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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia para determinar simultaneamente
Paracetamol (PA), Acido Acetilsalicilico (ASA) e Cafeina (CA) em formulacdes
farmacéuticas empregando apenas um eletrodo de trabalho de diamante dopado
com boro (BDD) acoplado a um sistema de Analise por Injecdo em Batelada (BIA) e
deteccdo por amperometria de mdultiplos pulsos (MPA). Deste modo, aplicando-se
apenas trés pulsos de potencial (+1,0 V, +1,3 V e +1,6 V) no eletrodo de BDD e
empregando simples equacdes matematicas é possivel detectar cada analito
seletivamente. O sistema BIA-MPA apresentou sensibilidade e limites de deteccéo
(0,24, 0,23 e 0,008 mg L para PA, ASA e CA, respectivamente) adequados para a
determinacdo simultanea dos trés analitos em oito medicamentos, sendo obtidas
dosagens préximas aos valores rotulados para a maioria das amostras. As injecdes
foram rapidas (145 injecdes por hora), principalmente considerando que em cada
injecdo sdo detectados até trés analitos. O sistema BIA-MPA é mais simples, rapido
e de baixo custo do que os sistemas cromatogréaficos, indicados para a maioria das
andlises simultaneas de farmacos em medicamentos.

Palavras — chave: Paracetamol, Acido Acetilsalicilico, Cafeina, Determinacio

Simultanea.
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1. INTRODUCAO:

Medicamentos sdo substancias ou preparacfes elaboradas em farmécias
(medicamentos manipulados) ou industrias (medicamentos industriais), que devem
seguir determinacOes legais de seguranca, eficacia e qualidade. Sao produtos
especiais elaborados com a finalidade de prevenir, curar doencas ou aliviar seus
sintomas, sendo produzidos com rigoroso controle técnico para atender as
especificacoes determinadas pela Anvisa. O efeito do medicamento se deve a uma
ou mais substancias ativas com propriedades terapéuticas reconhecidas
cientificamente, que fazem parte da composicao do produto, denominadas farmacos,
drogas ou principios ativos .

Entre os medicamentos mais consumidos pelos jovens estdo o0s
tranquilizantes, emagrecedores, ansioliticos, de disfuncdo erétil e analgésicos.
Devido ao facil acesso aos analgésicos o setor movimentou no Brasil US$ 902
milhdes em 2010. Com 21,5 milhdes de unidades comercializadas entre abril do ano
passado e marco deste ano, a area de analgésicos da empresa registrou
crescimento de 50%. Dentre os analgésicos mais populares destacam-se 0
paracetamol (PA) e o acido acetilsalicilico (ASA)>.

O éacido acetilsalicilico (ASA), aspirina ou acido 2-acetoxibenzéico foi o
primeiro farmaco sintetizado (Bayer em 1897), sendo o mais vendido e consumido
em todo o mundo3. Este farmaco possui propriedades analgésicas, anti-
inflamatorias, antipiréticas (antitérmicas) e anti-plaguetarias. O ASA pertence ao
grupo dos farmacos anti-inflamatoérios ndo esteréides (AINE), e atua no organismo
inibindo a ciclo oxigenase (COX), enzima atuante na formacgao das prostaglandinas,
que sdo mediadores responsaveis pelo aparecimento da dor e febre3. Nas farméacias
pode ser encontrado na forma de comprimido com dosagem variando de 50 a 1000
mg, sendo indicada dependendo do efeito terapéutico desejado. No Brasil sdo
comercializadas aproximadamente 18 formulacdes distintas contendo apenas ASA
ou ASA associado a outros farmacos*.

O paracetamol (PA), acetaminofeno ou N-(4-hidroxifenil) etanamida (IUPAC) é
um farmaco com propriedades analgésicas e antipiréticas (antitérmicas)?, sendo um
farmaco alternativo aos pacientes com intolerancia ao ASA®. Foi descoberto em

1948 e comercializado pela primeira vez em 1955, vendido com o nome de Tylenol.



No organismo, o PA também atua na inibicdo da formacdo das prostaglandinas. No
entanto, o PA pode ser altamente perigoso para o figado, devido ao seu alto
potencial hepatotoxico (maximo de 4000 mg diarias), principalmente se bebidas
alcoolicas foram ingeridas concomitantemente, o que pode levar a faléncia do figado
e morte. Além disso, em virtude da facil aquisicdo (sem receita médica), o PA é
utilizado em varias tentativas de suicidio. Nas drogarias, € encontrado na forma de
comprimidos, capsulas, gotas, xaropes e injetaveis, no medicamento original
(Tylenol) e em genéricos. Cerca de 50 formulagcdes contendo PA e associacdes sao
comercializadas nas drogarias brasileiras®.

Apesar da efichcia de ambos (PA e ASA) no combate a dor e febre, em
alguns casos estes dois principios ativos (juntamente com a cafeina — CA) estéo
combinados na mesma formulacdo farmacéutica, devido ao aumento da eficacia no
tratamento da enxaqueca. Diener et al.® concluiram que uma combinacdo de ASA
(250 mg), PA (200 mg) e CA (50 mg) foi eficaz para o tratamento de enxaquecas
leves a severas, independentemente da causa da dor. De acordo com Anneken’, a
ingestdo de uma formulacdo contendo uma combinacdo de ASA, PA e CA produz
um efeito mais efetivo no tratamento da enxaqueca do que o de medicamentos que
contém estes farmacos separadamente na mesma dosagem (Efeito sinérgico).

Devido a elevada presenca destes farmacos no mercado farmacéutico, € de
suma importancia o controle de qualidade de formulacbes que contenham PA, ASA
e/ou CA. De acordo com a farmacopéia brasileira, é recomendado que a dosagem
de mais de um principio ativo na mesma formulagcdo deve ser realizada através de
metodologias analiticas que empregam a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do inglés “High Performance Liquid Chromatography”) com detecgao optica
na regido do ultravioleta (UV)2. No entanto, devido ao elevado custo destes
equipamentos e dos solventes de alta pureza (grau espectroscopico), as analises
quantitativas ficam limitadas em muitos laboratérios brasileiros®. Neste sentido, o
desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para a determinagdo simultanea
de farmacos pode ser uma alternativa interessante, devido ao baixo custo de
aguisicdo e manutencao do equipamento de deteccéo (potenciostato) e de eletrodos
alternativos, a possibilidade utilizacdo de materiais alternativos na confeccdo dos

eletrodos, e principalmente a possibilidade de detectar simultaneamente trés
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compostos sem que haja uma separagdo prévia destes em uma coluna (tal como em
HPLC), o que pode reduzir o tempo de andlise e diminuir a geracao de residuos.

