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RESUMO

A NAR ¢ um flavonoide fitoterdpico amplamente encontrado em frutas citricas e vegetais,
apresentando uma variedade de efeitos farmacologicos. Este flavonoide ¢ considerado um
candidato promissor para uso industrial, incluindo aplicagdes em produtos farmacéuticos e
alimenticios. Devido a sua extrema importancia, torna-se essencial o desenvolvimento de um
método analitico sensivel, robusto e seletivo para a sua detec¢@o e/ou quantificacdo. O presente
trabalho apresenta o desenvolvimento de métodos eletroquimicos para determinagdo do
antioxidante NAR em formulacdes farmacé&uticas. Para isso, realizou-se a caracterizagdo ¢
aplicacdo de eletrodos de carbono vitreo (GCE) e ouro (GE) a partir de estudos por
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), voltametria ciclica (CV) e voltametria de
pulso diferencial (DPV). O melhor sinal de corrente foi otimizado em eletr6lito suporte B-R
0,30 mol/L™! (pH 10,0) para GCE e B-R 0,10 mol/L™! (pH 9,0). A DPV foi empregada para a
determinagdo eletroanalitica de NAR, em condi¢Oes otimizadas, observou-se incremento de
corrente de pico de oxidagio na faixa de 1,20 a 19,10 mg L' (R? = 0,995) com valor de LOD =
0,11 mg L' e LOQ = 0,36 mg L! para GCE, utilizando o método de calibracio externa. Para o
GE, apresentou linearidade no intervalo de 0,27 — 0,48 mg L' (R? = 0,996), com valores de
LOD = 0,04 mg L' e LOQ = 0,13 mg L', utilizando o método de calibracdo por adi¢io de
padrao. Os eletrodos apresentaram seletividade adequada na presenga de possiveis
interferentes. A precisdo intra e inter dia foi determinada com baixos valores de desvio padrdao
relativo (RSD), 1,54% e 3,99%, respectivamente, utilizando o GCE, e 0,46% e 1,10%,
respectivamente, utilizando o GE. Os resultados demonstram que os métodos desenvolvidos
podem ser usados para a determinacdo de NAR em formulacdes farmacéuticas com
sensibilidade, seletividade e robustez.

Palavras-chave: naringenina; flavonoides; método eletroanalitico; eletrodo de carbono vitreo;
eletrodo de ouro.
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ABSTRACT

NAR is a herbal flavonoid widely found in citrus fruits and vegetables, presenting a variety of
pharmacological effects. This flavonoid is considered a promising candidate for industrial use,
including applications in pharmaceutical and food products. Due to their extreme importance,
as the intake of antioxidants is related to the treatment and prevention of diseases, it is essential
to develop a sensitive, robust and selective analytical method for their detection and/or
quantification. The present work presents the development of electrochemical methods for
determining antioxidant NAR in pharmaceutical formulations. To this end, the characterization
and application of glassy carbon (GCE) and gold (GE) electrodes was carried out based on
studies using electrochemical impedance spectroscopy (EIS), cyclic voltammetry (CV) and
differential pulse voltammetry (DPV). The best current signal was optimized in supporting
electrolyte B-R 0.30 mol/L™! (pH 10.0) for GCE and B-R 0.10 mol/L™! (pH 9.0). DPV was used
for the electroanalytical determination of NAR, under optimized conditions, an increase in
oxidation peak current was observed in the range of 1.20 to 19.10 mg L™ (R? = 0,995) with a
LOD value = 0.11 mg L™ and LOQ = 0.36 mg L' for GCE, using the external exclusion
method. For GE, it presented linearity in the range of 0.27 — 0.48 mg L' (R* = 0,996), with
values of LOD = 0.04 mg L' and LOQ = 0.13 mg L', using the specificity method by pattern
addition. The electrodes showed adequate selectivity in the presence of possible interference.
Intra- and inter-day precision was determined with low relative standard deviation (RSD)
values, 1.54% and 3.99%, respectively, using the GCE, and 0.46% and 1.10%, respectively,
using the GE. The results demonstrate that the developed methods can be used to determine
NAR in pharmaceutical formulations with sensitivity, selectivity and robustness.

