser monitorada
espectrofotometricamente com o reator tissular explorando trés comprimentos de
onda diferentes: 280, 300 e 486 nm. Nestes experimentos, uma solucédo do analito
1,5 x 10™* mol L™ preparada em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,0) circulou pelo
sistema em fluxo durante vinte minutos. O arranjo experimental foi aquele
empregado por Lima [11] que favorece a rapida reposi¢cao do oxigénio bem como a
concentragdo do farmaco pode ser considerada constante ao longo de todo

processo reativo.
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Figura 3 — Espectros de absorcdo dos produtos de oxidagdo da adrenalina 1,5 x 10* mol L™

em solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,0) na presenca PFO, em funcdo do tempo.

Na Figura 3, em torno de 300 nm, observa-se um aumento gradual na
absorbancia ao longo do tempo. Esta banda de absorcdo refere-se a oxidacao
enzimatica da adrenalina para a formagéao da leuco-adrenocromo. Este produto, na
presenga da PFO proveniente dos tecidos de uma palmeira, € ainda oxidado
formando a adrenocromo, de coloracdo azul-esverdeada, em 486 nm [1,13-15].
Analises espectrofotométricas em 280 ou 300 nm podem ser facilmente afetadas

pela presenga de outras espécies aromaticas que absorvem neste comprimento de
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onda como por exemplo o acido benzoico, encontrado nas amostras farmacéuticas
utilizadas neste estudo. Portanto, optou-se por trabalhar em comprimento de onda
correspondente a 486 nm.

Verifica-se ainda na Figura 3 um aumento da intensidade de absor¢cdo em
280 nm. Esta variacdo pode ser justificada pela presenca de uma nova espécie
(leuco-adrenocromo) em 300 nm que surge gradativamente e altera o perfil do
espectro de absorcdo em 280 nm. Além disso, reagdes subseqientes com a
formacdo de dimeros ou polimeros sdo constatadas na literatura para sistemas
similares.

De modo simplificado, o processo envolvendo a oxidacao do analito pode ser
representado pelas reacdes abaixo:

H H
HO H O. H
CH; CHs 42"+ 2¢ (1
HO o
Adrenalina Adrenoquinona

H
HO
@)
HO N
CH;
HO

|

11“’

Leuco-adrenocromo

;v\:& + 2H + 2¢ 3)

Adrenocromo

11

A quantificacdo de adrenalina em amostras comerciais de inalagdo foi
monitorada em 486 nm (adrenocromo) para uma faixa de concentragao
compreendida entre 2,0 x 10° e 2,0 x10* mol L™, empregando uma alca de 100 pL
(Figura 4). O detalhe da Figura 4 mostra um excelente ajuste da regresséo linear
(A =486 x 10" + 0,157 ¢, r = 0,999, no qual A corresponde & absorbancia e ¢ é a
concentracdo de epinefrina em mmol L") com um limite de deteccdo estimado em

3,1 x 10® mol L™ (trés vezes o desvio padrio do branco).
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A Tabela 1 traz também os resultados obtidos com o bioreator para as trés
amostras farmacéuticas de adrenalina. A comparagdo com o valor nominal
(136,5 mmol L) exibiu boa concordancia, com erros relativos variando de -3,4 até
+1,8%.

0,04

©
e
a 8
@
:
<«(C b ‘ ‘
.E 0,08 016 0724
o Epinefrina / mmol L
N
g 0,005
3 min
e

Tempo

Figura 4 — Experimentos em FIA utilizando reator de tecido de planta (L. chinensis) apds
injecdes de solugdes de adrenalina: (a) 2,0, (b) 1,5, (¢) 1,0, (d) 0,5, (e) 0,2 x 10* mol L' em

solugdo tampdo fosfato 0,1 mol L™

3. Conclusoes

O material enzimatico (polifenol oxidase) naturalmente imobilizado nas fibras
de uma palmeira (L. chinensis) apresentou um comportamento muito favoravel para
a determinagdo de adrenalina em formulagbes farmacéuticas, tanto na forma de
sensores amperométricos quanto no emprego de reatores tubulares associados a
FIA com deteccdo espectrofotométrica. Os biossensores e bioreatores sé&o de
construcao facil e rapida, baixo custo e sdo perfeitamente adequados aos sistemas
em fluxo. Os reatores tissulares empregados nas anadlises espectrofotométricas
apresentaram aspectos interessantes, principalmente nos casos em que a
adrenalina nao pode ser determinada diretamente em 280 nm, conforme indicado na
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farmacopéia brasileira. A biotransformacdo do analito em outros compostos com
bandas de absorcdo em diferentes comprimentos de onda (300 e 486 nm) permitiu
obter uma maior seletividade durante as analises.

