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DETERMINATION OF NIMESULIDE BY FLOW INJECTION ANALYSIS WITH MULTIPLE-PULSE AMPEROMETRIC
DETECTION. A simple and fast method for the determination of nimesulide (NI) using flow injection analysis with multiple-pulse
amperometric (FIA-MPA) detection at a boron-doped diamond (BDD) electrode was developed. The method was based mainly on the

application of a four-potential waveform, E,,,, =-0.8 V/30 ms, E,,,, = 0.6 V /30 ms, E,,,, =-0.4V /30 ms and E

=-045V/

‘4(cleaning)

300 ms versus Ag/AgCl (3.0 mol L' KCI). NI was detected at three different electrode potentials, at which the nitro group undergoes

different redox reactions. The proposed method was selective and sensitive (detection limit of 81.0 nmol L"), and successfully applied

for the determination of NI in pharmaceutical formulations, yielding similar results to those obtained by the reference method.

Keywords: pulse amperometric detection; nimesulide; boron-doped diamond.

INTRODUCAO

A Nimesulida (NI), N-(4-nitro-2-fenoxifenil)metanossulfona-
mida, € um anti-inflamatério ndo-esteroide de alta atividade analgé-
sica e antipirética, sendo amplamente prescrita e recomendada por
apresentar melhor eficdcia sobre os medicamentos similares, como
ibuprofeno, diclofenaco e piroxicam.! Além disso, a NI possui me-
nor acidez (pKa = 6,9) e, consequentemente, melhor tolerabilidade
géstrica quando comparada aos farmacos utilizados para a mesma
finalidade, como o 4cido acetilsalicilico (pKa = 3,4).? Devido as
vantagens apresentadas pela NI, este composto estd entre os dez
medicamentos mais vendidos no Brasil nos tdltimos anos.’ Neste
contexto, este analito pode também ser classificado como um poluente
orgdnico emergente em amostras ambientais, como seus similares
supracitados.* Dessa forma, torna-se fundamental o desenvolvimento
de métodos analiticos rdpidos, simples e de baixo custo que possam
ser utilizados no controle de qualidade deste firmaco em formulagdes
farmacéuticas, bem como sua quantificagdo sensivel e seletiva em
amostras ambientais.

A Farmacopeia Brasileira indica o doseamento da NI por dois
métodos: espectrofotometria de absorcdo no UV-Vis e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), ambos com detec¢@o na regido do
ultravioleta.” Os métodos espectrofotométricos acoplados (ou néo)
aos sistemas cromatograficos fazem parte da maioria dos métodos
citados na literatura para a determinacao de NI, tanto em formulagdes
farmacéuticas como em amostras bioldgicas, conforme relatado em
revisdo publicada recentemente.® No entanto, grande parte dessas
metodologias sdo de alto custo, requerem etapas complexas de pré-
-tratamento das amostras e geram residuos provenientes da utilizacio
de solventes orgadnicos no procedimento analitico.

Os métodos eletroanaliticos apresentam caracteristicas interes-
santes para serem explorados na determinagdo de uma diversidade
de compostos em formulagdes farmacéuticas e amostras de compo-
sicdo quimica mais complexa, como fluidos bioldgicos e amostras
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ambientais. Nesta perspectiva, o primeiro trabalho utilizando métodos
eletroanaliticos para investigacdo do comportamento eletroquimico e
determinacdo da NI foi descrito por Alvarez-Lueje e colaboradores.”
Esses autores utilizaram os eletrodos de trabalho de carbono vitreo
e mercurio (gotejante) para avaliar o comportamento eletroquimico
da NI em func@o do pH na solucdo tampao Britton-Robinson em
meio de dgua/etanol (70/30, v/v). A técnica de polarografia de pulso
diferencial sobre o eletrodo gotejante de mercirio em meio de pH
7,0 foi selecionada para determinag@o da NI em formulagdes farma-
céuticas. Baseados em condi¢des semelhantes (eletrdlito e eletrodo
de trabalho), outros autores descreveram a determinacio de NI em
fluidos bioldgicos, porém, um LD menor foi obtido mediante o uso
da técnica de voltametria adsortiva de redissolucdo catddica por
pulso diferencial sobre um eletrodo de gota pendente de mercdrio.®
Posteriormente, Catarino e co-autores’ propuseram a detecgdo am-
perométrica da NI sobre um eletrodo de carbono vitreo posicionado
em um sistema FIA de duas linhas. Uma linha continha uma solucao
tampdo que permitia a determinacdo de NI e a outra uma solugio
responsavel pela limpeza e condicionamento da superticie do eletrodo
de trabalho. O eletrodo de carbono vitreo foi novamente utilizado por
outros autores na determinagdo da NI em amostras farmacéuticas, '
porém, a técnica eletroquimica empregada foi a voltametria adsor-
tiva de redissolu¢d@o catddica por varredura linear. Além disso, esse
trabalho foi aplicado em amostras biolégicas. Eletrodos modificados
e de pasta de carbono também foram usados com sucesso na deter-
minacdo de NI, tanto em amostras farmacéuticas quanto em fluidos
bioldgicos.! Outro método eletroanalitico reportado na literatura
é baseado na potenciometria utilizando um eletrodo de membrana
seletiva para determinacdo da NI.'?