Na literatura podem ser encontrados varios trabalhos para a determinacéo
individual ou simultanea de PA, ASA e CA e outros principios ativos bem como
combinagdes entre estes em formulagcbes farmacéuticas empregando diferentes
técnicas eletroquimicas: potenciometria, voltametria de pulso (SWV e DPV),
biamperometria, amperometria de mdltiplos pulsos. Lau et al. 1° desenvolveram um
meétodo simples para a determinacao individual e simultanea de acido ascérbico, PA
e CA, no qual foi utilizado um eletrodo de carbono vitreo (GCE), deteccdo por
voltametria de pulso diferencial (DPV) e medidas em eletrdlito aquoso/organico. Zen
e Ting!! propuseram um método empregando um eletrodo quimicamente modificado
(CME) com 6xido de ruténio e um filme de Nafion e deteccdo por voltametria de
onda quadrada (SWV) em meio de &cido perclérico para a CA e PA em
medicamentos.

Comparando as respostas deste eletrodo com um GCE, o CME apresentou
uma aparente mudanca dos potenciais de oxidacdo na direcdo catdédica e uma
melhoria nas respostas de ambos analitos. Sanghavi e Srivastav'? propdem um
método para a determinacdo simultanea de PA, ASA e CA (em medicamentos, urina
e soro), utilizando um eletrodo de pasta de carbono modificado in situ com o
nanotubo de carbono (CNT) e o surfactante neutro Triton X e deteccdo com a
técnica de andlise de redissolucdo adsortiva por DPV. Segundo os autores, este
método apresentou a maior faixa linear e os menores LD reportados na literatura, o
que permitiu a quantificacdo dos trés (PA, ASA e CA) em medicamentos, urina e
soro sanguineo. Lourencdo et al.l® descrevem uma metodologia para a
determinacao individual e simultanea de PA e CA empregando um eletrodo de
diamante dopado com boro (BDD) pré-tratado catodicamente e deteccédo por DPV
ou SWV em meio acido (pH 4,7). Faria et al.*4, também empregando um eletrodo de
BDD, propuseram um método para a determinacdo simultdnea de ASA e CA, com
deteccédo por DPV*4. O uso de BDD exibe uma maior janela de potencial em meios
aguosos e baixa sensibilidade ao oxigénio dissolvido, o que torna este material
favoravel para a deteccdo direta de analitos com alto potencial de oxidagéo,*® tal
como CA e 0 ASA 16,
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No entanto, as determinacfes realizadas por técnicas voltamétricas
estacionarias propostas % 2 ndo sdo muito rapidas, devido a necessidade de
realizar uma curva de adicdo padrdo para cada amostra. Além disto, devido ao
elevado tempo que o analito fica em contato com o eletrodo de trabalho nestas
medidas, as superficies destes eletrodos estdo mais sujeitas a contaminacao
(passivacdo ou envenenamento), tornando necessério muitas vezes o polimento
e/lou limpeza eletroguimica entre medidas para a obtencdo de certa
reprodutibilidade.

Para minimizar estas limitag0es, a utilizagéo de sistemas hidrodindmicos com
deteccdo por amperometria de multiplos pulsos (MPA) tem sido propostas para a
determinacao simultanea de até dois principios ativos (PA e CA) utilizando apenas
um eletrodo de trabalho. Em 2011, Silva et al'’ utilizaram um sistema de analise por
injecao em fluxo (FIA) e um eletrodo de BDD posicionado na configuragdo “walljet”
com deteccado por MPA. Conforme apresentado pelos autores, aplicando-se uma
sequéncia de dois pulsos € possivel determinar seletivamente dois analitos (PA e
CA) da seguinte maneira: no pulso de potencial de +1,20 V/50 ms (E1) é possivel
oxidar seletivamente o PA e no pulso de +1,55 V/50 ms (E2) sdo oxidados ambos
(PA e CA).

No entanto, fazendo uma subtracéo as correntes obtidas nos dois pulsos (ie2 —
ie1) € possivel realizar a determinacédo seletiva de CA. Posteriormente, da Silva et
al.1” realizaram o mesmo esquema de deteccao para a determinacdo simultanea de
PA e CA (e outros dois pares, DI/CA e BHA/BHT) porém empregando um sistema de
analise por injecao em batelada (BIA), que é um sistema mais simples no qual os
analitos sdo injetados diretamente sobre a superficie de um eletrodo de trabalho
(WE) mergulhado em um certo volume de eletrélito suporte. Neste sistema nao
existem bombas, vélvulas ou tubulacdes (tal como FIA), evitando a formacdo de
bolhas. Logo, o sistema BIA é mais robusto e portatil do o que o FIA.

Neste trabalho propomos, pela primeira vez, a determinacdo simultanea de
PA, ASA e CA (e combinacdes entre estes) em formulagbes farmacéuticas
empregando um sistema de analise por injecdo em batelada (BIA) contendo apenas
um eletrodo de trabalho (BDD pré-tratado catodicamente) e a deteccéo atraves da
técnica de amperometria de multiplos pulsos (MPA). Para o desenvolvimento da

metodologia foram otimizadas as condi¢cdes do sistema BIA (volume injetado,
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velocidade de injecdo, agitacdo do eletrdlito), bem como a sequéncia de aplicacédo
dos pulsos de potencial no eletrodo de BDD e posteriormente a determinagédo dos

trés farmacos em oito amostras comerciais.

2. PARTE EXPERIMENTAL:

2.1. Reagentes, solucdes e preparo das amostras

Todos os reagentes e padrdes dos farmacos foram de pureza analitica, e
todas as solucbes foram preparadas com agua deionizada obtida do sistema de
purificacdo OS10LXE, GEHAKA. As solu¢des estoque dos farmacos (PA, ASA e CA)
foram obtidas a partir da dissolucdo do padrdo sélido em agua deionizada. No
preparo das amostras de formula¢gdes farmacéuticas, os comprimidos presentes em
uma cartela (12 comprimidos) foram triturados com auxilio de almofariz e pistilo. Em
seguida, empregando uma balanca analitica (precisdo de 0,0001 g), uma massa
deste material foi dissolvida em dgua em um baldo volumétrico apropriado.

Posteriormente, um volume apropriado da solucédo estoque dos padrbes (ou
amostras) foi diluido no eletrélito suporte (solugdo de acido sulfarico 0,1 mol L) para
entdo serem injetadas no sistema BIA-MPA. No total foram analisadas oito
formulagcbes farmacéuticas (contendo PA, ASA e/ou CA), sendo sete comerciais
adquiridas em drogarias locais e uma amostra manipulada (contendo mistura dos
trés medicamentos). Na ativacdo do eletrodo de BDD foi utilizada uma solucéo
H2S04 0,5 mol L, preparada pela diluicdo de uma aliquota de 27,00 mL de solucédo
de H2SO4 concentrado (98 %) em um baldo de 1,0 L.

