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FAST AND SIMPLE DETERMINATION OF SILDENAFIL CITRATE (VIAGRA® AND GENERICS) USING CARBON
SCREEN-PRINTED ELECTRODE IN FIA AND BIA SYSTEMS WITH AMPEROMETRIC DETECTION. This work presents two
amperometric methods for Sildenafil Citrate (SC) determination in erectile dysfunction drugs (Viagra® and Generics), using Batch
Injection Analysis (BIA) and Flow Injection Analysis (FIA) systems with a cell for Screen Printed Electrodes (SPE). In Britton-
Robinson buffer solution (pH 2), the SC presented an irreversible anodic peak at around +1.0 V vs. Ag pseudo-reference electrode,
using five different working electrodes of commercial SPE. The carbon SPE (unmodified) was selected as the best working electrode,
providing good sensitivity, precision and low-cost. The SC amperometric detection for two proposed methods was performed at
+1.1 V. The best conditions for SC determination by hydrodynamic systems were obtained through injection volumes of 50 and
150 pL at flow rates of 100 and 75 pL s, for BIA and FIA respectively. In these conditions, BIA system showed the best sensitivity
(0.188 uA mol! L) and theoretical analytical frequency (360 h™') for SC determination. The repeatability studies were similar for
both systems with relative standard deviation of approximately 3.0%. The SC analyses in pharmaceutical samples obtained by two
proposed methods were compared to HPLC-UV method.

Keywords: Sildenafil Citrate; Viagra®; FIA; BIA; Screen-Printed Electrode.

INTRODUCAO

O citrato de sildenafila (CS) € o principio ativo do Viagra® (Pfizer),
cujo medicamento € o mais usado no mundo para o tratamento da
disfun¢@o erétil masculina. No organismo, o CS inibe a enzima
fosfodiesterase tipo 5 (PHDS), causando o aumento na circulacio
sanguinea e o relaxamento muscular peniano.! Apds expirar a pa-
tente do Viagra® no Brasil em 2010, vérios laboratdrios passaram a
produzir medicamentos genéricos e similares com CS, além de suas
formulagdes manipuladas pelas farmacias magistrais. Apesar da re-
ducdo do custo dos medicamentos em virtude desta concorréncia, a
aquisicao de formulagdes falsificadas e contrabandeadas no mercado
negro ¢ um problema recorrente no Brasil, com predominancia para
o medicamento Pramil fabricado no Paraguai.’

Até o presente momento, ndo hd nenhum método analitico
oficial descrito pela Farmacopeia Brasileira ou pelos compéndios
internacionais para o controle de qualidade de formulagdes de CS.
Na literatura s@o reportados vdrios trabalhos para andlise de CS em
amostras farmacéuticas por métodos cromatograficos, principal-
mente, por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography).>® Apesar da robustez desses
métodos na determinaciio de SC em amostras farmacéuticas, o custo
elevado das andlises e o maior tempo requerido nestes protocolos
sdo inconvenientes para um controle de qualidade de rotina nas in-
dustrias farmacéuticas. Além disso, esses métodos cromatograficos
utilizam solventes organicos na composi¢do da fase moével, gerando
grandes quantidades de residuos toxicos. Neste sentido, na literatura
sdo descritos outros métodos que buscam contornar esses problemas
para determinagdo de CS em medicamentos, como por exemplo,
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utilizando a eletroforese capilar’, espectrofotometria UV-VIS, 013
disperséo de Rayleigh' e, em destaque, o eletroanalitico devido & sua
alta sensibilidade, seletividade e baixo custo de instrumentagdo.'”?
Dentre esses métodos eletroanaliticos para a determinacio de CS,
as técnicas voltamétricas de pulso diferencial e onda quadrada sdo
as mais aplicadas usando diversos eletrodos de trabalho, como por
exemplo: gota pendente de mercurio,” filme de bismuto,' filme de
chumbo," carbono vitreo,?*?! pasta de diamante,? pasta de carbono
modificada,? carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno,*
diamante dopado com boro (BDD, Boron-Doped Diamond)* e ele-
trodos impressos (SPE, Screen- Printed Electrode).”* Apesar do
sucesso destes métodos, a maioria dos eletrodos sélidos utilizados
nesses trabalhos estd sujeita a passiva¢ao (envenenamento) devido
a adsorcdo de espécies na superficie desses materiais. Na pratica,
este problema pode ser corrigido mediante o polimento e tratamento
eletroquimico entre as medidas ou substitui¢do do eletrodo ap6s cada
analise, como no caso dos eletrodos descartaveis.

Outra alternativa para diminuir a adsor¢ao das espécies consiste
em reduzir o tempo de contato entre o analito e a supertficie do eletrodo
de trabalho. Esta possibilidade pode ser alcancada utilizando sistemas
hidrodinamicos, como na Anélise por Inje¢do em Fluxo (FIA, Flow
Injection Analysis) ou Anélise por Injecdo em Batelada (BIA, Batch
Injection Analysis). Nesses sistemas a técnica de deteccdo eletroquimica
mais utilizada € a amperometria. Neste contexto, o CS foi determinado
em formulacGes farmacéuticas por Lopes et al.?® empregando um eletro-
do de BDD em sistema FIA com detec¢ido amperométrica de multiplos
pulsos. Vérios outros firmacos também foram determinados por FIA
ou BIA com detecciio amperométrica, mostrando o grande potencial
de aplicac@o desses métodos hidrodindmicos.?-3