Nos tltimos anos, eletrodos de diamante dopado com boro (BDD)
vém recebendo certo destaque em comparagdo aos demais eletrodos
solidos em fungdo de suas carateristicas, como: larga janela de poten-
cial, baixa relacdo sinal/ruido, elevada relagio corrente faradaica/cor-
rente capacitiva e resisténcia a desativagao e envenenamento durante
a detec¢@o de compostos eletroativos (fraca adsorcdo de moléculas
em geral).’> Em consequéncia destas caracteristicas, o eletrodo de
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BDD vem sendo amplamente utilizado na determinago de fairmacos
em diversas matrizes,'* assim como na degradagdo eletroquimica de
poluentes emergentes. '

Recentemente, sistemas de andlise por inje¢cao em fluxo com de-
teccdo amperométrica de multiplos pulsos (FIA-MPA, do inglés “flow
injection analysis with multiple pulse amperometric detection”)'
estdo sendo explorados com sucesso em diversas aplicagdes. A pos-
sibilidade de aplicacdo de até 10 pulsos de potenciais em fungdo do
tempo e aquisi¢ao de até 10 amperogramas, independentes e simulta-
neos, possibilita a obtencdo de vantagens em rela¢do a amperometria
convencional, como: (1) aumento na estabilidade de resposta de um
eletrodo sélido em funcdo do tempo (uso de pulso de potencial de
limpeza);'7 (2) aumento na seletividade do método (detecgio do(s)
produto(s) de oxidagdo ou redugdo);'® (3) possibilidade de determi-
nacoes simultineas em sistemas FIA" e BIA® empregando um tinico
eletrodo de trabalho e; (4) implementacdo do método do padrdo
interno em sistemas FIA?! ou BIA?? com detecg¢éio amperométrica.

No presente trabalho apresentamos um novo método para deter-
minacdo de NI por FIA-MPA em formula¢des farmacéuticas usando
o eletrodo de BDD. O método proposto estd baseado na combinacgio
das caracteristicas dos sistemas FIA-MPA e dos eletrodos de BDD
para o desenvolvimento de uma andlise simples, rdpida e altamente
estdvel, usando um eletrodo de trabalho sem a necessidade de modi-
ficacdo prévia de sua superficie.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Os reagentes utilizados nos experimentos s3o de grau analitico e
foram usados sem purificag@o prévia. As solu¢des foram preparadas
em temperatura ambiente, utilizando dgua destilada e posteriormente
deionizada (18,2 M cm) obtida pelo sistema de purificacdo ELGA,
modelo Di-MKZ. Uma solucio estoque padrdo de NI (Sigma) de
1,0 x 102 mol L"! foi preparada em etanol absoluto para as anélises
eletroquimicas e em meio de hidroxido de sédio 0,01 mol L' para as
andlises espectrofotométricas. Na detecgdo eletroquimica, as solu¢des
padrdo de trabalho foram obtidas por diluicio em meio dos eletrdlitos
investigados. No caso da deteccio espectrofotométrica, as solucdes
padrdo de trabalho foram obtidas por dilui¢do em hidréxido de sédio
0,01 mol L' As seguintes solugdes de eletrélitos foram investigadas:
acido sulftrico, tampao acetato pH 4,7, tampao fosfato pH 7,0, tam-
pdo borato pH 9,2 e hidréxido de sédio. Todos os eletrélitos (0,10
mol L) foram preparados em dgua/etanol absoluto na proporg¢io de
90:10, respectivamente.

As solugdes tampao avaliadas foram preparadas da seguinte for-
ma: (1) Em béqueres separados (contendo cerca de 800 mL de dgua)
foram pesados uma massa correspondente a 0,1 mol de dcido acético,
dihidrogénio fosfato de sédio (H,PO,’) e 4cido bérico; (2) Em cada
béquer foi colocado um eletrodo de pH, cujo pHmetro foi devida-
mente calibrado em solucdes padrdo de pH 7,0 e 4,0, para medidas
em meio 4cido, e em pH 7,0 e 10,0, para medidas em meio bdsico;
(3) aliquotas de solugdes de NaOH 1,0 mol L' foram adicionados
em cada béquer até o pH estar exatamente em 4,7, 7,0 ¢ 9,2 para as
solucdes tampio acetato, fosfato e borato, respectivamente; (4) As
solucdes tampdo em cada béquer foram transferidas para um baldo
volumétrico e diluidas em dgua até o volume de 1,0 L.