Para a deteccao eletroquimica indireta do ASA, um procedimento adotado foi
realizar a hidrélise prévia deste composto, que gera como produtos a espécie
detectavel acido salicilico (SA) e anions acetato. Esta hidrélise basica foi realizada
dissolvendo-se uma massa do padrédo de ASA (ou de medicamento contendo ASA)
em 25,0 mL de solucdo de hidréxido de sédio 0,2 mol L durante 15 minutos?.
Aliquotas desta solucédo foram posteriormente diluidas no eletrélito suporte (H2SOa4
0,1 mol LY).
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2.2. Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas com potenciostato Autolab Il
(Metrohm® Autolab) interfaceado a um computador contendo o software GPES
4.9.007. Para a deteccédo de PA, ASA e CA foi utilizada a Amperometria de Multiplos
Pulsos (MPA). Esta técnica aplica de dois até dez pulsos de potencial sequenciais
(tempo minimo de 30 milissegundos) no mesmo eletrodo de trabalho, permitindo o
registro das correntes em todos estes pulsos, possibilitando a obtencédo de até dez
amperogramas “simultaneos”. Vale ressaltar que, no momento, esta técnica s6 é
disponivel no software GPES 4.9.007.

O eletrodo de referéncia (RE) utilizado foi um eletrodo de Ag/AgCI/KCI
saturado construido em laboratério 1°. Como eletrodo auxiliar (AE) foi utilizado um fio
de platina. O eletrodo de trabalho (ET) utilizado foi uma placa de filme de diamante
dopado com boro (BDD), adquirida da empresa Adamant Technologies As (La
Chaux-de-Fonds, Suica). Segundo especificagcdo do fabricante, esta placa possui
uma base de silicio cristalino de 1 mm de espessura (7 mm x 7mm) coberta com
uma camada de BDD de 1,2 ym e 8000 ppm de dopagem com boro. Esta placa de
BDD fica armazenada entre dias em isopropanol (PA). Para o condicionamento
inicial (funcionalizagdo), em meio de solugdo H2SO4 0,5 mol Lo BDD é submetido a
leve ativacdo anddica (aplicando-se +0,1 A por 75s) seguida de uma ativagao
catddica (-0,1 A por 300 s). Este protocolo foi adaptado de trabalhos anteriores, que
sugeriram melhores respostas de PA, ASA e CA em eletrodo de BDD com ativacéo
catédica ** 16 20, Deste modo, a superficie do BDD ¢é funcionalizada
predominantemente com grupos hidrogénio. Os trés eletrodos (ER, EA e ET) sao

apresentados na Figura 1.
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Figura 1 - Imagem do eletrodo de Ag/AgCI/KClsat.(RE), mini placa de filme de BDD
(WE) e um fio de platina (AE).

ER ET EA

2.3. Célula Eletroquimica de Analise por Injecdo em Batelada (BIA)

A célula eletroquimica de andlise por injecdo em batelada (BIA) é
apresentada na Figura 2. Conforme apresentado, na tampa da célula existem quatro
orificios, sendo dois menores para acomodacao do ER e EA, um orificio central para
0 posicionamento do injetor e um orificio maior para a entrada de um agitador
mecanico, construido em laboratoério a partir de uma hélice de PVC encaixada em
um motor DC de 24 V. O motor foi encaixado uma fonte universal, que permite que a
velocidade de rotagdo seja controlada pela tenséo de saida da fonte (3 a 12 V). Na
parte inferior central da célula existe um orificio (localizado no mesmo eixo do injetor)
no qual é prensada uma placa de BDD (ET) entre este orificio e a base da célula.
Deste modo, as injecdes das solugdes sao realizadas frontalmente ao ET, ou seja,
na configuracao jato impingente (mais conhecida como “walljet”). A area do ET (0,2
cm?) é definida por um anel de borracha (“o-ring”). O contato elétrico entre 0 ET e 0
potenciostato é realizado com uma chapa metalica localizada abaixo da placa de
BDD.

A célula possui uma capacidade volumétrica de aproximadamente 100 mL.
Além disso, o material do corpo da célula (PVC) permite a realizacdo de medidas
eletroquimicas em meio aquoso e organico. Foi utilizada uma micropipeta eletrénica
Eppendorf® MultipetteStream para a injecdo das amostras. A ponteira desta
micropipeta (“combitip”) utilizada possui uma capacidade volumétrica de 1,0 mL,

sendo permitida a injecao de volumes de 10 pyL a 1000 yL (em incrementos de no
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minimo 1pL) de solucdo na célula BIA. Além disso, esta permite a injecdo das
solugdes em até dez velocidades distintas, experimentalmente foi verificado que: vi=
28; v2=43;v3=56; va=56; v4 = 75; v5 = 100; ve = 113; vz = 156; vs = 193; vg9 = 256
e vio = 344 uL st

Figura 2 - Imagem em perspectiva da célula eletroquimica de BIA e o injetor (pipeta

eletrénica).

Eletrodo de \ Eletrodo
referéncia o auxiliar
) A

Corpo
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. ESTUDOS DA DETECCAO SIMULTANEA DE PA, ASA (OU SA) E CA
EMPREGANDO BIA-MPA

Inicialmente, foi realizado um estudo empregando MPA para verificar o
comportamento eletroquimico de PA, ASA e CA sob a superficie de BDD pré-tratado
catodicamente em meio de H2SO4 0,1 mol L. Para isto, foram aplicados dez pulsos
de potencial sequencial e ciclicamente em funcdo do tempo no eletrodo de BDD,
enquanto uma injecdo de cada solucdo individual contendo PA, ASA, SA (ASA
hidrolizado) ou CA era realizada na célula BIA. Os respectivos dez amperogramas
obtidos “simultaneamente” para cada analito sdo apresentados na Figura 3A. A partir
dos picos transientes registrados em cada amperograma, foram plotados os
voltamogramas hidrodinamicos de cada analito (Fig.3B).

Conforme observados, todos os analitos sao oxidados irreversivelmente no
eletrodo de BDD. No entanto, o PA € oxidado na superficie do BDD a partir de +0,7
V, atingindo uma corrente limite acima de + 0,9 V. O &cido salicilico (SA, oriundo da
hidrolise de ASA) inicia a oxidagdo em potenciais superiores a + 1,1 V, apresentando
um aumento na corrente até o ultimo pulso de potencial aplicado (+1,6 V). A cafeina
inicia a oxidagdo em + 1,4 V e atinge uma corrente maxima acima de + 1,5 V. Jd o
ASA exibe correntes anddicas pronunciaveis acima de + 1,8 V, sendo observado um
aumento gradativo até + 2,3 V (intervalo estudado). Estes resultados estdo de
acordo com outros trabalhos da literatura que empregaram BDD para detectar estes
compostos em BDD e meio acido'® !4 Os mecanismos de oxidacdo destes

compostos em BDD também sao discutidos nestes trabalhos.