O sistema FIA ¢ uma técnica que foi proposta em 1975 por
Ruzicka e Hansen, na qual a solu¢do contendo o analito € injetada
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durante o percurso de um fluxo com uma solug@o carregadora, que
é movida por um sistema propulsor até o detector. *' Jd na técnica
BIA, proposta em 1991 por Wang e Taha, um injetor introduz a
soluc@o do analito diretamente sobre a superficie de um detector,
que estd localizado em um recipiente (célula BIA) contendo uma
solucdo inerte estaciondria ou sob convecgdo (na presenga de agita-
¢do magnética ou mecanica).”? De acordo com a literatura, ambos os
sistemas apresentam similaridade na proposta de andlises realizadas
continuamente e com menor intervencdo do analista, apresentando
picos transientes com alta frequéncia analitica, precisdo e baixo
consumo de amostras e reagentes. Embora o sistema BIA pode ser
mais pratico e portatil, o sistema FIA € mais versatil, uma vez que
permite a adicdo de etapas no percurso antes da detec¢do do analito,
como o tratamento da amostra, processo de separagdo, reagdes e/ou
aquecimento.’® Dessa forma, como FIA e BIA oferecem vantagens
para aplicagdo de métodos analiticos, faz-se necessario uma avaliacdo
de qual sistema € o mais adequado para cada analito.

No cendrio atual, os SPE descartaveis tém sido bastante utilizados
para a eletroandlise de vdrios farmacos, incluindo CS.?*?” Em uma
recente revisdo de Couto ef al.** € destacado o uso de SPE para a
determinagio individual e simultanea de aproximadamente cinquenta
farmacos em medicamentos e matrizes bioldgicas. De modo geral, o
uso destes SPE € atraente, pois s@o dispositivos praticos e portateis
que permitem realizar medidas em apenas uma gota de solucdo. Além
disso, os SPE evitam a tediosa etapa de polimento do eletrodo (tal como
ocorre em outros eletrodos s6lidos), pois caso ocorra a passivacdo da
superficie do seu eletrodo de trabalho, um novo SPE pode ser utilizado.
Todavia, devido ao custo relativamente alto dos SPE (sobretudo os co-
merciais), a sua substituicdo apds um limitado nimero de medidas pode
tornar o seu uso invidvel em andlises de rotina. Como ja mencionado,
pode-se reduzir a passivagdo do eletrodo e aumentar a vida ttil desses
dispositivos acoplando o SPE em células eletroquimicas de andlise por
injecéio em fluxo (FIA-SPE) ou em batelada (BIA-SPE).

O primeiro trabalho empregando FIA-SPE foi publicado em
1998, no qual os autores utilizaram reatores enziméticos em linha
com o SPE para determinar o frescor de peixes.* O trabalho pioneiro
utilizando BIA-SPE ¢ mais recente (2014), no qual foi proposto um
sistema inteiramente portatil, adequado para andlises em campo de
modo pritico, robusto e reprodutivel.> Apés este trabalho, 0 mesmo
grupo de pesquisa produziu, em parceria com uma empresa, uma
versdo comercial do sistema BIA-SPE.*® Atualmente, esses sistemas
de deteccdo sdo comercializados em kits para a montagem dos sis-
temas FIA-SPE (célula, potenciostato portatil, bomba peristaltica,
tubulagdes e injetor) e BIA-SPE (célula, potenciostato porttil e pipeta
eletronica).’” De modo alternativo, células eletroquimicas hidrodina-
micas para SPE de custo muito menor podem ser confeccionadas em
laboratério com o uso de microrretifica,*® tornearia® ou impressao
3D.* Apesar da praticidade e rapidez destes sistemas hidrodindmicos
com SPE, existem poucos trabalhos na literatura para determinacgio
de fairmacos em medicamentos por FIA-SPE*-* ¢ BIA-SPE.*

Dessa forma, este trabalho propde a determinag@o de CS empre-
gando SPE em sistemas BIA e FIA com detec¢cdo amperométrica,
sendo avaliados cinco SPE de diferentes eletrodos de trabalho. A
potencialidade e comparagdo do desempenho desses dois sistemas
(BIA-SPE e FIA-SPE) para determinacdo de CS em formulagdes
farmacéuticas foram avaliadas em funcio dos parametros analiticos.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solu¢oes

Todos os reagentes foram de grau analitico. O padrdo de citrato
de sildenafila (CS) foi obtido da Sigma-Aldrich®. As solu¢des foram
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preparadas com agua deionizada obtida do sistema de purificagdo
GEHAKA OS10LXE (resistividade > 18,2 MQ cm). O tampao
Britton-Robinson (TBR) 0,040 mol L' foi preparado com acido
acético, acido bdrico e acido fosférico, todos da Dinamica (Sao
Paulo, Brasil) e o ajuste do pH desejado foi realizado com solugao de
hidréxido de sédio (Vetec) e/ou dcido cloridrico, ambos a 0,2 mol L.
O CS foi quantificado nos medicamentos da marca referéncia, Viagra
(Pfizer®), e de quatro formulagdes genéricas (Eurofarma®, EMS®,
Medley® e Neo Quimica®), todas com dosagem rotulada de 50 mg.
Os comprimidos farmacéuticos foram adquiridos em drogarias da
cidade de Dourados-MS.

As solugdes estoque de CS foram preparadas em baldo volumé-
trico, dissolvendo uma massa adequada do padrio de CS em dgua
deionizada com auxilio de banho ultrassonico por 10 minutos. O
mesmo procedimento foi adotado na preparacdo dos medicamentos
de CS, porém o pé foi obtido triturando-se 20 comprimidos de cada
medicamento (do mesmo lote). As solucdes injetadas nos sistemas
BIA e FIA foram preparadas no inicio do dia de trabalho, diluindo-
-se apropriadamente a solucdo estoque do padrdo (ou amostra) no
eletrolito suporte. Nas andlises cromatograficas as solugdes estoque
de CS foram preparadas e diluidas em metanol (grau HPLC), sendo
estas injetadas neste sistema apds uma filtracao.

Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas com potenciostato
portatil Dropsens® pStat400 interfaceado a um computador contendo
o software Dropview8400°. A voltametria foi utilizada nos estudos do
comportamento eletroquimico em diferentes eletrodos de trabalho e
eletrélitos. A amperometria foi utilizada para detec¢do e determinagio
de CS nos sistemas hidrodinamicos BIA e FIA. Para a deteccdo de
CS foram utilizados os SPE comerciais da Dropsens®*’ Esses dis-
positivos contém os trés eletrodos no mesmo substrato de ceramica,
sendo o eletrodo auxiliar de grafite e o eletrodo de pseudo-referéncia
(EPR) de prata. Foram avaliados cinco SPE por voltametria, cada
um contendo um eletrodo de trabalho distinto, sendo constituidos
de: Carbono (grafite) ndo modificado (SPE-C); Carbono modificado
com nanotubos de parede simples (SPE-SWCNT), nanotubos de
parede multipla (SPE-MWCNT), Grafeno (SPE-Gr) e Polianilina
(SPE-PA). A drea geométrica de todos os eletrodos de trabalho foi
de 0,13 cm? (r = 2 mm). Nas medidas voltamétricas estacionarias,
o SPE foi inserido em um béquer de 10 mL contendo o eletrélito
suporte. Nas medidas amperométricas hidrodindmicas, o melhor
SPE selecionado para determinagdo de CS foi acomodado na mesma
célula eletroquimica construida no laboratdrio e adaptada ora para o
sistema BIA, ora para o sistema FIA.

Sistemas BIA-SPE e FIA-SPE

Na Fig. 1 ¢ apresentado um esquema da célula eletroquimica
hidrodinamica, de configuracio do tipo Wall Jet, que foi usada para
os sistemas BIA-SPE e FIA-SPE. Nesta célula, o SPE ¢ colocado em
um orificio na parte inferior, contendo um anel cilindrico de borracha
(o-ring) por cima dos seus eletrodos, sendo este conjunto (SPE com
o-ring) fixado por uma chapa rigida com dois parafusos. A tampa
contém um orificio concéntrico ao eletrodo de trabalho do SPE, que
¢é adequado para posicionar uma ponteira (Combitip®) de 1,0 mL da
pipeta eletronica. Assim, a extremidade inferior da Combitip possui
distancia sempre fixa de aproximadamente 2 mm da saida da solu¢@o
até a superficie do eletrodo de trabalho no SPE, como jd reportado.®
Esta célula com SPE € usada tanto em BIA quanto em FIA, porém
cada sistema possui seus componentes especificos. Em BIA a inje-
¢do dos padrdes e amostras € realizada por um injetor manual ou
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eletrOnico (mais reprodutivel), sendo que neste trabalho as solugdes de
CS foram injetadas por uma pipeta eletronica Eppendorf® Multipette
Stream. No sistema BIA, apds a injecdo da solucdo, a dilui¢do do
analito no eletrélito € acelerada por meio da convecg¢do do eletrélito
suporte.* Neste trabalho foi utilizado um agitador mecanico cons-
truido no préprio laboratdrio, o qual foi colocado na parte superior
da célula ao lado do orificio da ponteira (detalhe em azul na Fig 1).
No sistema FIA € necessdrio uma bomba peristéltica para transportar
a solucdo do eletrélito no interior de tubos de polipropileno em dire-
¢do ao SPE, sendo as solucdes do analito inseridas no percurso por
um injetor manual (ou automadtico). O sistema FIA utilizado neste
trabalho foi de linha tinica e composto basicamente por tubos de po-
lietileno de 1,0 mm de didmetro interno, bomba peristaltica (Gilson®,
modelo Minipuls 3) e um injetor manual comutador. Para manter a
mesma distdncia da inje¢d@o no sistema BIA, a parte final do tubo de
polietileno usado em FIA € inserida dentro da Combitip (detalhe em
vermelho na Fig 1), com a solug¢do saindo exatamente na extremidade
inferior desta ponteira. Deste modo, a distincia entre a extremidade
inferior da ponteira e o SPE, bem como o didmetro do jato de solu-
¢do sdo sempre muito préximos em ambos os sistemas (FIA e BIA),
garantindo uma comparacdo de resultados mais adequada.

A célula eletroquimica construida possui disposi¢ao semelhante
ao primeiro sistema BIA-SPE proposto e dispensa o uso de suporte,*
permitindo o facil posicionamento em bancadas de laboratério ou em
qualquer superficie horizontal. Além disso, o material do corpo da cé-
lula € de policloreto de vinila (PVC), um polimero com alta resisténcia
mecanica e quimica. Imagens e outros detalhes desta célula para os
sistemas BIA e FIA podem ser consultadas no material suplementar.

BIA

(Pipeta Eletrénica)

Agitador

e (Bomba peristaltica,
mecénico

Injetor Comutador)

Corpo \I

Eletrélito l

Fundo

0-ring < i Eletrodo Auxiliar

+ Eletrodo de Trabalho

™ Eletrodo de
Pseudo Referéncia

- SPE—

Chapa

Figura 1. Esquema com os principais componentes da célula eletroquimica
Wall Jet para os sistemas: BIA-SPE com suas partes especificas (em azul)
do agitador mecdnico e da base de encaixe da pipeta eletronica; e FIA-SPE
com as suas partes especificas (em vermelho) do tubo de polietileno inserido
dentro da ponteira, cuja solu¢do é bombeada por uma bomba peristdltica e
a injegdo realizada por um injetor manual. Em destaque a regido ampliada
do encaixe do SPE na célula e de cada eletrodo no SPE.

Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Os medicamentos contendo CS foram também analisados por
HPLC para a comparagdo dos métodos propostos. Os experimentos
foram realizados em um cromatégrafo liquido da Shimadzu (Modelo
Prominence LC 20 AD) com detector no UV com arranjo de diodos
(SPD-M20A), injetor automdtico (SIL-10AF), bomba de pistdao LC-
6Adx3 e coluna C;g Shim-Pack XROD de 15 mm de comprimento
e 2 mm de didmetro interno, com temperatura controlada (forno
CTO-20A) em 40 °C. Os experimentos por HPLC foram conduzidos
no modo isocrdtico com fase moével contendo 100 % de metanol.
Deste modo, o CS apresentou um tempo de retengdo de 2,16 min e
foi quantificado nas cinco amostras farmacéuticas em 290 nm. As
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condigdes cromatograficas foram adaptadas de um trabalho prévio
para a andlise de CS.?® Os resultados obtidos por FIA-SPE e BIA-SPE
para o doseamento, em triplicata, do CS nos cinco medicamentos
foram comparados com HPLC-UV aplicando os testes estdticos ¢ e
E ambos com nivel de confianca de 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento eletroquimico do CS foi avaliado sob SPE-C
por voltametria ciclica em meio de solugdes tampao Britton-Robinson
(TBR) 0,04 mol L' em pH de 2 a 10. Os resultados sdo apresentados
na Figura 2, sendo possivel observar processos de oxidacio irrever-
siveis para CS, cujos potenciais de pico se tornam menos positivos
com o incremento de pH. No voltamograma do pH 2 (Figura 2), 0 CS
apresentou apenas um processo de oxidac¢io nitido em torno de 1,1
V, porém de pH 4 a 7 foram observados dois processos de oxidagao,
os quais a partir de pH 8 foram tornando-se menos perceptiveis nos
voltamogramas. Estes resultados corroboram com o perfil de CS
observado em eletrodos de Carbono Vitreo?* e BDD,**® Na litera-
tura, um mecanismo sugerido € de que o primeiro processo anddico
é correspondente a oxidag¢do do anel piperazinico da molécula de
sildenafila e o segundo € devido a adsor¢ao/dessor¢do do produto
gerado no primeiro.” Para o SPE-C ndo foi observado o segundo
pico andédico em pH 2, provavelmente devido a sobreposicao dos dois
picos neste valor de pH. Como a corrente de pico de oxidacdo para
o CS foi mais sensivel em pH 2 no TBR 0,04 mol L, este eletrélito
foi escolhido nas medidas subsequentes. Apesar do deslocamento dos
potenciais de pico do CS em valores mais altos de pH proporcionarem
uma melhor seletividade para detec¢do deste analito, esses pHs ndo
foram escolhidos pelo fato destes medicamentos ndo apresentarem
interferentes para detecgdo eletroquimica nesta faixa de potencial.

60 F7 T T T =

M2~ A

s:pmﬁ'

20 .
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80 E
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0,6 0,8 1,0 1,2
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Figura 2. Voltamogramas ciclicos obtidos sob SPE-C em meio de TBR

0,04 mol L' (pH de 2 a 10) sem e com a adi¢do de CS 75 pmol L. Velocidade

de varredura: 50 mV s7!

Diferentes tipos de eletrodos impressos foram avaliados para de-
teccdo de CS em funcdo da melhor sensibilidade e repetibilidade das
respostas eletroquimica. Este estudo foi realizado para dez medidas
sucessivas de solu¢do de CS 5,0 umol L' em cada SPE por voltametria
de onda quadrada. Os parimetros da técnica (frequéncia, amplitude e
incremento de potencial) foram otimizados adotando como critério a
melhor sensibilidade para deteccdo do CS. Na Fig. 3A € apresentado o
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primeiro voltamograma obtido para cada eletrodo impresso avaliado:
Carbono nido modificado (SPE-C) e modificado com nanotubo de
parede simples (SPE-SWCNT), nanotubo de parede multipla (SPE-
MWCNT), Grafeno (SPE-Gr) e Polianilina (SPE-PA). Com excecdo
do SPE-Gr que apresentou o maior potencial de pico anddico (E,,)
para a oxidagdo de sildenafila, os demais SPE proporcionaram um
E,, semelhante para este composto, em aproximadamente +1,05 V.
Deste modo, os SPE modificados ndo promoveram nenhum efeito
catalitico para o CS. Na Fig. 3A, observa-se também que a corrente
de fundo obtida no SPE-Gr (> 200 pA) foi muito superior em relagio
aos outros SPE. Este comportamento do SPE-Gr pode ser justificado
pelo ordenamento tridimensional do grafeno, o qual € responsével
por controlar a capacitincia do eletrodo. De acordo com a literatura,
“ em muitos casos as unidades de grafeno estdo irregularmente em-
pilhadas devido as aglomeragdes nio controladas durante a sintese
ou uso deste eletrodo, podendo haver um aumento da corrente ca-
pacitiva. Além disso, a fragilidade da superficie do SPE-Grafeno da
Dropsens® foi observada pelo constante desprendimento de grafeno
do eletrodo de trabalho, antes e durante as andlises, o que provoca
ainda mais variagdes na drea eletroquimicamente ativa deste eletrodo
e, consequentemente, pode ter aumentado a sua corrente capacitiva.