Quando os tecidos de coco sdo utilizados, ha quatro possibilidades para a
quantificacao de adrenalina em amostras farmacéuticas: biossensor amperométrico
com deteccdo da adrenoquinona em -0,10 V (vs. Ag/AgCl), bioreator associado a
amperometria e posicionado préximo ao transdutor, bioreator associado a
espectrofotometria com monitoramento da leuco-adrenocromo em 300 nm ou em
486 nm (adrenocromo). Um artigo cientifico descrevendo em detalhes este estudo foi
publicado no periddico Biosensors and Bioelectronics [16].
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APENDICE B - Determinacdo de salbutamol em xaropes utilizando
eletroforese capilar com deteccdo condutométrica sem contato (CE-C*D)

1. Introdugéo

Um outro estudo foi realizado para a determinacao de farmaco (salbutamol) em
produtos farmacéuticos empregando eletroforese capilar com detecgao
condutométrica sem contato. Salbutamol (ou albuterol, o'-[(terc-butilamino)metil]-4-
hidroxi-m-xileno-a-o’-diol) € um agonista Bz-adrenérgico seletivo e muito indicado
como broncodilatador no tratamento de asma [1]. Muitas metodologias analiticas tém
sido descritas na literatura para a quantificagdo de salbutamol. Entre as técnicas
utilizadas, a espectrofotometria [2], a cromatografia [3], a quimiluminescéncia [4], a
potenciometria [5], a condutometria [6], a amperometria [7] sdo citadas. Algumas
destas técnicas sao de alto custo ou necessitam de reacdes prévias.

Eletroforese capilar (EC) tem provado ser uma poderosa op¢ao para a analise
de uma extensa variedade de compostos geralmente iénicos ou ionizaveis. Em EC,
separacbes mais rapidas podem ser executadas com melhor seletividade, alta
eficiéncia, sensibilidade suficiente para a maioria das aplicagcdes e baixo consumo de
amostra e reagentes. Diferentes B-agonistas tém sido analisados pela EC direta
[8,9], utilizando microextracao na fase liquida [10], ou empregando ciclodextrinas
[11,12] ou um outro seletor quiral [13].

Neste estudo, as analises de salbutamol foram realizadas em um
equipamento de EC com deteccdo condutométrica sem contato (C*D, do inglés
Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection), desenvolvido pelo grupo
do professor Claudimir L. do Lago, operando em 600 kHz e 2,0 V pico a pico
(Figura 1). A temperatura no interior do equipamento foi mantida em
aproximadamente 25 °C. Os detalhes de construcdo e do instrumento podem ser

encontrados na literatura [14].
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Figura 1 — Equipamento de EC-C'D construido pelo grupo do professor Claudimir L. do

Lago e utilizado nas andlises de salbutamol em formula¢es farmacéuticas.

Um capilar de silica fundida (Agilent Technologies, Sao Paulo) com 50 um de
didmetro interno, 375 um de diédmetro externo, 63 cm de comprimento e 53 cm do
inicio do capilar ao detector foi empregado durante os experimentos. O capilar foi
condicionado antes de cada ciclo de andlises com fluxo constante de solugdo de
hidréxido de sédio 0,1 mol L™ por 20 min e, pelo mesmo periodo, com agua deionizada
e eletrdlito de corrida. Para a estabilizacdo da linha base e do sinal de condutancia
aplicou-se um potencial de corrida de +28 kV. A introdugdo das amostras e solugdes
padrdao de salbutamol no capilar foi realizada de forma hidrodindmica com um
desnivel de 10 cm durante 25 s (modo CZE, Capillary Zone Electrophoresis).