17



Figura 3 - (A) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos* apds injecbes de
solucdes de PA, SA (ASA hidrolizado), CA ou ASA 10 mg L. (B) Respectivos
voltamogramas hidrodinamicos. Condi¢des: Sequéncia dos dez pulsos (limitado pelo
software) aplicados no BDD: +0,7 V até + 1,6 V (PA e AS), + 1,0V até +1,9 V (CA) e
+1,4 V a +2,3 V (ASA), todos em intervalos de 100 mV; Tempo de pulso: 70 ms.
Eletrdlito: H2SO4 0,1 mol L. Velocidade de injecdo:100 pL s*; Volume injetado: 300

ML. * Correntes da linha base normalizadas até zero.

—m—PA
- —®— SA (ASA hidrolysis)
—A—CA

ASA

L l-l—l-=,.’.-‘_‘_"‘/ A

06 09 12 15 18 21 24

E/V

Conforme descrito em trabalhos anteriores que utilizam o sistema BIA ou FIA
com deteccdo por MPA": 20. 21 'nara a determinacédo simultdnea de dois compostos
gue oxidam na superficie de um dado ET, e que apresentem uma separacao de pelo
menos 150 mV no potencial de pico, pode-se utilizar a seguinte estratégia: a) Aplicar
dois pulsos de potencial, sendo o primeiro pulso (E1) suficiente para oxidar o analito
(A1) com menor potencial de oxidagao, e o segundo pulso (Ez2) suficiente para oxidar
os dois analitos simultaneamente (A1 + A2); b) Realizar a subtracdo da corrente
obtida no segundo pulso (detecgédo de A1 + A2) pela corrente no primeiro pulso

(deteccao de A1) corrigida por um fator de correcéo (FC), de maneira a obter apenas
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a corrente de A2. Deste modo, em E1 € possivel detectar A1 separadamente, e Az €
detectado indiretamente pela subtracédo da corrente obtida em E2 pela obtida em E..
Com um raciocinio analogo, no caso da determinacdo simultanea de trés
compostos eletroativos oxidaveis na superficie do ET, € necessario aplicar trés
pulsos de potencial no ET, sendo que os potenciais de pico de cada analito devem
exibir uma resolugdo de pelo menos 150 mV entre si. De acordo com o0s
voltamogramas hidrodinamicos (Fig. 3), podemos adotar duas estratégias distintas

(A ou B) para a determinacéo simultanea de PA, ASA e CA:

A) Aplicar a sequéncia de pulsos +10V,+16Ve+ 2,1V, naqual seria observado:
(1) + 1,0 V: oxidacéo do PA sem interferéncia de ASA e CA;

(2) + 1,6 V: oxidacao simultdnea de PA e CA, sem a interferéncia do ASA;

(3) + 2,1 V: oxidagéo simultdnea de PA, CA e ASA.

B) Aplicar a sequénciade pulsos+10V,+13V e+ 1,6 V, na qual seria observado:
(1) + 1,0 V: oxidacéo do PA sem interferéncia de SA e CA;

(2) + 1,3 V: oxidagao simultanea de PA e SA (ASA hidrolizado), sem interferéncia de
CA;

(3) + 1,6 V: oxidagao simultanea de PA, SA e CA.

Logo, se adotada a estratégia A, podemos detectar o ASA diretamente sem
necessidade de hidrélise. No entanto, se for utilizada a estratégia B, o ASA deve ser
hidrolizado em uma etapa prévia, de maneira a gerar o SA, detectavel em +1,3 V. Na
literatura, observa-se que se forem utilizados outros eletrodos (exceto BDD)'?,
somente é possivel detectar o SA devendo entdo realizar a hidrélise prévia do ASA.
No entanto, devido a maior faixa de trabalho do BDD, neste € possivel detectar o
ASA diretamente# 16, sendo dispenséavel a sua hidrélise. Logo, como neste trabalho
€ utilizado o eletrodo de BDD, a principio poderiamos escolher qualquer das
sequéncias de pulso (A ou B), sendo que se for adotada a opg¢do A seria vantajoso
pois seria desnecessario realizar uma etapa prévia de hidrélise do ASA.

Logo, para avaliar as duas possibilidades, foram injetadas no sistema BIA
solugdes individuais e misturas de PA, CA e ASA sequéncia de pulsos A ou de PA,

SA hidrélise do ASA e CA sequéncia de pulsos B. Na Fig. 4 sdo apresentados os
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amperogramas de multiplos pulsos obtidos ap6s estas inje¢cdes, bem como a

sequéncia de pulsos utilizada em cada caso.

Figura 4 - Duas sequéncias de pulso de potencial distintas (a1 e a2) e respectivos

amperogramas de trés pulsos obtidos apds seis injecdes de eletrdlito (E), e injecbes

em triplicata de solugdes individuais de PA, CA e ASA e solugbes mistas contendo

misturas de dois ou trés analitos (bi) e individuais de PA, SA (ASA hidrolisado

previamente) e CA e mistas (b2). Condig¢des: [Analito] = 20 pmol L; Eletrélito: H2SO4

0,1 mol L. Velocidade de injegéo: 156 uL s*; Volume injetado: 100 pL.
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Empregando a sequéncia A (Fig. 4ai), podemos observar os seguintes
resultados para injecdes de solucdes de ASA e misturas (Fig. 4b1): o PA apresenta
sinal pronunciavel nos trés pulsos de potencial, visto que este apresenta correntes
anodicas maximas a partir de +0,9 V. A CA apresenta picos de oxidacdo em +1,6 V
e +2,1 V, pois apresenta corrente maxima a partir de +1,5 V. J& o ASA apresenta
corrente anddica pronunciavel no pulso de +2,1 V e uma pequena corrente anodica
no pulso de +1,6 V.

Todos os resultados obtidos corroboram com o comportamento eletroquimico
de cada analito apresentado na Fig. 3. Além disso, no ultimo pulso (+2,1 V) é
possivel observar uma maior corrente de fundo (=24 pA), um aumento na
instabilidade bem como um ruido elevado. Adicionalmente, foram obtidos picos
negativos consideraveis apds injecdes de solucdo contendo apenas o eletrélito
(H2S04 0,1 mol L'1). Este comportamento ocorreu provavelmente devido ao pulso de
+2,1 V estar fora da faixa de trabalho, o que acarreta na oxidacdo do eletrélito
suporte.