Na Figura 3B sdo apresentados os valores de correntes de pico
médias (= DP) de dez voltamogramas de onda quadrada sucessivos
para cada SPE. Nesta Figura 3B ¢ possivel observar, com excecdo
do SPE-SWCNT, que os eletrodos modificados apresentaram cor-
rentes de pico (i,,) levemente superiores ao eletrodo ndo modificado
(SPE-C). Entretanto, a repetibilidade desses sinais nos 10 volta-
mogamas para detec¢do do CS foi muito baixa para o SPE-Gr e
SPE-PA, com desvio padrio relativo (DPR) préximo a 30 % nesses
eletrodos. Os sensores que apresentaram maior precisdo foram SPE-C
e SPE-MWCNT (DPR = 9 % para ambos), sendo a ip, média apenas
de 10 % menor para o SPE-C. Deste modo, o eletrodo impresso de
carbono ndo modificado (SPE-C) foi escolhido para as medidas
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Figura 3. (A) Voltamogramas de onda quadrada da primeira varredura ob-
tidos em solugdo de CS 5,0 umol L nos distintos SPE: C, MWCNT, SWCNT,
Gr e PA; (B) Correntes de pico médias (+ DP) obtidas para dez varreduras
sucessivas de CS em cada SPE. Eletrdlito: TBR 0,04 mol L' pH 2; Frequéncia:
20 Hz; Amplitude: 25 mV, Incremento de Potencial: 3 mV
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amperométricas nos sistemas BIA e FIA, uma vez que este disposi-
tivo apresenta um custo de aquisicdo em torno de 60 % mais baixo
do que o SPE-MWCNT.

Para a investigagdo da resposta eletroquimica da sildenafila nos
sistemas hidrodindmicos com detec¢do amperométrica, uma solugao
de CS 5,0 umol L' foi injetada em triplicata na célula BIA preenchida
com solugio TBR 0,04 mol L' pH 2. A detec¢do amperométrica foi
realizada aplicando um potencial constante no SPE-C em funcio do
tempo, sendo avaliados os potenciais aplicados de 0,0 V até + 1,2V
(vs. EPR). O voltamograma hidrodindmico apresentado na Figura
4 foi construido a partir dos valores médios (+ DP) das correntes
de pico anddicas em cada potencial aplicado. Na Figura 4 pode ser
observado que o inicio da oxidacdo do CS na superficie do SPE-C
ocorre a partir de + 0,9 V e alcanga um valor mdximo em + 1,2 V. Este
comportamento corrobora com o observado por voltametria ciclica
no mesmo eletrdlito (Figura 2). Embora a maior corrente de pico
anddica (ipa) ter sido obtida em + 1,2 V, neste potencial a corrente
de fundo (linha de base) foi mais intensa e instavel, provavelmente,
devido a descarga da dgua na superficie do SPE-C. Assim, o CS foi
detectado no potencial de + 1,1 V no SPE-C nos estudos seguintes
para os sistemas BIA e FIA.

2,54 .)

0,0 l-l-l—l-l-l-l-l—l—l)
0,0 03 0,6 0,9 1,2
E/V vs. Ag (EPR)

Figura 4. Voltamogramas hidrodinamicos obtidos plotando as correntes
de pico médias (= DP) para trés injecoes da solugdo de CS 5,0 umol L' no
sistema BIA com detecgdo amperométrica em potenciais distintos. Eletrdlito:
TBR 0,04 mol L' pH 2; Volume injetado: 100 uL; Vazdo: 134 uL s

Os parametros de injecdo (volume e a vazao) nos sistemas BIA
e FIA foram investigados para obter as melhores respostas analiticas
em funcio da sensibilidade e frequéncia analitica. Os estudos foram
realizados injetando uma solugdo de CS 5,0 pmol L'}, em triplicada,
sob cada condic¢io de modo univariado, ou seja, variando o volume in-
jetado sob uma vazao fixa e, posteriormente, variando a vazao sob um
volume fixo. No estudo do volume injetado no sistema BIA, a pipeta
eletronica (Eppendorf®) acoplada na ponteira de 1,0 mL permitiu a
injecéo de volumes no intervalo de 10 a 1000 pL. As correntes médias
(+ DP) para trés injecdes deste estudo sdo apresentadas na Fig. SA
(BIA). Neste estudo observa-se que quando sdo injetados volumes de
10 a 100 uL a corrente de pico € diretamente proporcional ao volume
injetado na solug@o. No entanto, acima de 100 UL estes sinais sdo
praticamente constantes e os desvios s3o maiores, provavelmente,
devido a maior passivag¢do da superficie do eletrodo de trabalho.
Além disso, a frequéncia analitica € menor em volumes mais altos de
injecdo, obtendo-se picos mais largos. Deste modo, o volume de 50
UL foi escolhido para a injecdo no sistema BIA. J4 no sistema FIA,
a magnitude do volume injetado no percurso da solucdo carregadora
(eletrdlito suporte) depende da alga de amostragem (“looping”) que
¢ utilizada no injetor comutador. Como também apresentado na Fig.
5A (FIA), as alturas de correntes sdo diretamente proporcionais aos
volumes injetados em todo o intervalo avaliado (75 até 250 uL), sendo
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a corrente maxima obtida no volume de 250 uL. Este comportamento
¢é observado no FIA devido a dispersdo longitudinal do CS no eletré-
lito durante o percurso analitico (distancia do injetor até o SPE). Em
outras palavras, a concentragdo no centro do volume injetado € menor
quando alcanca o SPE em relagdo a concentracdo inicial no injetor.
Esse efeito s6 € eliminado em grandes volumes de injegdo, pois as
alturas das correntes passam a permanecer constante com aumento
do volume injetado. No entanto, alcas de amostragem acima de 250
UL ndo foram avaliadas devido a diminuicdo da frequéncia analitica
e possibilidade de maior contaminagio da superficie do eletrodo de
trabalho. Dessa forma, a escolha da al¢ca de amostragem foi baseada
na maior precisdo da resposta eletroquimica no sistema FIA-SPE,
sendo escolhido o volume injetado de 150 UL para os experimentos
posteriores.