2. Resultados e Discussao

Salbutamol possui dois valores de pKa, 9,3 e 10,3 [15]. Abaixo de pH 9,3, ele
esta predominantemente com carga positiva, enquanto que acima de pH 10,3, esta
predominantemente anidnico. Desta maneira, este farmaco pode assumir carga
positiva, negativa ou a forma zwiteridnica durante as analises eletroforéticas. Baseado
nesta informacédo, Carvalho [16] explorou em sua dissertacdo de mestrado diferentes
sistemas envolvendo EC-C*’D na deteccdo de salbutamol. Inicialmente, os

experimentos foram realizados no modo CZE e utilizando eletrélito tamp&o borato
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5,0 x 10° mol L' (pH 9,0). Verificou-se que a mobilidade aparente do fluxo
eletroosmotico (FEO) e do analito foram similares, indicando que em tais condigbes a
carga liquida do farmaco foi praticamente nula (esta na forma zwiteriénica, proxima ao
ponto isoelétrico). A co-eluigdo observada com o FEO inviabilizou a quantificagdo do
salbutamol.

Outros experimentos com o tampao borato (3,0 x 102 mol L™ e pH 9,4) foram
realizados no modo MEKC (micellar electrokinetic capillary electrophoresis). Devido
a maior condutividade do eletrélito, observou-se uma melhor relacdo sinal/ruido
acompanhado da reducéo do potencial de separacao do analito. Uma consequéncia
desta mudancga foi um aumento no tempo de corrida (4 min-CZE para 9 min-MEKC).

Empregando o eletrélito tampao fosfato 4,5 x 10° mol L™ (pH 12,1) e um
surfactante catibnico (brometo de -cetiltrimetilaménio), como inversor de fluxo
eletroosmoético no modo CZE, foi possivel realizar a deteccdo simultanea do
salbutamol e do sulfato. Nestas condi¢des, constatou-se também a possibilidade da
quantificacao de possiveis acucares, como a galactose, presentes em amostras de
xarope infantil. Porém, o tempo de analise foi ainda maior em comparagdo as
metodologias propostas anteriormente.

Os melhores resultados na deteccdo de salbutamol (menor tempo de andlise e
melhor sensibilidade) no modo CZE foram obtidos em tampao acetato 1,0 x 102 mol L
(pH 4,9) e na presenca do padrio interno TEA (tetraetilaménio, 3,0 x 10 mol L™).

Para estabelecer as condicoes mais favoraveis com o eletrélito de corrida
tampdo acetato de sédio/acido acético em EC-C*D durante os nossos estudos,
avaliou-se o efeito da concentragdo (1,0 — 3,0 x 102 mol L) e do pH (4,4 — 5,4)
desta solucdo utilizando um potencial de separacdo de +28 kV. Os melhores
resultados (altura de pico maior e perfil de pico bem definido) foram alcan¢ados para
um valor de pH correspondente a 4,9. Quando houve um aumento da concentragao,
verificou-se um decréscimo na altura de pico do analito bem como um perfil de sinal
pouco simétrico e uma linha base mais ruidosa. Certamente o efeito Joule, que
ocorre quando a capacidade de dissipacdo de calor do capilar é ultrapassada,
contribuiu para este comportamento. Considerando a melhor sensibilidade e o menor
tempo de andlise, tamp3o acetato de sédio/acido acético 1,0 x 102 mol L™ (pH 4,9)
foi utilizado como eletrélito de corrida e TEA 3,0 x 10™ mol L™ como padrao interno

nos experimentos seguintes.
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A Figura 2 ilustra eletroferogramas obtidos para solucbes padrdo de
salbutamol no intervalo linear de concentragdo de 7,0 x 10° a 3,0 x 10 mol L (a-f)

bem como de uma amostra de xarope comercial convenientemente diluida (g).
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Figura 2 — Eletroferogramas de solugdes padrao de salbutamol (pico 2): (a) 0,7, (b) 1,0, (c)
1,5, (d) 2,0, (e) 2,5, () 3,0x 10*mol L' e (g) amostra de xarope, utilizando eletrélito tampao
acetato 1,0 x 10> mol L' e TEA 3,0 x 10 mol L' como padrio interno (pico 1). Pico 3: pico
desconhecido. Egpiicado = +28 kV, inje¢do hidrodindmica (10 cm e 25 s). O detalhe mostra a

curva de calibragao.

A linearidade entre a concentracao do analito e a area de pico correspondente
pode ser observada no detalhe da Figura 2. A equacao de regressao referente a este
intervalo linear é y = (0,21 # 0,05) + (1,51 # 0,03) ¢, com r = 0,999, no qual ¢
representa a concentracdo de salbutamol em 10* mol L. O limite de deteccdo foi
estimado em 1,0 x 10° mol L™ (trés vezes o desvio padrdo do branco) e o limite de

quantificacdo calculado como 3,3 x 10° mol L.
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Para 10 injecbes consecutivas de uma solucdao padrdo de salbutamol
7,0x10° mol L™, o desvio padréo calculado foi de 4,7 %. Para analises de amostras de
xarope e considerando trés dias diferentes, a reprodutibilidade apresentou desvios
padrées relativos situados entre 1,5 € 2,5 %.