Quando adotada a sequéncia B (Fig. 4a2) para injecoes de solucdes de SA
(ASA hidrolizado) e misturas (Fig. 4b2), os resultados obtidos foram: oxidacdo de PA
nos trés pulsos de potencial (+1,0 V, +1,3 V e +1,6 V), oxidacdo de SA nos pulsos de
+1,3 Ve +1,6 V e oxidacdo de CA apenas em +1,6 V, 0 que esta de acordo com o
comportamento eletroquimico (Fig. 3). Além disso, empregando-se esta sequéncia
de pulsos ndo foram observados sinais pronunciados para injecdes do eletrélito nem
correntes de pico residuais consideraveis tal como SA em +1,6 V na sequéncia A,
Fig. 3ba.

Adicionalmente, quando séo injetadas solu¢des contendo misturas de PA, CA
e ASA (Fig. 4b2), as correntes sdo obtidas e acumuladas (somadas), devido a
oxidacdo de duas ou trés espécies (dependendo das espécies e dos pulsos de
potencial). Por exemplo, no pulso de +1,6 V foi obtida uma corrente média de 27,0
WA para injecdes da solucdo mista contendo PA, SA e CA (20 umol L* de cada), o
corresponde praticamente a soma das correntes obtidas para as inje¢fes das
solugdes individuais de PA (6,0 yA), SA (10,5 pA) ou CA (11,2 yA).

No entanto, em uma determinacdo simultanea dos analitos em amostras na
qual trés (ou dois) analitos possam estar presentes em um mesmo medicamento, é

necessario obter uma seletividade para cada analito, ou seja, detectar cada um
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separadamente. Para isto € necessario o emprego de simples equacdes
matematicas, conforme demonstrado anteriormente!’- 2!, Para a deteccéo seletiva de

PA, SA e CA séo utilizadas as equacfes 1, 2 e 3, respectivamente:

iPA = i+1,ov (1)

Isa = Lasv —lpasiav

iSA = i+1,3v - (i+1,0v XCFl) (2)

lea = |+1,6V - IPA+1,6V - ISA+1,6V

iCA = i+1,6V - (i+1,ov XCFz) - (iSA+1,3V XCFs) (3)

Conforme apresentado, nas equacdes 2 e 3 sao incluidos fatores de
correcdo (CF). Estes fatores sdo necessarios para corrigir diferencas nas correntes
de um dado analito nos distintos pulsos de potencial empregados (Por exemplo, na
Fig. 4b2 pode-se notar uma nitida diferenga entre as correntes de SA em +1,6 V e
+1,3 V). O valor a ser usado como CF é obtido mediante a injecdo de solucao
contendo somente de um analito que € oxidado em mais de um pulso de potencial.
Neste caso, CF1 (ipa+1,3v/ipa+1,0v) € CF2 (ipa+16viipa+1,0v) S0 calculados a partir das
correntes obtidas nas injecdes de solucao individual de PA, e 0 CF3 (ias+1,6v/ias+1,3v)
é calculado com as correntes obtidas pela injecao de solucédo de SA.

3.2. OTIMIZACOES EXPERIMENTAIS DO SISTEMA BIA-MPA

Conforme demonstrado, o emprego das equacdes matematicas propostas é
Gtil para separar as correntes relativas de cada analito individualmente. No entanto,
os perfis dos picos (altura, largura) obtidos por BIA com deteccdo amperométrica
séo fortemente influenciados pelas condi¢cbes de injecdo dos analitos na célula BIA
(volume injetado, velocidade de injecdo, distancia entre a ponteira do injetor até a
superficie do eletrodo de trabalho, presenca de agitacao do eletrélito) e parametros
instrumentais, intensidade e tempo de pulso e aplicacdo de potencial de limpeza??.
Conforme ja demonstrado no primeiro trabalho divulgado por Wang e Taha?3, um

incremento no volume injetado promove um aumento da corrente de pico até um
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certo limite (patamar de corrente). O aumento da velocidade de injecdo na célula
promove um aumento na corrente de pico e diminuicdo na largura do pico, devido a
reducdo da dispersdo do analito no eletrélito. Logo, utilizando um maior volume
injetado e uma alta velocidade de injecdo favorece a obtencdo de respostas com
maior detectabilidade. J& a presenca de agitacdo do eletrélito promove uma
diminuicdo da largura do pico, devido a rapida remoc¢éo do analito da superficie do
eletrodo (“lavagem”), promovida pela conveccao criada na solucéo.

Logo, o emprego de agitacdo favorece a obtencdo de um sistema com maior
frequéncia analitica. Apesar de muitos trabalhos posteriores demonstrarem estes
efeitos, em poucos € discutido o efeito destas variaveis sobre a precisdo do método.
No caso de uma determinacao simultanea de trés espécies empregando o0 sistema
BIA-MPA, o estudo desta precisdo é de suma importancia, visto que 0s sinais
obtidos para SA e CA séo indiretos (obtidos pelas equacdes 2 e 3, respectivamente).

Para avaliar o efeito do volume injetado na precisdo do sistema, foram
realizadas injecdes em triplicata de solucéo individuais de PA, SA ou CA (20 pmol L
1) e solucBGes mistas contendo dois ou trés destes farmacos na mesma solucéo
(também 20 umol L* de cada) empregando os volumes de 50, 100, 200 e 300 uL
(cada volume em um experimento). A sequéncia de injecbes para cada volume
injetado foi similar ao da Fig. 4b2. A Fig. 5 apresenta as correntes de pico individuais
médias (x desvio padrdo) de cada analito (calculadas a partir das eq. 1, 2 e 3), na
auséncia e na presenca de um ou dois destes analitos para cada volume avaliado
(50 a 300 pL). Conforme apresentado, em todos os volumes a precisdo mais baixa
para CA e maior para PA (DPca> DPsa> DPpa), pois as medidas de SA (eq. 2) e CA
(eq. 3) sdo indiretas, ou seja, obtidas mediante subtrac6es matematicas, o que torna
o desvio mais elevado. No entanto, para o PA este efeito ndo é tdo pronunciado,

pois a deteccéo deste é direta sem a necessidade de equacgdes (Eq. 1).
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Figura 5 - Correntes de pico amperométrica médias (+ barra de desvio padrdo) para