Os compostos avaliados como potenciais interferentes foram os
corantes tartrazina (Sigma), vermelho GRLX-220 (industria téxtil de
Divinépolis/MG), amarelo crepusculo (Sigma), nova coccina (Sigma),
e os farmacos paracetamol (Vetec), dipirona (Sigma), dcido ascérbico
(Sigma), dcido salicilico (Vetec), 4cido acetilsalicilico (Vetec), code-
ina (Sigma), piroxican (Sigma) e ibuprofeno (Sigma).
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Sistema FIA

O sistema FIA utilizado neste estudo € de linha tnica, sendo com-
posto basicamente por um sistema propulsor, um injetor, um detector
eletroquimico e tubos de polietileno com 1,0 mm de didmetro interno.
A vazio do sistema FIA foi controlada por pressao de retorno gerada
por uma coluna d’agua e uma bomba de aquario.”

Deteccao eletroquimica

O equipamento Potenciostato/Galvanostato da Autolab (Eco
Chemie - modelo 128 N) foi utilizado nos estudos voltamétricos e
amperométricos. Uma célula eletroquimica convencional de trés ele-
trodos foi utilizada nos estudos em sistema estaciondrio. No sistema
em fluxo foi usada uma célula do tipo “wall jet” construida no préprio
laboratério.** Um mini-eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KClg, )*
e um fio de platina foram utilizados como eletrodos de referéncia e
auxiliar, respectivamente. Como eletrodo de trabalho foi utilizado um
filme de diamante dopado com boro (BDD) em 8.000 ppm adquirido
da empresa Adamant Technologies SA, La Chaux-de-Fonds, Suica.
A drea geométrica utilizada do eletrodo BDD nas células foi de 7,0
mm?. Gandini e colaboradores descreveram os detalhes da elaboracdo
do BDD.* O eletrodo de BDD foi inicialmente limpo em etanol e
condicionado eletroquimicamente em meio de H,SO, 0,5 mol L
através de um tratamento catddico e anddico, aplicando -10,5 mA
durante 60s e 11,7 mA durante 30s, respectivamente.”” A avaliagdo
da resposta eletroquimica do analito em funcéo do tratamento do
eletrodo de BDD foi realizada da seguinte forma: (1) o eletrodo
foi condicionado de forma catddica, previamente, e em seguida foi
realizado o tratamento anddico para investigacdo do comportamento
eletroquimico da NI por meio da voltametria ciclico nos respectivos
eletrélitos; (2) o procedimento inverso foi investigado para avaliar
a resposta em funcdo do tratamento catddico. Como ndo houve di-
ferenca significativa no perfil da resposta eletroquimica da NI apds
a avaliac@o dos tratamentos (catédico e anddico) sobre o BDD, o
tratamento selecionado para limpeza da superficie do eletrodo foi
o anddico, indicado no procedimento (1) acima. O procedimento
de limpeza e tratamento eletroquimico do eletrodo era realizado
diariamente e uma dnica vez antes do inicio dos experimentos.
Todos os experimentos foram realizados sem a remoc¢ao do oxigénio
dissolvido. Os dados dos graficos apresentados foram tratados com o
uso do software Origin 8.0. O calculo do limite de deteccdo (LD) foi
efetuado multiplicando o desvio padrio do branco (n = 10) por trés e
dividindo o resultado pelo coeficiente angular da curva de calibrag@o.

Preparo de amostras

Formulacdes farmacéuticas de trés marcas diferentes foram
adquiridas em drogarias da cidade de Diamantina, estado de Minas
Gerais, Brasil. Dez comprimidos de cada fabricante foram pesados
e macerados. Em seguida, uma massa de aproximadamente 7,5
mg de cada amostra foi dissolvida em 10,0 mL de etanol usando
um sonicador por 10 minutos. Apds esta etapa, as solugdes foram
transferidas para um balao volumétrico e o volume completado com
etanol para 25 mL, constituindo a solug@o estoque da amostra. Antes
das andlises, aliquotas de cada solugdo estoque da amostra foram
diluidas, adequadamente, na faixa linear de trabalho em meio do
eletrdlito suporte selecionado para as andlises.

Comparacio do método por espectrofotometria de absorc¢io no
UV-Vis

O procedimento de amostragem utilizado na andlise FIA-MPA
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foi idéntico ao realizado por espectrofotometria de absor¢do no UV-
Vis, método da Farmacopéia Brasileira.’ No entanto, a preparaco da
solucdo estoque da amostra foi realizada pela adi¢do de uma massa
de 7,5 mg da amostra em 50 mL de NaOH 0,01 mol L. A solugéo
obtida foi previamente filtrada e transferida para um baldo volumé-
trico, sendo o volume completado com NaOH 0,01 mol L' para
250,0 mL. As solucdes padrdo de NI (5,0 x 10° a 5,0 x 10 mol L)
foram preparadas em meio de NaOH 0,01 mol L' para construcao da
curva de calibragdo. O comprimento de onda foi fixado em 392 nm.