No sistema BIA, a pipeta eletrOnica usada neste trabalho permite
a injegdo das solugdes sob dez vazdes diferentes (24 a 250 UL s na
ponteira de 1,0 mL). As correntes de pico médias das triplicatas (+
DP) em cada vazdo sdo apresentadas na Fig. 5B (BIA), sendo os
sinais diretamente proporcionais as velocidades de injecdo devido a
diminui¢do da camada de difusdo de Nernst. No entanto, no sistema
BIA aprecisdo da coleta dos sinais de corrente foi reduzida em vazdes
acima de 150 pL s'. Esse fendmeno pode ocorrer devido a velocida-
de de aquisicdo do sinal ndo ser suficiente para coletar as correntes
do analito que sado registradas no pico (patamar de corrente), uma
vez que nessas condigdes o composto eletroativo pode passar muito
rapido pela superficie do eletrodo. Assim, a vazdo de 100 pL s foi
usada nas préximas inje¢des para o sistema BIA. No sistema FIA,
a bomba peristéltica usada neste trabalho permitiu vazdes de 8 a 75
UL s com os tubos utilizados (didmetro interno de 1,0 mm). Como
mostrado na Fig. 5B (FIA) entre o intervalo avaliado de 8 a 75 uL
s, a maior corrente de pico foi obtida na maior vazdo do sistema. No
caso do sistema FIA, como o volume injetado ainda tem um efeito de
dispersdo, a altura da corrente pode ser aumentada em vazdes altas
devido ao menor tempo disponivel para a diluicdo da solucdo de CS
na solucdo carregadora, reduzindo a dispersao no centro da zona de
amostra. Além disso, hd o aumento da corrente de pico devido a di-
minui¢do da camada de difusdo de Nernst com incremento da vazao.
Deste modo, as determinag¢des de CS por FIA foram realizadas na
vazdo maxima de 75 puL s

O dltimo parametro investigado, apenas para o sistema BIA, foi
em relacdo a agitacdo mecanica do eletrélito no interior da célula.
Neste estudo, solu¢des de CS 5,0 umol L' foram injetadas, em tri-
plicata, mantendo a vazdo e o volume constantes sem agitacio. Na
sequéncia, o agitador foi ligado na rotagdo inicial de 700 rpm e novas
injecdes da mesma solugdo, em triplicata, foram realizadas. Deste
modo, prosseguiu-se o experimento realizando novo incremento na
rotacdo seguido de novas triplicatas até o nivel mdximo de agitacio
(4000 rpm). O nivel de agitagdo € proporcional a tensdo aplicada
pela fonte universal do motor DC (de 3 a 12 V) utilizado no sistema
BIA. Como mostrado na Fig. 5C, agitacdes até 1500 rpm aumentam
a precisdo das medidas em relagdo a medida sem agitagcdo. Além
disso, a velocidade de andlise na presenga de agitag@o foi bastante
superior do que na auséncia de agitacao (dura¢do de um pico= 10 s
com agitacdo a 700 rpm vs. 40 s sem agitaciio). Empiricamente, este
aumento da velocidade € percebido pelo decaimento mais rapido do
pico, que pode ser justificado pela remocdo acelerada das espécies
eletroativas proximas a superficie do eletrodo de trabalho em funcéo
da convecgdo gerada pelo motor DC.* Entretanto, uma convecgio
acima de 1500 rpm causa grande diminui¢@o na precisio e na cor-
rente de pico, pois a convecgdo excessiva provoca uma turbuléncia
na solugdo da célula, podendo remover parte da zona da solugdo de
CS antes mesmo de sua total detecc@o no eletrodo de trabalho. Outro
ponto importante da agitacio € diminuir a contaminacéo do eletrodo
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de trabalho devido ao menor tempo de contato direto do analito com
o sensor apds a detecgdo.** Assim, as determinagdes de CS foram
realizadas com uma agitacéo branda, a 700 rpm.
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Figura 5. Correntes de pico médias e respectivos desvios (ipa + DP) para
trés injegoes de solugdo de CS 5,0 umol L nos sistemas BIA e FIA em SPE-C,
variando os volumes injetados em (A), vazoes em (B) e agitacdo mecdnica
do eletrolito em BIA em (C). Condicdes fixadas em: (A) Vazdo de 134 uL s
(BIA) e 66 uL s (FIA); (B) Volume injetado de 50 uL (BIA) e 75 uL (FIA);
(C) Volume de 50 uL e Vazdo de 100 uL s7'. Eletrolito: TBR 0,04 mol L' pH 2;
Potencial: + 1,1V (vs. EPR)