Keywords: naringenin; flavonoids; electroanalytical method; glassy carbon electrode; gold
electrode.
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1. INTRODUCAO

A comunidade cientifica tem se atentado ao estudo de diversos compostos, dentre estes
encontram-se os flavonoides [1]-[3]. A fim de possibilitar o aprimoramento significativo de
suas caracteristicas biologicas para aplicagdo farmacoldgica, uma vez que sua baixa
biodisponibilidade tem sido associada a interagdes de estdgios do processo de digestdo,
absor¢do e distribuicao, que ¢ fortemente afetado por sua complexa estrutura molecular [4].
Deste modo, o uso de suplementos dietéticos enriquecidos em flavonoides tornou-se cada vez
mais popular e necessario, visto que eles possuem baixa associagdo a efeitos colaterais [5].
Esses polifendis sdo substratos de enzimas como as monooxigenases, bem como de
transportadores de drogas envolvidos na excre¢ao de drogas, o que faz com que compartilhem

as mesmas vias metabolicas com muitos medicamentos terapéuticos [6].

Dentre esses compostos, destaca-se a naringenina (NAR) que € um composto flavonoide
encontrado em frutas citricas (toranjas e laranjas) e legumes [7]. A NAR exibe varios efeitos
farmacoldgicos, como propriedades anticdncer, antimutagénicas e antiinflamatorias,
antioxidantes [8]. Consequentemente, dada a extrema importancia da NAR, bem como a
importancia de associar a ingestdo de antioxidantes ao tratamento ou prevencao de doengas, o
desenvolvimento de novos métodos analiticos que sejam sensiveis, robustos e seletivos para a

deteccao e quantificagdo desse importante antioxidante ¢ de interesse.

Paralelamente, a pesquisa por novos métodos para a determinacdo de antioxidantes que
requerem poucas quantidades de amostras e instrumentagdo de baixo custo tem atraido o
interesse de muitos pesquisadores do mundo inteiro. Os métodos eletroanaliticos tem atraido
grande interesse na drea de sensores eletroquimicos, dispositivos os quais permitem a coleta de
dados e obten¢ao de informag¢des com manipulacdo minima do sistema estudado. As vantagens
inerentes ao uso de sensores eletroquimicos incluem versatilidade, facilidade de automatizacao,

possibilidade de miniaturizagdo e baixo custo.

Logo, este trabalho visou o desenvolvimento e aplicagdo de métodos eletroquimicos
sensiveis, robustos e seletivos para a determinacao do antioxidante. Buscou-se caracterizar os
eletrodos de carbono vitreo (GCE) e ouro (GE) e estudar a resposta eletroquimica da NAR
frente a eles. Por fim, com a otimizagao das caracteristicas desejadas, validou-se os métodos

analiticos e aplicou-se a amostras reais de formulac¢des farmacologicas. Até o momento, ndo ha
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relato na literatura para esse tipo de abordagem robusta e pratica, o que torna este trabalho de

extrema relevancia para monitoramento em rotinas de controle de qualidade.



2.

2.1

17

OBJETIVOS
OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho visa o desenvolvimento de um sensivel, robusto e seletivo método

eletroquimico para a determinagdo do antioxidante NAR, para a aplicacdo em formulagdes

farmacéuticas.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar o comportamento eletroquimico do GCE e GE por voltametria ciclica e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) em sonda redox KzFe(CN)e/KsFe
(CN)6 5 mmol/L™! em KCI1 0,1 mol/L;

Investigar as propriedades redox da NAR por meio das técnicas voltamétricas:
voltametria ciclica (CV), voltametria linear (LSV) voltametria de pulso diferencial
(DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV);

Estudar a influéncia da natureza do eletrolito suporte e velocidade de varredura sobre o
comportamento eletroquimico da NAR;

Otimizar os parametros operacionais da técnica escolhida;

Determinar a faixa de concentragao do analito, sensibilidade, seletividade, limite de
detecgdo e quantificacdo, precisdo e exatiddo do método proposto;

Aplicar o método eletroquimico em formula¢des farmacéuticas;

Comparar o método proposto com outros descritos em literatura.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo um grupo de compostos encontrados naturalmente em diversas
fontes [9]. Existem mais de 9.000 flavonoides atualmente encontrados em frutas [10], vegetais
[11], sementes [12], cascas de arvores[13], raizes [14], talos [15], flores [16], chas [17], nozes
[18], vinhos tintos [19] e ervas medicinais [20]. A ingestdo didria de flavonoides pode variar
significativamente, dependendo da dieta e dos alimentos consumidos, geralmente numa faixa
de 20 a 500 mg/dia [21], [22]. Os flavonoides sdo substancias que possuem propriedades
benéficas, como atividades antioxidante, anticancer, antialérgica, anti-inflamatoria, antivirus,
atividade antimicrobiana, antiviral, antiulcerosa, antineoplasica, hepatoprotetora, anti-
hipertensiva, hipolipidémica, antiplaquetdria, dentre outras [23]. Estes efeitos podem estar
relacionados as propriedades inibitorias que os flavonoides desempenham em varios sistemas
enzimaticos, incluindo hidrolases, polimerases, fosfatases, proteinas fosfoquinases e
aminoacido oxidases. Nas plantas, os flavonoides sdo frequentemente encontrados como
glicosilados derivados de O- ou C-, e desempenham uma ampla variedade de papéis fisiologicos
na ecologia vegetal. Eles atuam na prote¢do das plantas contra diversos estresses abioticos e
bidticos, além de funcionarem como filtro UV [24]-[26]. A estrutura fundamental dos
flavonoides é composta pelo nucleo flavano, que consiste em trés anéis (Cs - C3 - Cg) de 15