cada farmaco na auséncia (0), na presenca de um (1) ou dos outros dois principios
ativos (2) em distintos volumes injetados (50 (JL, 100 0L, 200 (L e 300 (IL). [PA] =
[CA] = [SA] (individual ou mistura) = 20 umol L. Condicdes: Velocidade de Injecéo:
156 uL s*. Tempo de pulso: 50 ms. Eletrélito: H2SO4 0,1 mol L.
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Comparando-se 0s quatro experimentos da Fig. 5, sdo observados os
maiores desvios (baixa precisdo) quando é utilizado um volume injetado de 50 pL.
Este efeito pode ser melhor compreendido observando-se os picos obtidos no
amperograma de multiplos pulsos da Fig. 6, que apresenta parte do amperograma
utilizado para obter as ira, isa € ica da Fig. 5. Conforme apresentado (Fig. 6A), os
picos obtidos para a injecdo de 50 pyL apresentam poucos pontos na regido de
corrente maxima. Em outras palavras, o pacote de amostra que chega até superficie
do ET ndo é grande para registrar um numero de pontos de corrente de pico
suficiente no software (GPES 4.9). Devido a isto, os fatores FCi1 e FC2 (Fig. 6B)
apresentam desvios elevados, 0 que resultam em correntes indiretas (SA e CA)
também com baixissima precisao (Fig. 5A). Comparativamente, injetando-se 300 pL
0S picos apresentam um numero de pontos bem maior na corrente maxima,

acarretando em menores desvios dos fatores (Fig. 6B) e consequentemente em Isa e
25



Ica. Adicionalmente (Fig. 6A), neste volume 0s picos sdo um pouco mais largos
(resultando em frequéncia analitica reduzida) e a principio aumenta a contaminagao
do ET (pois um maior volume de amostra entra contato com a superficie do ET).

No entanto, para a obtencédo de precisdo adequada para cada farmaco em
uma determinagdo simultdnea, nos experimentos subsequentes foi adotado um

volume injetado de 300 pL.

Figura 6 - Picos do amperograma de multiplos pulsos obtidos para injecdo de
solugéo de PA 20 umol L sob distintos volumes de injegéo (50, 100, 200 e 300 uL)
(A) e respectivos fatores de correcdo médios (= DP)* (B). Condi¢des: Tempo de
pulso: 50 ms; Velocidade de inje¢do: 156uL s*; Eletrdlito: H2SO4 0,1 mol L.

*CF, e CF, médios (+ DP) calculados para inje¢cdes em triplicata de cada volume de injecao.
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Apesar da obtencdo da melhor precisdo quando é utilizado o volume de 300
ML, é observada uma discrepancia entre a corrente obtida para SA (ou CA) em
solucéo individual e a corrente quando esta em solucdo mista contendo um ou dois
destes principios ativos (Fig. 5D). No entanto, para a obtencdo de uma maior
exatiddo em uma analise simultdanea de PA, ASA e CA é de suma importancia que
as correntes obtidas para cada analito sejam as mesmas, independemente se cada
farmaco esta em uma amostra contendo apenas este farmaco ou este na presenca

de outros farmacos.

Na busca por tal condigcdo, foram realizados sete ciclos de inje¢cdes (na
mesma sequéncia da Fig. 4bz), sendo adotada uma condi¢cdo de velocidade de
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injecdo e agitacdo da solucdo da célula BIA em cada experimento. As sete
condi¢cdes experimentais sdo apresentadas na Tabela 1, e as correntes de cada
farmaco (na auséncia ou presenca de outros) nestes experimentos séo

apresentadas na Fig. 7.

Tabela 1. Condicbes dos experimentos para as otimizagbes das variaveis do

sistema BIA-MPA para a determinacéo simultdnea de PA, ASA e CA.

Experimento Velocidade de injegdo  Agitacao

(ML s™) (rpm)
1 344 1400
2 256 2200
3 75 1760
4 113 1400
5 153 1760
6 256 1200
7 113 880

Figura 7 - Correntes de pico amperométrica médias (x DP) para cada farmaco na
auséncia (0), na presenca de um (1) ou dos outros dois principios ativos (2) nas sete
condi¢cBes experimentais (Tabela 1). [PA] = [CA] = [SA] (individual ou mistura) = 20
umol L. Condicdes: Tempo de pulso: 50 ms. Eletrélito suporte: H2SO4 0,1 molL™.
Volume injetado: 300 pL.
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Conforme apresentado na Fig. 7, dentre todos os experimentos realizados, na
condicéo 4 (velocidade de injecédo de 113 pL s e agitacéo do eletrélito a 1400 RPM)
foram obtidas correntes semelhantes de cada analito, independentemente se cada
um estava sozinho na solucdo ou na presenga de outros principios ativos.

Provavelmente nestas condi¢des intermediarias de agitacdo da célula e injecdo foi
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possivel obter um numero de pontos de corrente suficientes em cada pulso de
potencial, propiciando uma melhor seletividade para cada analito, bem como alta
precisao (baixo DP). Logo, esta condicdo experimental foi adotada nos experimentos
posteriores.

Apés todas as otimizacdes, foram injetados no sistema BIA-MPA solugfes
padrao contendo separadamente PA, ASA e CA em um intervalo de concentracao
entre 1 mgL? e 100 mgL™, para a verificacdo da faixa linear do sistema na condigéo
otimizada, bem como verificar a variagdo dos fatores em distintas concentracées. No
caso de uma determinacdo simultinea empregando um sistema BIA-MPA, é
extremamente importante trabalhar em um intervalo de concentragdo no qual os
fatores de correcédo (CFi1, CF2 e CF3) apresentem valores praticamente constantes
17 visto que iasa € obtida mediante uma subtracdo (Eg. 2) e ica é obtido mediante
duas subtracoes (Eqg. 3).

Portanto, se o fator ndo permanecer constante neste intervalo de
concentracdo (minimas variacdes), a exatiddo da medida € comprometida. As curvas
de calibracdo de cada analito (com as equacbes de reta e coeficientes de
correlacdo) e os fatores de corregcdo (CFi1, CF2 e CF3) em distintas concentragdes
sao apresentados nas Fig. 8 e 9, respectivamente.

Figura 8 - Curvas de calibracédo e coeficientes de correlacdes obtidas para PA (A),
SA (B) e CA (C)*.

* Correntes de pico médias coletadas a partir de amperogramas de multiplos pulsos (ndo
apresentados) obtidos apos inje¢cdes em triplicata de solugdes individuais no intervalo de
concentracdes de 1 a 100 mg L*. Condi¢cGes otimizadas.
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Figura 9 - Fatores de correcao médios (x DP) obtidos em distintas concentracdes de

cada farmaco*.