Ap6s a otimizacdo das condi¢des nos sistemas hidrodindmicos
com deteccao amperométrica, solugdes de concentragdes crescentes
do padréo de CS foram injetadas em triplicata nos sistemas BIA e FIA.
Deste modo, foi possivel obter alguns parametros de confiabilidade
analitica, como sensibilidade, faixa linear e limite de detec¢do (LD).
Na sequéncia deste estudo, solucdes diluidas dos cinco medicamentos
foram injetadas em triplicata, sendo o CS quantificado em cada for-
mulacdo por meio da interpolagdo das respectivas correntes de pico
nas curvas analiticas de calibragdo (externa), as quais foram obtidas
pelos amperogramas dos sistemas BIA-SPE e FIA-SPE. Na Figura
6 sdo apresentados os amperogramas para ambos os experimentos
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e as respectivas curvas de calibragdo. A partir destes resultados,
foram calculadas as seguintes equagdes de reta: i(LA) = 0,188 [CS]
(umol L) - 0,0131 (R =0,998) para o sistema BIA; e i(LA) = 0,108
[CS] (umol L) + 0,0462 (R = 0,999) para o sistema FIA. Os LD
estimados foram de 0,0520 pmol L' (BIA) e 0,215 umol L' (FIA).
As faixas lineares apresentadas em ambos os métodos foram estreitas
(de 3,00 a 21,0 umol L™ para o sistema BIA e de 2,50 a 20,0 umol L™!
para FIA), sendo essas semelhantes as faixas observadas de outros
trabalhos para a detecgéo de CS em eletrodos impressos,*?’ carbono
vitreo?' e BDD.> Todos estes pardmetros analiticos sdo apresentados
na Tabela 1.

9
4 - BIA f “TR=0,998

® 1&s)/imol L1 2

R=0,999

° isy/hmolLs ¥

1 i 1 " 1 1 " 1

0 300 600 900 1200
Tempo /s

Figura 6. Injecoes em triplicata de solucdo padrdo de CS no sistema BIA

(3,0 — 21,0 umol L', a — g) e sistema FIA (2,5 — 20 umol L', a’— h’), bem

como das solugées diluidas das cinco amostras de medicamentos de CS (m,

2 )

a ms) em ambos os sistemas. As insercoes representam as respectivas cur-
vas de calibra¢do de cada sistema. Volume injetado: 50 uL (BIA) e 150 uA
(®IA); vazdo: 100 uL s (BIA) e 75 uL s (FIA); eletrdlito: TBR 0,04 mol L'
pH 2; potencial aplicado: + 1,10V (vs. EPR); agitacdo mecdnica da célula
BIA: 700 rpm.

Tabela 1. Parametros de confiabilidade analitica para BIA e FIA com deteccdo
amperométrica

Parametros de confiabilidade BIA-SPE FIA-SPE
Faixa linear (mmol L") 3,00-21,0 2,50-20,0
Coeficiente de correlacdo, R 0,998 0,999
Limite de detec¢éo, LD (mmol L) @ 0,0520 0,215
Sensibilidade, S (WA L mmol L) 0,188 0,108
Frequéncia analitica tedrica, TAF (h") 360 170
Desvio Padrio Relativo (n = 15), DPR (%) 3,02 3,20

WD =3 x DP,/S; no qual DPy, € o desvio padrao de dez correntes aleatdrias
na linha base do amperograma.

Para estimar a precisdo e a frequéncia analitica teérica (TAF, theo-
retical analytical frequency), foram realizadas trés injegdes alternadas
de solugdo de CS a 2,0 umol L' e 15,0 umol L' nos sistemas BIA e
FIA. Como apresentado nos amperogramas da Figura 7, nota-se que
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os DPR das correntes de pico para as inje¢oes de CS 2,0 umol L' sdo
proximos tanto para o sistema BIA (DPR = 3,61 %; n = 15), quanto
para o sistema FIA (DPR = 3,76 %; n=15). O mesmo comportamento
ocorreu nos DPR paras as correntes de picos referentes a soluciio
de CS 15,0 umol L' calculados em 3,02 e 3,20 % (n = 15) para os
sistemas BIA e FIA, respectivamente. Estes resultados indicam que
a passivagdo (e/ou contaminagdo) do SPE-C € minima quando estes
eletrodos sdo acoplados aos sistemas BIA e FIA. Cabe destacar que a
repetibilidade obtida para SPE-C pela voltametria de onda quadrada
em estado estaciondrio (Fig. 2B) foi muito baixa para 10 medidas
de CS 5,0 umol L! (DPR = 9,0 %). Essa diferenca entre os DPRs
obtidos para os métodos hidrodindmicos propostos e a voltametria
estaciondria demonstra a grande potencialidade dos sistemas FIA e
BIA para aumentar a estabilidade da deteccdo eletroquimica.
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Figura 7. Amperogramas obtidos para inje¢oes em triplicatas e alternadas
nos sistemas BIA e FIA de solu¢do de CS de 2,0, e 15,0 mmol L. Condi¢des
de cada sistema idem a Figura 6.

Os valores das TAF foram calculados obtendo a média das lar-
guras de pico das injecoes de CS 15 mmol L' (Figura 7), estimando
o nimero de inje¢des por hora para cada sistema. Nos dois casos, as
TAF foram calculadas considerando que as injecdes sdo realizadas em
sequéncia, desprezando o tempo para preencher a pipeta no sistema
BIA e a al¢a de amostragem no sistema FIA. Os valores das TAF
estdo apresentados na Tabela 1.