atomos de carbono rotulados como A, B e C [27].

Figura 1: Estrutura basica dos flavonoides.

Fonte: Adaptado de N. F. Shamsudin et al., 2022 [28].

Os flavonoides variam entre si devido s diferengas na posi¢ao das substitui¢des nos

anéis A, B e C [27]. Os flavonoides podem ser divididos em varias subclasses, incluindo
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flavonois, flavonas, chalconas, flavanonas, antocianidinas e isoflavonas, com base na estrutura

e substitui¢do quimica dos substitutos [29].

Figura 2: Subclasses de alguns flavonoides: (a) flavondis, (b) flavonas, (¢) chalconas, (d)
flavanonas, (e) antocianidinas e (f) isoflavonas [30]
R

(@) (b) R (©

OH @] OH

Fonte: Adaptado de George, Sariga, Ashlay et al, 2022 [30].

Os flavonoides possuem multiplas fun¢des e podem atuar como agentes redutores,
supressores de oxigénio singleto, antioxidantes doadores de hidrogénio e também com agentes
quelantes. Suas propriedades dependem fortemente da sua estrutura quimica, a qual ¢ composta
por varios grupos hidroxilas fenodlicos livres, principalmente a hidroxila ortofenolica. A
capacidade dos flavonoides de doar elétrons/hidrogénio e suas atividades quelantes de metais

depende do numero e da posicao dos substituintes oxigenados presentes neles [30].

3.1.1. Atividade antioxidante

Uma das principais caracteristicas, com relacdo a aplicagdes farmacéuticas de
flavonoides ¢ a atividade antioxidante destes. Os antioxidantes sao substancias que retardam o
inicio da reacao de oxidag¢ao, pois reagem com os radicais livres para formar compostos estaveis
e, assim, impossibilitam a propaga¢do das reacdes em cadeia que formam os compostos
oxidados [31]. Os radicais livres sao moléculas com elétrons altamente instaveis que podem
causar doencas degenerativas e morte celular, gerados durante o metabolismo ou pela exposi¢ao

a fatores ambientais [32].
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O nosso sistema de defesa antioxidante captura e desfaz o excesso de radicais livres
[33]. Nem todos esses compostos antioxidantes podem ser produzidos pelo nosso organismo,
por isso devemos obté-los através da alimentagdo e suplementos. Acredita-se que os
antioxidantes ajudam a prevenir o desenvolvimento de doengas cronicas, como cancer, doengas

cardiacas, derrame, doenga de Alzheimer, artrite reumatoide e catarata [34]-[36].

3.2. NARINGENINA

A NAR também conhecida como 4°,5,7-Trihidroxiflavanona, ¢ uma flavanona
amplamente encontrada nas frutas citricas, tomate, cereja, toranja e no cacau, pode ser
potencialmente util como agente farmacologico, anticancerigeno, no tratamento ou prevenc¢ao
da aterosclerose, com inuimeras atividades antiaterogénicas, com ag¢do anti-inflamatoria,
antitrombotica e vasodilatadora [37]-[39]. Quando a naringina ¢ glicosada pela atividade do
complexo enzimatico naringenase que ¢ formado pela a-L-ramnosidase e pela B-D-glucosidade,
produz-se a NAR e glicose [37]. A NAR apresenta reconhecida atividade antioxidante a qual ¢
atribuida a sua relacdo estrutura-atividade [37]. O niimero de hidroxilas presentes em sua
estrutura, permite que a NAR doe hidrogénios as espécies reativas de oxigénio, permitindo
adquirir uma estrutura estavel e, portanto, sendo capaz de sequestrar estes radicais livres [37] -
[38]. Consequentemente, hd um interesse crescente na administragdo da NAR por meio de
diversas preparagdes, como produtos farmacéuticos, devido a importancia de associar a
ingestdo deste antioxidante ao tratamento ou prevencdo de doengas. Com isso, 0
desenvolvimento de métodos para a deteccdo e quantificagdo da NAR ¢ importante para

explorar suas potenciais aplicagdes.