RESULTADOS E DISCUSSOES
Otimizacio do método analitico

O comportamento eletroquimico da NI foi investigado por vol-
tametria ciclica em func¢do da natureza do eletrélito suporte sobre o
eletrodo de BDD. As melhores condicdes eletroquimicas em fun¢do
da sensibilidade e seletividade na deteccdo da NI foram obtidas em
meio de tampao fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0), preparado em dgua e
posteriormente misturado com etanol na proporcdo 90:10, respecti-
vamente. Os voltamogramas ciclicos deste estudo sdo apresentados
na Figura 1.
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Figura 1. Voltamogramos ciclicos obtidos com eletrodo de BDD em meio de
tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 7,0) e etanol (90:10) sem (a) e com (b) adi¢cdo
de NI 5,0x 10° mol L. Velocidade de varredura: 50 mV s”'; A varredura ciclica
de potencial foi iniciada em -1,2 V vs Ag/AgClL. (c) Estrutura quimica da NI.
Em detalhe, o processo de redugdo do grupo nitroso gerado pelo processo
de oxidagdo em 0,6 V da NI

Como pode ser observado na Figura 1, a NI apresenta dois
processos de oxidag@o (0,60 e 1,05 V) e dois de redugdo (-0,40 e
-1,00 V) sobre o eletrodo de BDD em meio de tampao fosfato (pH
7,0). Os processos eletroquimicos que ocorrem sobre o eletrodo de
BDD sdo semelhantes aos descritos na literatura quando mercirio e
carbono vitreo foram usados como eletrodos de trabalho em pH 7,5.”
O segundo pico de oxidacdo da NI (1,05 V) provavelmente esta rela-
cionado com uma oxidag¢ao irreversivel do grupo metilsulfonamida
presente em sua estrutura.’” Os outros processos eletroquimicos estao
relacionados com a presenga do grupo nitro na estrutura da NIL.”
Inicialmente, o grupo nitro (-NO,) € eletroquimicamente reduzido de
forma irreversivel (o processo inicia em torno de -0,60 V), gerando
o grupo hidroxilamina (-NHOH), mais quatro elétrons e quatro {ons
hidrogénio. Posteriormente, seguindo a varredura em dire¢do a po-
tenciais mais positivos, o grupo -NHOH ¢ oxidado ao grupo nitroso
(-NO) de forma quase-reversivel (este processo inicia em torno de
0,20 V), liberando dois elétrons e dois fons hidrogénio. Na varredura
inversa, o grupo -NO € reduzido gerando novamente o grupo -NHOH
de forma quase-reversivel (o processo inicia em torno de -0,30 V).
Cabe ressaltar que o processo de oxidacdo em 0,6 V e o de reducio
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antes de -0,6 V somente existem se a NI for previamente reduzida
em potenciais mais negativos do que -0,6 V.

Caso a amperometria convencional (potencial constante) fosse
utilizada na quantificacdo de NI usando um sistema FIA, duas op-
¢Oes poderiam ser utilizadas: (1) aplicacdo de um potencial negativo
(menor que -0,6 V) e redugdo do grupo nitro ou (2) aplicacdo de
um potencial positivo (maior que 0,8 V) e oxidacdo do grupo metil-
sulfonamida. Nestas condi¢des, qualquer espécie que for reduzida
(£-0,6 V) ou oxidada (= 0,8 V) nesta mesma regido de potencial
pode ser considerada um interferente na andlise por meio da detecgao
amperométrica. Além disto, empregando amperometria convencional,
nenhuma informag@o adicional é fornecida. Em fungdo disto, estamos
propondo neste trabalho o uso da FIA-MPA, aplicando trés pulsos
de potenciais para monitoramento dos trés processos eletroquimicos
relacionados ao grupo nitro da NI. Desta forma, informacdes adicio-
nais podem ser adquiridas, por meio de uma simples inje¢do de uma
aliquota de solugdo amostra, no intuito de aumentar a seletividade
do método para quantificacio da NI.

A selec@o dos pulsos de potenciais e seus respectivos tempos
de aplicac@o foram avaliados em funcéo da seletividade e sensibili-
dade do método para quantificagdo de NI. Nestes estudos, a al¢a de
amostragem e a vazdo do sistema FIA-MPA foram mantidas fixas
em 100 pL e 2,0 mL min"!, respectivamente. Apesar do eletrodo de
BDD apresentar boa resisténcia, apds alguns estudos iniciais foi
verificado que havia adsor¢do ou envenenamento de sua superficie,
sendo necessdria a aplicagdo de um quarto pulso de potencial. Este
potencial tem a funcéo de efetuar a constante limpeza eletroquimica
da superficie do eletrodo de BDD e aumentar a estabilidade (repe-
tibilidade) do sistema.

Ap6s os estudos de otimizagdo, a seguinte sequéncia foi sele-
cionada para aplicagdo dos pulsos de potenciais e seus respectivos
tempos de duracio:

(1) E,4y=-0,80 V /30 ms: redugdo do grupo NO, da NI e geragio
do grupo NHOH;

(2) Ey4ey = 0,60 V / 30 ms: oxidagdo do grupo NHOH gerado no
pulso de potencial anterior e geragdo de NO;

(3) Esgey=-0,40 V /30 ms: redugdo do grupo NO gerado no pulso
de potencial anterior;

(4) Ejygimp = -0,45 V /300 ms: limpeza eletroquimica da superficie
do eletrodo de BDD e obtencao de melhor seletividade.