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos para as trés formulacdes
farmacéuticas analisadas por EC-C*D bem como o valor nominal indicado nas
embalagens dos produtos comerciais. Em vista da falta de método padréao descrito na
literatura ou nas farmacopéias para a analise de salbutamol em xaropes, a comparacao

dos resultados com um segundo método analitico ndo foi possivel.

Tabela 1 — Resultados obtidos para a analise de trés diferentes amotras de xarope
contendo sulfato de salbutamol como principio ativo.

Valor nominal EC-C*D+D.P.2

Amostra Composicao
(mg/5 mL) (mg/5 mL)
Salbutamol,sacarina sodica,
1 propilparabeno, metilparabeno,aroma, 2,4 2,20£0,19
acido citrico, ciclamato de sédio e agua
Salbutamol, acido citrico, agucar, glicerina
propilparabeno, citrato de sédio e agua 2,4 2,35+0,02
Salbutamol, sacarina sodica,
propilparabeno, metilparabeno, aroma, 2,4 2,30 + 0,04

acido citrico, ciclamato de sédio e agua

* Média £ desvio padrio de trés determinagdes.

O teste de significancia (hipétese nula) foi aplicado para os resultados
apresentados na Tabela 2, com um valor critico de t igual a 4,3 para um nivel de
confianga de 95 % e 2 graus de liberdade. Os valores de t experimentais situaram-se
entre 1,8 e 4,3, sugerindo ndo haver evidéncias de diferencas significativas entre os

valores comparados.
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3. Conclusoes

O método proposto baseado em EC-C*D mostrou-se adequado para a
quantificacao de salbutamol em formula¢des farmacéuticas. Este método apresentou
interessantes vantagens que s&o caracteristicas da prépria técnica tais como
pequeno volume de residuo gerado, baixo custo e tempo de analise muito favoravel
(aproximadamente 3 min), possibilitando a aplicacéo rotineira da metodologia. Além
disso, ndo foi necessario 0 emprego de solventes organicos ou etapas prévias de
separacao, extracao ou filtracéo.

Devido a auséncia de uma metodologia oficial descrita para a analise de
sulfato de salbutamol em xaropes, os resultados obtidos neste estudo foram
comparados somente com os valores nominais fornecidos pelos fabricantes,
exibindo boa concordancia.

Em condi¢cdes apropridas (eletrélito de corrida, pH e o emprego de um
inversor de fluxo eletroosmético) e no modo CZE é possivel a determinagao
simultdnea do salbutamol e do seu contra-ion, o sulfato, além de determinados
acucares encontrados em amostras farmacéuticas infantis. Estes resultados foram
divulgados mediante publicagdo de artigo cientifico no periédico Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis [17].
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APENDICE C - Estudo do comportamento térmico e cinético do salbutamol

em produtos farmacéuticos
1. Introdugéo

A analise térmica é o grupo de técnicas nas quais uma propriedade fisica de
uma substancia e/ou de uma reacdo € medida como funcdo do tempo ou da
temperatura enquanto a substancia é submetida a um programa controlado de
temperatura [1]. A termogravimetria (TG), a termogravimetria derivada (DTG) e a
calorimetria exploratoria diferencial (DSC, Differential Scanning Calorimetry) sao as
técnicas termoanaliticas mais comumente aplicadas no desenvolvimento de
diferentes compostos [2,3].

A aplicacdo de métodos cinéticos baseados em TG vem sendo amplamente
relatada na literatura com a finalidade de elucidar mecanismos de reacao no estado
sélido [4-7]. Uma das maneiras utilizadas para avaliar a cinética de decomposicao
por TG € o método isotérmico. Neste método, sdo tracados graficos da fracdo
decomposta (o) em funcédo do tempo (t), mantendo as temperaturas constantes (T)
na regido de interesse. Desta forma, a energia de ativacao (E,, barreira de energia
requerida para converter reagentes em produtos) pode ser determinada baseada na
equacao de Arrhenius (equacao 1). Além deste parametro cinético, é possivel avaliar
a estabilidade do produto, ou seja, a extensao em que ele retém, dentro dos limites
especificados e dentro do periodo de armazenagem e de uso, as mesmas

propriedades e caracteristicas que possuia na ocasidao em que foi fabricado [8].