Na Tabela 1 também pode ser comparado o desempenho das duas
formas de inje¢do (BIA e FIA) com detecgdo amperométrica em
fun¢@o dos parametros analiticos apresentados para determinaco de
CS. Nesta Tabela observa-se que o sistema BIA foi o mais sensivel,
provavelmente, devido as maiores vazdes permitidas pela pipeta
eletronica em relagdo a bomba peristdltica utilizada neste trabalho
para o sistema FIA, bem como da menor dispersdo do pacote da so-
lucdo injetada em BIA.*® O fato da maior vazdo proporcionada pela
pipeta eletrdnica também explica a maior frequéncia analitica obtida
no sistema BIA. A estabilidade do sinal eletroquimico de ambos os
sistemas foi semelhante para solu¢des concentradas e diluidas de CS
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(DPR = 3 %), mostrando que cada SPE-C pode ser reutilizado para
vérias medidas de CS. Na literatura apenas duas publicagdes com-
param o desempenho entre BIA e FIA com detec¢do amperométrica
para um mesmo analito. Ferreira ef al. determinaram o ciclopirox
em eletrodo de carbono vitreo, ** obtendo valores de TAF de 735 h!
¢ 330 h'!' com sensibilidades de 0,091 e 0,022 (WA mmol! L) para os
sistemas BIA e FIA, respectivamente. Stefano et al.¥ empregaram
um SPE modificado na eletroandlise de ciprofloxacina e alcangaram
valores de TAF de 450 h'' e 180 h' com sensibilidades de 0,1115 e
0,0768 (LA mmol! L) para os sistemas BIA e FIA, respectivamente.
Deste modo, tal como observado no presente trabalho, as comparagoes
na literatura entre os dois sistemas para a andlise de outros compostos,
empregando diferentes células e eletrodos, também exibiram uma
maior sensibilidade e frequéncia analitica para o sistema BIA. Cabe
destacar que, na Figura 7 € observado um nivel de ruido maior na
detec¢do amperométrica em FIA, sendo o provdvel motivo que elevou
o valor de LD para este sistema quando comparado ao obtido pelo
BIA. O ruido apresentado em FIA pode ser justificado pela pulsagdo
da bomba peristaltica utilizada neste trabalho, podendo este efeito
ser minimizado pela utilizagdo de um amortecedor de pulso ou de
um sistema de propulsdo alternativo.*®

A eficiéncia dos métodos desenvolvidos por BIA e FIA com
detec¢@o amperométrica foi avaliada para a determinacdo de CS em
cinco amostras de medicamentos comerciais (Viagra® e genéricos).
Os doseamentos de CS obtidos nestas amostras tanto pelos métodos
propostos quanto por HPLC-UV sido apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Comparacdo entre os resultados da determinagdo de CS em medi-
camentos pelos métodos propostos e por HPLC-UV

Amostra Rotulado (mg) BIA (mg)®”  FIA (mg)® HPLC (mg)™
1 50 57+3 58+3 56+1
2 50 56+2 58+1 59=+1
3 50 55+2 55+2 56+1
4 50 58+2 56+1 571
5 50 58+2 56+2 55+2

“Média + DPR (n = 3).

A precisdo e exatiddo dos resultados obtidos pelos dois mé-
todos propostos para determinacdo de CS sdo semelhantes aos
apresentados por HPLC-UV. No teste F, as razdes das variancias
do conjunto das andlises por cada técnica proposta em relagdo com
HPLC (F =S, /Supic”) foram de 1,43 e 1,28 para BIA e FIA res-
pectivamente, sendo estes valores inferiores ao F,,;,,4, €m um nivel
de confianca de 95 % (F' =2,48; a= 14). No teste t pareado, 0 tcyja0
foi de 1,38 e 0,82 para BIA e FIA respectivamente, sendo ambos
inferiores ao t,.q, também a um nivel de confianga de 95 % (2,15;
a=14). Deste modo, os resultados comprovam que néo ha diferenca
significativa entre todos os dados obtidos. Assim, os resultados con-
firmam que os métodos de BIA e FIA com detec¢cdo amperométrica
possuem desempenho similar ao HPLC para as determinacdes de CS
em formulacdes farmacéuticas.

Comparando os pardmetros analiticos apresentados no presente
trabalho (Tabela 1), foi observado que os limites de detecgdo obtidos
pelos métodos BIA-SPE e FIA-SPE foram superiores a vdrios outros
trabalhos da literatura para a determinag¢do de CS com detecc¢do
eletroquimica.'®!*?!"® Entretanto, esta caracteristica ndo se trata de
um inconveniente e nem resulta em prejuizos na andlise, uma vez
que os métodos BIA-SPE e FIA-SPE sdo propostos apenas para a
determinag¢do de CS em amostras de formulag¢des farmacéuticas.
Em contrapartida, os métodos hidrodindmicos apresentados neste
trabalho proporcionaram uma frequéncia analitica muito maior frente
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aos demais métodos reportados para determinacido de CS, o que
representa uma grande vantagem na aplicacdio em andlises de rotina
deste farmaco. Além disso, a praticidade dos sistemas BIA-SPE e
FIA-SPE pode ser um grande atrativo destes métodos para aplicagiao
no controle de qualidade do CS pela inddstria farmacéutica.

CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou dois métodos simples e rdpidos para
a determinacdo de CS em formulacdes farmacéuticas empregando
eletrodos impressos de carbono (grafite) acoplados aos sistemas FIA
e BIA com detec¢do amperométrica. O sistema BIA proporcionou
uma maior sensibilidade e frequéncia analitica com menor consumo
de reagentes (eletrdlito, padrido e amostra), além de oferecer um
sistema mais simples e portdtil para aplicacdo do método. Os dois
métodos propostos para determinacio de CS foram comparados com
o método cromatografico (HPLC-UV) e os resultados de doseamento
do farmaco mostraram-se semelhantes. A praticidade e as elevadas
frequéncias analiticas obtidas pelos sistemas FIA-SPE e BIA-SPE
para determinagdo de CS em relac@o aos demais trabalhos descritos
sdo grandes atrativos para andlises de rotina na inddstria farmacéu-
tica, abrindo uma perspectiva para que os sistemas propostos sejam
empregados para outros fdrmacos eletroativos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Maiores detalhes (imagens e especificacdes) dos componentes
dos sistemas BIA-SPE e FIA-SPE utilizados neste trabalho estdo
disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo
PDF, com acesso livre.
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