A aplicacdo desta sequéncia de pulsos de potenciais permite a
aquisicao de quatro amperogramas independentes por meio do softwa-
re que controla o potenciostato (GPES 4.9 - Metrohm Autolab). Cabe
destacar que o objetivo da aplicac¢do do pulso de potencial de limpeza
em -0,45 V durante 300 ms também estd relacionado a seletividade do
método para deteccdo da NI. Isso porque, quando o pulso de potencial
de limpeza em -0,45 V por 300 ms ndo era aplicado, os produtos
de oxidagdo (gerados em 0,6 V) de espécies como, por exemplo,
paracetamol e dipirona, sdo reduzidos em -0,8 V e, portanto, podem
ser considerados interferentes na determinag@o de NI com o método
proposto. Na aplicacdo do pulso de potencial em -0,45 V por 300 ms,
os produtos de oxidagdo do paracetamol e dipirona sao reduzidos ou
consumidos e ndo hd detec¢do de corrente no pulso de potencial de
-0,8 V. Assim, pode haver uma melhora significativa na seletividade
do método proposto. Este assunto € discutido com mais detalhes no
final deste trabalho. Outra opcéo seria a aplicagdo de um pulso de
potencial na regido de desprendimento de oxigénio para renovagio
(limpeza) da superficie do eletrodo de BDD. No entanto, em sistemas
FIA, isto ndo € recomendavel, pois o surgimento de bolhas no sistema
pode comprometer a andlise. Por fim, normalmente, opta-se por nao
registrar a corrente detectada no pulso de potencial responsavel pela
limpeza eletroquimica do eletrodo de trabalho (-0,45 V / 300 ms).

Em seguida, aplicando esta sequencia de pulsos de potenciais, 0s
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parametros referentes ao volume de amostragem e vazdo da solugio
carregadora foram investigados. Em ambos os casos, a sele¢do foi feita
em funcdo da altura de pico (corrente) detectado em cada pulso de
potencial referente a injec@o de uma solugdo de NI 1,0 x 10#mol L.
As melhores condi¢des foram obtidas em volume de amostragem de
200 uL e vazao do sistema de 3,6 mL min™'. Maiores detalhes sobre
ainfluéncia desses pardmetros sobre a resposta obtida por FIA-MPA
podem ser verificados no artigo de revisdo publicado, recentemente,
por dos Santos e colaboradores.'®

Estudos dos parimetros analiticos
Na Figura 2 sdo apresentados os resultados obtidos no estudo de
repetibilidade do sinal analitico mediante injecdes sucessivas (n =

10) de uma solug@o contendo NI 1,0 x 10* mol L.

1,904
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frequéncia analitica foi calculada em torno de 90 determinacdes por
hora, cujo valor € quase o dobro em relacio ao método FIA descrito
na literatura para determinagdo de NI.

A faixa linear de trabalho foi determinada em fun¢@o de cada
pulso de potencial utilizado no sistema FIA-MPA proposto, sendo
que os resultados obtidos foram os seguintes: 2,0 x 107 a 8,0 x 107
molL'em-0,8V;6,0x107a8,0x10°molL'em 0,6 V;e4,0x 10°
a8,0x10%em-0,4 V. Os coeficientes de correlagdo linear obtidos em
todos os pulsos de potenciais foram superiores a 0,99. Os limites de
detecg¢do foram calculados em 0,081, 0,103 e 3,470 umol L' para os
pulsos de potenciais de -0,8, 0,6 e -0,4 V, respectivamente. A faixa
linear de trabalho foi limitada entre 4,0 x 10 a 8,0 x 10° mol L*! para
a determinagdo da NI empregando os trés pulsos de potenciais sele-
cionados. Na Figura 3 sdo apresentados os amperogramas e as suas
respectivas curvas de calibragdo obtidas nos trés pulsos de potenciais
ap0s a injecao de solugdes padrao contendo concentragdes de NI.
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Figura 2. Amperogramas obtidos por FIA-MPA de 10 inje¢oes sucessivas de
NI 1,0x 10* mol L. Pulsos de potenciais aplicados: -0,8 V/30 ms, 0,6 V/30 ms
e -0,4V/30 ms; pulso de potencial de limpeza: -0,45V/300 ms (amperograma
ndo apresentado); vazdo de 3,6 mL min”'; volume injetado: 200 uL