K(T) = A e®RT (equacdo 1)

em que A representa o fator de freqiiéncia (s™'), E a energia de ativagdo (J mol™), R
a constante geral dos gases (8,314 J mol™" K™') e T a temperatura absoluta (K).

Neste estudo, as técnicas termoanaliticas (TG/DTG/DSC) foram utilizadas
para avaliar o comportamento térmico e cinético (método isotérmico) do salbutamol
em padrdo e produto farmacéutico comercial. Estudos de interagdo do salbutamol
com outros compostos tais como ciclodextrina [9], leucina [10], lactose [11],
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polietilenoglicol [12] e utilizando técnicas termogravimétricas tém sido relatados na
literatura.

Os experimentos termogravimétricos foram realizados em uma termobalanca
modelo TGA-50 e em uma célula calorimétrica modelo DSC-50, ambos da marca
Shimadzu. Os caélculos isotérmicos foram efetuados para a primeira etapa de

decomposicéo térmica do farmaco, utiizando um intervalo de 5% de varia¢do de massa.

2. Resultados e Discussao

Para avaliar a decomposicéo térmica do salbutamol, as curvas TG/DTG foram
obtidas na faixa de temperatura de 25 a 600 °C assim como as curvas DSC foram
obtidas na faixa de temperatura compreendida entre 25 e 500 °C. Estes
experimentos foram realizados em uma atmosfera dinamica de nitrogénio
(50 mL min™) e razdo de aquecimento de 10 °C min™. A Figura 1 mostra as curvas
de TG (a), DTG (b) e DSC (c) para o padrao de salbutamol.
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Figura 1 — Curvas termogravimétricas: TG (a), DTG (b) e DSC (c) do padrao de salbutamol

em atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL min™) e razdo de aquecimento de 10 °C min™.

A curva DSC da Figura 1 apresenta um evento endotérmico bem definido em
201 °C com uma variagdo de entalpia de 212 J g™, caracteristico do processo de
fusdo do salbutamol, seguida da decomposicao térmica do farmaco. Este processo
também foi obervado por Larhrib e colaboradores [13] com temperatura de fusao
igual a 200 °C. Nas curvas de TG/DTG observa-se um patamar em ~180 °C,
indicando que até esta temperatura o padrdo de salbutamol é termicamente estavel.
Entre 180 e 600 °C, verifica-se trés sucessivas perdas de massa: a primeira ocorre
em 204 °C e Amy = 18% (correspondendo ao inicio da decomposicao térmica do
padrao), a segunda perda em 299 °C e Am; = 3,7% (decomposicéo e carbonizagao
do padréo) e a ultima em 580 °C e Am3 = 10,7% (referente a eliminacdo de material
carbonaceo).

A Figura 2 ilustra as curvas de TG (a), DTG (b) e DSC (c) para a amostra

farmacéutica comercial, contendo salbutamol e outras substancias tais como lactose,
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amido de milho e estearato de magnésio, nas mesmas condi¢cdes experimentais do

padrado (Figura 1).
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Figura 2 — Curvas termogravimétricas: TG (a), DTG (b) e DSC (c) da amostra farmacéutica
de salbutamol em atmosfera dinimica de nitrogénio (50 mL min") e razdo de aquecimento

de 10 °C min™'.

A curva DSC mostra dois eventos endotérmicos, com temperaturas de pico de
53 e 138 °C, caracterizados pela desidratacdo do estearato de magnésio. Além
disso, um terceiro evento endotérmico € observado em 165 °C, correspondendo a
desidratacdo da lactose. O evento exotérmico observado em 174 °C refere-se a
transicdo cristalina da lactose, passando da forma o para a forma B. Apls este
evento, verifica-se um pico endotérmico em 211 °C caracterizado pela fusdo da
lactose que estabiliza a decomposicdo do salbutamol e dos demais excipientes.
ApGs este evento, a decomposicao térmica da amostra comercial ocorre lentamente

devido a carbonizacao e eliminacdo gradativa de material carbonaceo (a partir de
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350 °C). Os comportamentos da lactose e do estearato aqui descritos foram também
constatados por Araujo [14] em estudos termoanaliticos realizados nas mesmas
condicbes experimentais.