Figura 3: Estrutura da NAR.

OH
HO O o

OH O

Fonte: Propio autor.
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Tabela 1: Propriedades da NAR.

Propriedades Dados
Formula molecular Ci5sH1205
Peso molecular 272,25 g/mol
Solubilidade em agua 0,21 g/L
pKa 7,86

Fonte: Proprio autor.

3.2.1. Técnicas de quantificacdo da NAR

Na literatura, alguns métodos e técnicas vém sendo desenvolvidos para a determinagao
da NAR em amostras com diferentes graus de complexidade, como cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplado ao detector de UV (HPLC-UV) [41], eletroforese capilar com detector
de matriz de diodos (CE-DAD) [42], eletroforese capilar com deteccdo eletroquimica (CE-ED)
[41], cromatografia liquida de alto desempenho com um detector de matriz diodos (HPLC-
DAD)/cromatografia liquida-espectrometria de massa (LC-MS) [43] e cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplado com espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray
(UHPLC-ESI-MS/MS) [44]. Alguns desses trabalhos encontrados na literatura para a

determina¢do da NAR estao descritos abaixo.

WSC Quintao et al., [39] realizaram um estudo com o objetivo de validar um método
cromatografico para determinagdo de NAR em estudos de permeagdo cutanea. O método
demonstrou linearidade (R? > 0,99) em uma ampla faixa de concentracdo de 0,5 a 10 mg L.
Além disso, o método mostrou-se sensivel, com um LOD de 0,10 mg L' e LOQ de 0,20 mg L
!. Ele também se demonstrou seletivo em matrizes da pele, bem como aos produtos de
degradacao da NAR. Portanto, concluiram que o método foi adequado para ser utilizado em

estudos de permeacao celular que envolvem a NAR.

S Sanli e C Lunte. [40] Desenvolveram um método utilizando eletroforese capilar com
detector de matriz de diodos (CE-DAD) para a identificagdo e quantificagdo de onze
flavonoides, incluindo a NAR, em extratos de flores de camomila e tilia. A linearidade foi
estabelecida em uma faixa de concentracio de 0,087 a 27,22 mg L™! para alguns dos analitos,

incluindo a NAR, com coeficientes de correlagdao > 0,99. O método apresentou LOD de 0,027
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mg L' e LOQ de 0,081 mg L. Concluiram que a aplicagio do método em amostra de plantas,

como flores de camomila e tilia, resultou em recuperacdes satisfatorias dos flavonoides.

Y Peng et al., [41] Desenvolveram um método de eletroforese capilar com deteccao
eletroquimica (CE-ED) para determinagdo simultinea de quatro principais marcadores
flavonoides, dentre eles a NAR, em amostra de Frucus aurantii de diferentes origens
geograficas. As curvas de calibragdo foram lineares na faixa de 0,490 a 500 mg L™ para os
marcadores. Para a NAR, foi obtido uma correlacio linear de 0,99, com LOD de 0,010 mg L.
Concluiram que método foi aplicado com sucesso na andlise de Frucus aurantii utilizando

procedimentos de extracdo robusta e que os resultados dos ensaios foram satisfatorios.

B. Barfi et al., [42] Descreveram um método simplificado de distribuicao de fase
continua de matriz assistida por ultrassom miniaturizado (SM-USA-MSPD) com uma aplicagao
em matrizes liquidas. Esse método foi desenvolvido para extrair diversos flavonoides, incluindo
a NAR, de sucos de frutas citricas e plasma humano, antes da sua determinagdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A curva de calibragdo mostrou uma faixa
linear de concentracdo de 0,118 a 140,7 mg L™, com um coeficiente de correlagio de 0,99. Os
LOD e LOQ para a NAR foram de 0,037 a 0,109 mg L!, respectivamente. Concluiram que o
método SM-USA-MSPD foi aplicado com sucesso para estimar os niveis de hesperidina e NAR

no plasma e na excre¢@o urindria apds a ingestao de sucos de limao, laranja e toranja.

MLM Bilbao et al., [43] Desenvolveram um método para identificagdo e quantificacdo
de flavonoides em extratos de frutas citricas por meio de HPLC com detector de matriz de
diodos. Além disso, a cromatografia liquida acoplada a técnica de espectroscopia de massas foi
aplicada para confirmar os resultados obtidos. A faixa linear de concentracdo para os
flavonoides variou de 0,1 a 0,3 mg L™, com um coeficiente de correlagdo > 0,99. Os LOD e
LOQ para a NAR de 0,014 mg L' e 0,05 mg L', respectivamente. Concluiram que método
apresenta abordagem direta e rapida para a quantificacao de flavonoides em extratos de frutas

citricas, com um tratamento de amostra simples.