A partir dos resultados apresentados na Figura 2, o desvio padrio
relativo (RSD) foi calculado para cada amperograma adquirido nos
pulsos de potenciais de -0,8, 0,6, -0,4 V, obtendo-se o valor de 0,33%,
0,28% e 0,11%, respectivamente. Estes resultados demonstram que o
método proposto apresenta melhor desempenho (RSD 50 % menor)
quando comparado aos métodos eletroquimicos publicados anterior-
mente para determinagdo de NL7'> Vale lembrar que, apesar da alta
estabilidade do eletrodo de BDD, a limpeza eletroquimica (obtida
pela aplicacdo do pulso de potencial em -0,45 V /300 ms) durante as
andlises foi fundamental para que houvesse uma resposta altamente
estdvel nos pulsos de potenciais aplicados. Nessas condi¢des, a

a b c d e f
16108V g
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Figura 3. FIAgramas e respectivas curvas de calibragdo obtidos por FIA-
-MPA sobre o eletrodo de BDD com a inje¢do de solugdes padrdo contendo
4,0 (a), 8,0 (b), 10,0 (c), 20,0 (d), 40,0 (e) e 80,0 (f) umol L' de NI. Demais
pardmetros: conforme Figura 2

As equagdes 1,2 e 3 foram obtidas a partir das regressdes lineares
das curvas de calibrag@o apresentadas na Figura 3.

I (nA) =0,02339 + 0,02624 [NI] (umol L"), para -0,8 V (1)
I (uA) =0,00289 + 0,00153 [NI] (umol L"), para 0,6 V 2)
I (uA) = 0,00068 + 0,000446 [NI] (umol L"), para -0,4 V 3)

O desempenho do método proposto foi avaliado na andlise de 3
amostras de formulagdes farmacéuticas contendo NI. Os estudos de
adicdo e recuperacio de solucdes padrdo de NI na amostra também fo-
ram investigados. Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados obtidos

Tabela 1. Estudos de adi¢do e recuperagdo em amostras farmacéuticas e determinac@o de NI por espectrofotometria (método da farmacopeia) e pelo método

proposto (FIA-MPA)

Amostras de NI Adigio de Esperado de Determinacdo de«NI Recuperagio da «NI Determinacdo de N¥
(100 mg / comprimido) NI (mg) NI (mg) por MPA-FIA por MPA-FIA por espectrofotometria
8 reomp £ £ (mg) (%) (mg)

0,0 100,0 103,5+0,6 --- 104,0+0,8

A 10,0 113,5 1159+0,6 101,8
30,0 133,5 132,3+0,9 99,1
0,0 100,0 1042+ 0,6 --- 103,6 £0,6

B 10,0 104,2 107,6 £0,7 103,3
30,0 1342 135,1£0,9 100,7
0,0 100,0 104,2£0,5 --- 105,6 £0,6

C 10,0 1142 112,2£0,6 98,2
30,0 1342 133,8+£0,9 99,7

“Os resultados (média £ DP; n = 3) obtidos por meio da MPA séo relacionados ao pulso de potencial em -0,8 V.
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Tabela 2. Comparacao dos parametros analiticos obtidos pelo método proposto e outros métodos eletroanaliticos descritos na literatura para determinagao de NI

Técnica Eletroanalitica* Eletrodo de trabalho** Fiﬁr’;iiiziar me;Il)L" RS(I;:;** Aplicagiio em Amostra
PPD’ DME 5,0a50 2,5 0,36 Farmacéutica
VRCPD? HDME 0,0030 a 0,30 0,0013 1,3 Bioldgica
ACFIA® GCE 50 a 300 3,1 1,1 Farmaceéutica
VRCVL! GCE 0,40 a 50 0,032 0,61 a 1,46 Farm. e Biol.
VVL! MWCNTs/GCE 0,32 265 0,16 3,6 Farmaceéutica
VPD! Ac/CNTs/GCE 0,10a 10 0,050 29 Farm. e Biol.
VPD'"! SiC-NPs/GCE 0,090 a 8,7 0,030 - Biolégica
VPD" EPC 0,50 a 10 0,0086 1,02 Farm. Biol.
POT"? NIM 1,0 a 10000 0,10 --- Farmacéutica
FIA-MPA BDD 0,20 a 80 0,081 0,11 20,30 Farmaceéutica

* PPD = polarografia de pulso diferencial; VRCPD = voltametria de redissolugdo catddica por pulso diferencial; ACFIA = amperometria convencional em
sistema FIA; VRCVL = voltametria de redissolu¢do catédica por varredura linear; VVL voltametria de varredura linear; VPD = voltametria de pulso diferen-
cial; POT = potenciometria; **DME = eletrodo gotejante de merctirio, HDME = eletrodo de gota pendente de mercurio; GCE = eletrodo de carbono vitreo;
MWCNTSs/GCE = eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes miltiplas; Ac/CNTs/GCE = eletrodo de carbono vitreo modi-
ficado com nanotubos de carbono e Acido cistéico; SiC-NPs/GCE = eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de SiC; EPC = Eletrodo de
pasta de carbono; NIM = eletrodo de membrana seletivo a Nimesulida; ***0O nimero de medidas das técnicas foram entre 9 e 12, exceto paraa VRCVL e VPD
(usando EPC), que foram de 5 medidas. Os estudos de repetibilidade foram considerados para um mesmo eletrodo de trabalho, porém as concentracdes de NI

foram diferentes em cada artigo.

nos estudos de adicio e recuperagdo, bem como da comparag@o dos
resultados obtidos pelo método proposto frente ao método descrito
na Farmacopeia Brasileira (espectrofotometria).’ Os resultados apre-
sentados na Tabela 1 foram obtidos por meio da curva de calibragdo
para o pulso de potencial aplicado em -0,8 V. Nos demais pulsos de
potenciais, os resultados foram similares e podem ser verificados em
material suplementar (Tabelas 1S e 2S).