A partir das curvas de TG/DTG (Figura 2), verifica-se cinco etapas de perda
de massa em diferentes temperaturas para o produto de formulacado farmacéutico
comercial. As primeiras perdas, em 46 °C com Amy = 3,3% e 139 °C com Am; =
4,0%, referem-se a desidratacdo do produto. As demais etapas, em 234 °C (Amg =
8,9%), 276 °C (Amy = 31,3%) e 355 °C (Ams = 27,4%), correspondem a
decomposicao térmica, carbonizacdo e eliminacdo do material carbonaceo da
amostra.

Comparando-se as curvas TG/DTG do padrdo e amostra comercial de
salbutamol, verifica-se que o0 evento relacionado com a decomposigdo térmica
apresentou um deslocamento para temperaturas mais altas (de 204 para 276 °C).
Este comportamento mostra uma forte interagcédo do farmaco com os excipientes em
virtude do programa de aquecimento utilizado neste estudo.

Para obter um dos parametros cinéticos do salbutamol (E;) no modo
isotérmico, as curvas termogravimétricas foram obtidas nas faixas de temperatura de
150 a 180 °C e 180 a 200 °C para o padrao (Figura 3a) e amostra comercial (Figura
3b), respectivamente, com razdo de aquecimento de 5 °C min™' e atmosfera dinamica

de ar (50 mL min™).
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Figura 3 — Curvas isotérmicas de salbutamol em diferentes temperaturas: (a) padrao: 150,
160, 170, 175 e 180 °C e (b) amostra: 180, 185, 190, 195 e 200 °C. Atmosfera de ar
(50 mL min™).

A partir das curvas isotérmicas foi possivel obter os gréaficos de In t (min) vs
1/T (K") para padrdo (Figura 4a) e produto farmacéutico comercial (Figura 4b),
considerando uma perda de massa de 5%. A energia de ativacdo E, foi definida
multiplicando-se a constante geral dos gases R (8,314 J mol™ K) pelos coeficientes
angulares oriundos das equacdes das retas (Figura 4). Através dos graficosInt vs 1/T
tem-se a determinacao da estabilidade do salbutamol, ou seja, a velocidade em que a

degradacao do farmaco ocorre em uma formulagao.
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Figura 4 — Graficos In t vs 1/T utilizando os dados das isotermas para 5% de perda de massa:

(a) padrao e (b) amostra de salbutamol.

Para o padréao de salbutamol a equacao correspondente é Int = 15601,6(1/T)
— 31,6, com r = 0,999, e para a amostra farmacéutica tem-se a equacao
Int =30265,8(1/T) — 61,0, com r = 0,999. Os valores de E, calculados foram de 130
e 252 kJ mol' para padrio e amostra de salbutamol, respectivamente.
Considerando a temperatura ambiente (T = 25 °C) e os graficos da Figura 4, o
salbutamol permanece estavel termicamente durante 2000 anos (somente o
principio ativo) e por mais de 10000 anos em formulagdes farmacéuticas. Estes
resultados evidenciam mais uma vez que 0s excipientes, presentes nas amostras

utilizadas neste estudo, dificultam a degradacdo e aumentam a estabilidade do

farmaco.

3. Conclusoes

O estudo do comportamento térmico do salbutamol mostrou que a presenca
de outros compostos nos produtos farmacéuticos comerciais altera o perfil de
decomposicdo térmica do farmaco. Consequentemente, ha um aumento na

estabilidade térmica do medicamento constatado pela necessidade de tempos
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maiores para o processo de decomposicao realizado no modo isotérmico (Figuras 3 e
4). Alem disso, os valores diferentes de energia de ativacao obtidos para o padréo e
amostra comercial de salbutamol (130 e 252 kJ mol™, respectivamente) mostraram
que a presenca de excipientes na formulagdo do medicamento pode alterar
parametros cinéticos de um farmaco.

A aplicacdo das técnicas termoanaliticas tem se mostrado como uma
importante ferramenta na area farmacéutica, principamente no estudo de
estabilidade e prazo de validade dos produtos. Uma vez que os experimentos
termogravimétricos sao realizados em tempos relativamente curtos (em torno de seis
horas), eles se sobressaem das metodologias padrdes propostas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria [15], desenvolvidas durante seis meses (estudo de
estabilidade acelerada) ou em até doze meses (estudo de estabilidade a longo
prazo). Um artigo cientifico descrevendo em detalhes este estudo foi publicado no

periddico Journal of Thermal Analysis and Calorimetry [16].
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