* CF1 e CF; calculados a partir das correntes dos amperogramas de mdaltiplos pulsos obtidos
para injecbes de PA nas respectivas concentragdes; CFs; calculado a partir dos
amperogramas (ndo apresentados) para injecdes de ASA.
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Conforme apresentado, a curva de PA (Fig. 8A) e de CA (Fig. 8C)
apresentaram faixa linear em todo o intervalo de concentracdo avaliado (1 a 100 mg
L1). Além disso, os fatores de correcdo CF1 (Fig. 9A) e CF2 (Fig. 9B), calculados a
partir das correntes para injecdo de solucdo apenas de PA, apresentaram um valor
praticamente constante no intervalo de 5 a 100 mg L* (CF1 = 1,06 + 0,04; CF2 =
1,14+ 0,09). No entanto, a curva obtida para SA (Fig. 8B) apresentou faixa linear
apenas até 25 mg L1, provavelmente devido a uma hidrélise basica incompleta do
ASA. Consequentemente o CFs (Fig. 9C), calculado a partir da injecdo de solucéo
contendo SA, apresentou um valor praticamente constante (CFs = 1,91 + 0,06)
apenas neste intervalo de concentracédo (1 a 25 mg L™%).

Logo, para a determinagcdo simultanea, no qual serdo injetados no sistema
padrdes mistos (contendo os trés farmacos) e amostras comerciais contendo até trés
principios ativos, para a obtencdo de resultados confidveis as concentracdes dos
padrbes (e amostras diluidas) devem estar presentes nestes intervalos de
concentracdo (PAe CA:5a100mg L?t; SAl1a25mgL?).
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3.3. DETERMINACAO SIMULTANEA DE PA, ASA E CA EM MEDICAMENTOS
COMERCIAIS

Para a determinacdo simultanea de PA, ASA e CA foram adotadas as
condi¢bes otimizadas: - Pulsos de potencial: +1,0 V, +1,3V e +1,6 V (50 ms cada);

- Volume injetado na célula BIA: 300 pL;

- Velocidade de injecdo das solucdes na célula BIA: 113 pL s;

- Agitacao do eletrélito suporte na célula BIA: 1400 RPM,;

- [PA] = [CA] no intervalo de 5 a 100 mg L e [ASA] no intervalo 1 a 25 mg L.

Logo, preparou-se o padrao de PA (calculo de CFi1 e CF2), padrdao de AS
(célculo de CF3), seis padrdes mistos contendo distintas concentracdes de PA, ASA
e CA e diluiu-se oito medicamentos (nos intervalos de concentracbes pré-
estabelecidos). Cada solucdo preparada foi injetada em triplicata nas condicdes
otimizadas.

No entanto, a partir dos amperogramas de multiplos pulsos obtidos (ndo
apresentados), concluimos que os fatores calculados apresentavam uma grande
variacdo no decorrer das injecdes de padrées e amostras. Mediante as solucdes de
PA e SA no inicio e no final da curva foi possivel monitorar esta variagdo. No inicio
(e no final) foram obtidos os seguintes fatores: F1 = 1,05 (1,38), F2 = 1,07 (1,23), Fs =
1,80 (3,33). Em outras palavras, F1, F2 e F3 aumentaram em 31 %, 15 % e 85% no
decorrer das injecbes. Provavelmente esta diferenca ocorreu devido a passivacéo
parcial da superficie do eletrodo de BDD, devido a adsorcdo de produtos de
oxidacdo dos analitos, ou uma possivel desativacdo da superficie do BDD, que
inicialmente continha grupos hidrogénio gerados pela ativacdo catodica prévia. Para
evitar esta adsorcéo, avaliamos a inclusdo de outros pulsos de potencial. Conforme
relatado na literatura?!, em alguns casos é possivel reduzir a contaminacdo do
eletrodo de trabalho através da aplicagdo de um ou mais pulsos de “limpeza” e/ou
ativacdo, aumentando a estabilidade da superficie do eletrodo e das medidas
eletroquimicas.

Na Fig. 10b séo apresentadas injecfes em triplicata de uma solu¢do mista de
PA, ASA e CA na concentracdo de 2,5, 4,0 e 1,0 mg L, respectivamente e outra
solucéo seis vezes mais concentrada (15, 24 e 6 mg L), injetadas alternadamente.
Conforme apresentado apos injecfes alternadas e sucessivas das duas solucdes
(concentracdo alta e baixa) € possivel observar um decaimento gradativo nas
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correntes (tal como observado na primeira curva de calibragcdo ndo apresentada),
devido a passivagéo do eletrodo de BDD. Na Fig. 10a s&o apresentadas as mesmas
injecdes, porém no BDD sédo aplicados mais trés pulsos de potencial (+0,65 V/200
ms, +0,7 V/200 ms, +0,9 V/200 ms) (Fig. 10a), de maneira sequencial com os pulsos
de detecc¢éo (+1,0 V/50 ms, +1,3 V/50 ms e +1,6 V/50 ms). Conforme apresentado €
possivel observar uma maior reprodutibilidade nas trés correntes de pico anddicas
(i+10v, i+1,3v € i+16v), devido provavelmente a manutencdo da superficie do BDD no
decorrer das injecdes. Logo, a inclusdo destes trés potenciais promoveu uma

limpeza eletroquimica da superficie do BDD.

Figura 10 - Amperogramas de multiplos pulsos obtidos para inje¢cdes em triplicata de
solucdo mista de PA/SA/CA 2,5/4,0/1,0 (mg L) e 15/25/6 (mg L), injetadas
alternadamente com trés pulsos de potenciais de limpeza (+ 0,65 V/200 ms, + 0,7
V/200 ms, +0,9 V/200 ms) (A) e sem pulsos potencial de limpeza (B). Condi¢des:
Tempo de pulso de deteccao: 50 ms; Volume injetado: 300 uL; Eletrdlito: H2SO4 0,1

mol L.
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Apés estes experimentos, foi realizado a determinacdo simultanea dos

farmacos. Para tal, foram injetadas no sistema BIA-MPA solucfes padrdao mistas de

concentracbes crescentes de PA, ASA e CA (razdo em massa de 5:8:2,

respectivamente) e oito solugbes de medicamentos distintos. Os amperogramas de

multiplos pulsos obtidos neste experimento e as respectivas curvas de calibracao

calculadas para PA, ASA e CA séo apresentados na Figura 11.

Figura 11 - (A) Sequéncia dos pulsos de potencial aplicados no eletrodo de BDD (B)

Amperogramas obtidos nos trés pulsos de potencial para injecdes em triplicata de

solucdes contendo somente PA (a), ASA (b), padrbes mistos de PA:ASA:CA na

razdo em massa de 5:8:2 (p1 — ps) em concentragdes crescentes, oito solucdes de
amostras contendo PA, ASA elou CA (a1 — as); Eletrélito: H2SO4 0,1 mol L%

Condigdes otimizadas: Volume de injecdo: 300 uL; Velocidade de inje¢do:113 uL s™.
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Figura 12 - Curvas de calibracdo PA, SA e CA (e equacdes de reta da Fig. 11).
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Conforme apresentado na Figura 12. As curvas de calibracédo obtidas a partir
das correntes de oxidacdo de PA, SA e CA apresentaram boa linearidade e o0s
seguintes parametros de confiabilidade analitica, apresenta da Tabela 1:

Tabela 1 — Parametros de Confiabilidade Analitica.