Conforme os resultados apresentados na Tabela 1, os estudos de
adigdo e recuperagdo foram préximos de 100 %, indicando auséncia
de efeitos de matriz nestas amostras para a determinag@o de NI. O zest
t foi aplicado nos resultados obtidos para cada amostra empregando-
-se os dois métodos analiticos. Os resultados indicaram que nio ha
diferenca significativa entre os dois métodos com nivel de confianga
de 95 %. Além disso, pode ser verificado que nio hd praticamente
diferenga na quantidade de NI encontrada nas amostras em relacdo ao
valor rotulado nas formulacdes farmacéuticas analisadas. Na Tabela
2 sdo apresentados os pardmetros analiticos obtidos pelo método
proposto e para os demais métodos eletroanaliticos descritos na
literatura para determinag@o de NI.

A avaliagdo da Tabela 2 mostra que os parametros analiticos
obtidos por meio do método proposto para determinacio de NI estdo
proximos aos valores dos demais métodos eletroanaliticos relatados
neste trabalho. Como destaque, a repetibilidade do método FIA-MPA
utilizando o eletrodo de BDD apresentou um valor inferior frente aos
métodos citados, principalmente, em relagdo aos eletrodos de traba-
lho modificados. No que tange a comparagdo entre outras técnicas,
baseado na revisdo publicada recentemente para determinagio de NI°
os resultados apresentados pelo método proposto foram préximos
ou melhores em relacdo aos demais, por exemplo, um menor LD
em relacdo a maioria das técnicas espectrofotométricas. No entanto,
ha alguns trabalhos nesta revisdo que possuem larga faixa linear de
trabalho e LDs menores que 1,0 x 10° mol L.

Estudos para aumentar a seletividade na deteccao de NI em
amostras farmacéuticas e ambientais

Outro ponto a ser destacado nos resultados apresentados na
Figura 3 € a razdo existente entre os sinais amperométricos detectados

entre os trés pulsos de potenciais. Na Tabela 3 sdo apresentadas as
razdes médias entre a corrente detectada na faixa linear de trabalho
avaliada na Figura 3.

Tabela 3. Razdes existentes entre as correntes detectadas para NI nos pulsos
de potenciais aplicados sobre o eletrodo de BDD

Pulsos de potenciais Razdo + DP RSD (%)
-0,8V/0,6V 16,3+0,5 3
-0,8V/-04V 56,5+ 1,6 2,8
0,6V/-04V 3,48 £0,05 1

Como pode ser observado, o RSD foi igual ou inferior a 3% nas
trés relagdes avaliadas, demonstrando que a razdo entre a corrente
detectada nos trés pulsos de potenciais € constante e independe da
concentracdo. Esta avaliacdo € importante e permite obter informagdes
para aumentar a seletividade da detec¢do de NI em amostras farma-
céuticas e ambientais. Isso porque, caso estes valores (razdes) forem
encontrados para solu¢des amostra, hd grande possibilidade de que a NI
esteja presente sem interferentes eletroativos nos pulsos de potenciais
aplicados na solucdo amostra por meio da FIA-MPA. Apesar de ndo
se tratar de uma conclusdo definitiva da presenca de NI, a deteccio
por MPA pode ser utilizada como uma triagem (“screening”) rapida e
de baixo custo para uma posterior quantificagdo mais exata por outra
técnica analitica. Quando uma razao diferente for detectada, o método
proposto ndo poderd ser usado na quantificacdo de NI, pois € um indicio
da presenca de outro composto eletroativo. Cabe salientar que, apesar
da amperometria convencional (potencial constante) ser mais simples,
este modo de detec¢@o ndo permitiria a obteng@o dessa informagao.
Naio obstante, as técnicas como voltametria ciclica, voltametria de
pulso diferencial e voltametria de onda quadrada também permitiriam
a obtencdo de informagdes similares a0 método proposto. No entanto,
as técnicas voltamétricas podem apresentar uma frequéncia analitica
muito menor frente ao FIA-MPA. Além disso, uma ateng@o especial
deveria ser dada a contaminagio da superficie do eletrodo de BDD,
pois as técnicas voltamétricas ndio permitem a inclusdo de uma etapa
de limpeza eletroquimica durante o procedimento de andlise.
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Alguns possiveis interferentes classificados como poluentes emer-
gentes em dguas residuais foram avaliados pelo método proposto. Na
Figura 4 sdo apresentados os resultados obtidos pelo sistema proposto
mediante a injecdo em triplicata de solucdes contendo os seguintes
compostos: tartrazina, vermelho GRLX-220, amarelo crepusculo,
paracetamol, 4cido salicilico, dipirona, nova coccina, codeina, acido
ascorbico, 4cido acetilsalicilico, ibuprofeno e piroxicam.
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Figura 4. Amperogramas obtidos pela MPA em FIA sobre BDD para avaliagdo
dos interferentes na detec¢do de NI em amostras ambientais. Os interferentes
foram injetados em triplicata na seguinte ordem: (a) tartrazina, (b) vermelho
GRLX-220 (c¢) amarelo crepiisculo, (d) paracetamol, (e) dcido salicilico,
(f) dipirona, (g) nova coccina, (h) codeina, (i) dcido ascorbico, (j) dcido
acetilsalicilico, (1) ibuprofeno e (m) piroxicam. Todos nas concentragoes de
1,0 x10* mol L. Os pardmetros da detec¢cao MPA e do sistema FIA forma
os mesmos da Figura 2

Como pode ser observado na Figura 4, muitos compostos como
a tartrazina, acidos salicilico, ascorbico e acetilsalicilico, nova
coccina, codeina, ibuprofeno e piroxican nio seriam potenciais
interferentes para determinag@o da NI em amostras ambientais e
farmacéuticas. No entanto, na presenga dos compostos como ama-
relo crepusculo, paracetamol e dipirona, nas condicdes estabeleci-
das para andlise de NI, haveria uma interferéncia na detec¢do em
alguns dos pulsos de potenciais monitorados. No caso da presenca
do composto amarelo crepusculo, hd uma pequena interferéncia
na corrente detectada no pulso de potencial de -0,8 V, porém esta
interferéncia ndo € observada nos demais pulsos e a NI poderia
continuar sendo seletivamente quantificada pelo método proposto.
Outros dois compostos interferentes na quantificacio da NI seriam
o paracetamol e a dipirona. Neste caso, a interferéncia ocorre nos
pulsos de potenciais de 0,6 e -0,4 V, mas a NI ainda poderia ser
determinada com a corrente detectada no pulso de potencial de -0,8
V. Cabe ressaltar que, o processo de reducio observado em -0,4 V
para dipirona e paracetamol nao foi verificado em -0,8 V devido a
aplicagdo do pulso de potencial de limpeza em -0,45 V durante 300
ms. Apenas no caso da interferéncia acontecer simultaneamente nos
trés pulsos de potenciais aplicados, a NI ndo poderia ser quantifi-
cada seletivamente por este método. Este fendmeno foi observado
na solucéo contendo o corante vermelho GRLX-220 (eletroativo
nos trés pulsos de potenciais). No entanto, as relagdes calculadas
entre os picos de correntes para este composto nos trés pulsos de
potenciais sdo diferentes (-0,8 V/0,6 V=1,2;-0,8V/-04V =1,1
e 0,6 V/-0,4V =0,95) dos valores calculados para NI (16,3; 56,5
e 3,48), respectivamente. Portanto, o método proposto permite per-
ceber facilmente que o composto detectado ndo € apenas NI. Neste
caso, a determinac@o de NI somente seria possivel se um método
de separacdo prévio ou em linha (cromatografia) fosse empregado.

Todavia, pequenas variagdes podem ocorrer nas razdes calculadas
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entre os picos de correntes nos trés pulsos de potenciais monitorados
(Tabela 3). Este fendmeno pode ocorrer em fungdo de pequenas alte-
ragdes no procedimento de limpeza eletroquimica do eletrodo de BDD
ou de mudancas nos parametros do sistema FIA, principalmente, na
vazdo. Contudo, se os parametros do sistema FIA e o procedimento
de limpeza eletroquimica do eletrodo forem mantidos inalterados,
a razdo calculada entre os picos de correntes nos trés pulsos de
potenciais monitorados serd constante. Uma forma de amenizar esta
dependéncia € sempre incluir no procedimento a injecdo de uma
solucdo padrdo contendo a NI. Assim, no momento da injecio essas
razdes entre os sinais seriam recalculadas, evitando um possivel erro
na avaliagdo do método proposto.

MATERIAL SUPLEMENTAR

As Tabelas 1S e 2S estdo disponiveis em http://quimicanova.sbq.
org.br, em arquivo pdf, com acesso livre.

CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou um método mais simples e ra-
pido frente aos demais métodos descritos para quantificagdo da NI
em formulagdes farmacéuticas. Aliada a essas vantagens, o método
proposto por meio da FIA-MPA sobre o eletrodo de trabalho de BDD
proporcionou uma alta sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade
sem a necessidade de modifica¢do do eletrodo de trabalho. Dessa
forma, este método pode ser uma alternativa extremamente atrativa
para o controle de qualidade de rotina da NI em laboratdrios e indus-
trias farmacéuticas. Além disso, a possibilidade do monitoramento de
vérios sinais amperométricos simultaneamente pela detec¢io MPA
pode aumentar a seletividade para determinagdo de NI em amostras
mais complexas, como em dguas e fluidos bioldgicos.
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