PA SA CA

Intercept -0,075 -0,179 -0,003
Slope 1,002 1,314 2,605
R 0,998 0,998 0,985
Limite Detecgéao 0,24 0,23 0,008
(mg L)

Limite  Quantificagdo 0,62 0,45 0,024
(mg L1)

Nestas condicdes, a frequéncia analitica foi calculada em 145 injecGes por
hora. Os fatores de correcdo apresentaram os seguintes valores no inicio/final da
curva de calibracdo: Fi1: 0,98/0,90, F2: 1,01/0,80, Fs: 1,54/1,38, 0 que representa
decaimentos de 8 %, 20 % e 10 % no decorrer das injecdes. Logo, mesmo incluindo
estes pulsos de limpeza houve um indicio de alteracdo da superficie do BDD. No
entanto esta alteracdo nos fatores foi menos pronunciada do que anteriormente
(curva sem o uso de pulsos de limpeza). Provavelmente, esta adsor¢céo na superficie
ocorreu devido ao elevado niumero de amostras em sequéncia. As dosagens obtidas
de PA, ASA e CA pelo método proposto (BIA-MPA) nos oito medicamentos, bem
como os valores rotulados séo apresentados na Tabela 2. Conforme apresentado,
as dosagens obtidas para os trés farmacos foram préximas aos valores rotulados.

No entanto, maiores conclusdes serdo obtidas apés a validacdo do método

proposto com um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Tabela 2 -

medicamentos.

Valores rotulados e obtidos pelo método BIA-MPA para oito

Amostra Composto Valor Valor BIA- Erro (%)
rotulado MPA (mg)
(mg) 1 RSD (%)
1 PA 500 396 +2 -20,8
CA 65 33+14 -49,2
PA 150 150+ 2 0
2 ASA 50 74 +9 48
CA 200 1512 -24,5
3 PA 750 654 +2 -12,8
a PA 500 447 £ 3 -10,6
CA 65 287 -56,9
5 PA 200 172 +£2 -14
6 ASA 500 463 +2 -7,4
CA 30 15+ 14 -50
. ASA 650 603 £ 2 -7,2
CA 65 40+ 8 -38,4
PA 250 194 +3 -22,4
8 ASA 250 187+ 4 -25,2
CA 65 654 0

Erro (%) = (Valor BIA-MPA — Valor rotulado)/Valor rotulado * 100.
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Tabela 3 - Comparacgdo entre 0 método proposto (BIA-MPA) para a determinacao

simultanea de PA, ASA e CA (ou combinagBes entre estes) com outros métodos

eletroquimicos.

Técnica
Eletroquimica/ ET

DPV/GCE
SWV / Nafion® -
RuO:Electrode

DPV/BDDE

Ads-DPV [/ ISSM-
CNT-PE

SWV/EPPGE

BIA-MPA/BDDE

FIA-MPA/BDDE

DPV/BDDE

BIA-MPA/BDDE

Analitos

detectados

PA
CA
PA
CA
PA
CA
PA
ASA
CA
ASA
CA
PA
CA
PA
CA
ASA
CA
PA
ASA
CA

DPV: Voltametria de Pulso Diferencial
GCE: Eletrodo de Carbono Vitreo

SWV: Voltametria de Onda Quadrada
Nafion® - RuO2Electrode: Eletrodo de Oxido de Ruténio
Ads-DPV: Voltametria de Pulso Diferencial por Adsor¢do
ISSM-CNT-PE: Surfactant-ModifiedMultiwalledCarbonNanotube Paste Electrode.

EPPGE: edge plane pyrolyticgraphiteelectrode

Limite de detecg¢ao

/ umol L

1,2
2,2
0,49
0,035
0,025
0,084
0,088
0,01
0,008
1,72
0,72
0,66
0,87
0,23
0,16
1,58
1,27
0,041

Frequéncia

Analitica / h!

>60

140

145

Referéncia

10

11

13

12

24

17

21

14

Este trabalho*

BIA-MPA: Analise por Inje¢do em Batelada com Detecg¢do por Amperometria de multiplos pulsos
BDDE: Eletrodo de Diamante Dopado com Boro
FIA-MPA: Analise por Inje¢ao em Fluxo com Detecgdao por Amperometria de multiplos pulsos

40



4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O eletrodo de diamante dopado (BDD) com boro pré-tratado catodicamente
adaptado a um sistema de analise por injecdo em batelada com deteccao por
amperometria de multiplos pulsos (BIA-MPA) apresentou estabilidade e
sensibilidade adequada para a determinacdo simultanea de paracetamol (PA), acido
acetilsalicilico (ASA) e cafeina (CA). Para isto, a sequéncia de pulsos de potencial
de deteccédo de +1,0 V, +1,3 V e +1,6 V (50 ms cada) aplicada juntamente com
pulsos de limpeza, forneceu os melhores resultados. Para amostras que contenham
os trés farmacos (PA, ASA e CA), no pulso de +1,0 V somente PA é detectado, em
+1,3 V PA e acido salicilico (ASA hidrolisado) sdo detectados e em +1,6 V 0s trés
analitos sdo detectados. Juntamente com simples equacfes matematicas foi
possivel obter as correntes de cada analito, sendo possivel quantifica-los
simultaneamente.

No entanto para obter as precisbes adequadas para os analitos que sao
detectados indiretamente (ASA e CA), foi necesséario otimizar as condi¢cdes de
injecdo das amostras na célula BIA, sendo obtidas os menores desvios quando
injetou-se 300 pL de solucdo, em uma velocidade de 113 yL s? e agitacdo da
solucdo da célula de 1400 RPM. Nestas condicdes foi possivel determinar
simultaneamente a dosagem de PA, ASA e CA em varias formulacdes
farmacéuticas. As dosagens obtidas com o método BIA-MPA para a maioria dos
medicamentos foram proximas aos valores rotulados. No entanto estes valores
devem ainda ser validados com um método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia para maiores conclusoes.

Além disso, o sistema apresentou uma alta frequéncia analitica (145 injecdes
por hora) quando comparados a outros trabalhos da literatura, com a vantagem de
serem detectadas trés espécies em cada inje¢do. Além disso, o sistema BIA-MPA é
portétil e de custo bem reduzido quando comparados aos métodos cromatograficos.
Os autores esperam que o sistema possa ser aplicado para outras determinacdes

simultaneas de trés espécies em amostras farmacéuticas.
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