IA Ribeira e MHL Ribeiro [44] Desenvolveram e validaram um método rapido de HPLC
para controle simultaneo da naringina e NAR em diversas amostras de frutos citricos. O método
demonstrou linearidade na faixa de concentra¢io de 10 a 60 mg L! para a NAR, com R? = 0,99.
Os LOD e LOQ obtidos para a NAR foram de 3,37 mg L' e 1,11 mg L, respectivamente.
Concluiram que o método apresentou linearidade, precisao e seletividade para a identificagdo e

quantificagdo de naringina e NAR em sucos citricos.
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L Di Donna et al., [45] Apresentam uma metodologia simples e rapida para a analise e
quantificacdo de flavanonas em sucos de frutas, ao qual se baseia no uso da quimica de
derivatizacdo, marcacgao de isotopos e espectrometria de massa em tandem. O ensaio € realizado
usando cromatografia liquida de ultra alta pressdo que reduz o tempo de analise para 16 min. A
faixa linear foi obtida de 0,01 a 0,8 mg L"! para a NAR, com R?=0,99. Os LOD e LOQ para a
NAR foram de 0,14 mg L' e 0,09 mg L', respectivamente. Assim, concluiram que LODs
tornam a metodologia util para a investigacdo de metabdlitos de flavanonas em fluidos
biologicos. Além disso, uma outra aplicagdo pode ser uma analise de alimentos adulterados

contendo sucos citricos.

A Tabela 2 resume os trabalhos encontrados na literatura para a determinacao de NAR,

citados anteriormente, com suas respectivas faixas lineares, LOD, LOQ e amostras.

Tabela 2: Resumo dos trabalhos encontrados na literatura para determinacdo de NAR.

Técnica Faixa LOD LOQ Amostras Referéncia
Linear (mg (mgL') (mgL™)
L)
HPLC-UV 0,5-10 0,10 0,20 Permeacao [41]
cutanea
HPLC-DAD 0,87 -27,22 0,027 0,081 Extrato de [45]
plantas
CE-ED 0,490 — 500 0,010 Frucus aurantii [42]
HPLC/SM- 0,118 — 0,037 0,109 Frutas citricas, [46]
USA-MSPD 140,7 plasma e urina
em humanos.
HPLC- 0,1-0,3 0,014 0,05 Frutas citricas [43]
DAD/LC-MS
HPLC-DAD 10 - 60 3,37 1,11 Sucos de frutas [47]
citricas
UHPLC-ESI- 0,01 -0,8 0,14 0,09 Sucos de frutas [44]
MS/MS citricas

Fonte: Proprio autor.

No entanto, essas técnicas exigem um alto grau de habilidade técnica para operar um
equipamento, altos custos em termos de maquinario, manutenc¢ao e uso de produtos quimicos.
Desta forma, as técnicas eletroanaliticas se apresentam como uma alternativa promissora, de
mais baixo custo quando comparadas com as técnicas descritas na Tabela 2 e podem fornecer

valores satisfatorios de LOD e LOQ.
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3.3. TECNICAS ELETROANALITICAS

As técnicas eletroanaliticas fornecem inuimeras informagdes essenciais sobre o
composto em analise, ela estd principalmente relacionada com a natureza dos processos de
oxirredugao e mecanismos de transporte de elétrons, permitindo a quantificacao de diferentes
moléculas (ou espécies) com alta sensibilidade [48]. Ao longo dos anos como resultado do uso
de técnicas eletroanaliticas, hd& um interesse crescente em estudar e aperfeicoar seus
procedimentos operacionais. O campo de aplicacio dessas técnicas ¢ muito amplo,
principalmente em relagao a medidas de concentragdo de espécies eletroativas usando sensores
amperométricos, voltamétricos e potenciométricos [49]. Dentre essas técnicas, a voltametria ¢
amplamente utilizada e discutida na comunidade cientifica. O principio da voltametria emerge
da aplicacdo controlada de um potencial elétrico por um certo tempo a superficie de um
eletrodo, obtendo-se assim uma resposta analitica na forma de uma corrente proporcional a

concentra¢ao do analito na solugao [49].

As principais técnicas voltamétricas aplicadas em eletroanalise sao: CV, DPV e SWV.
Para estudos preliminares, ¢ mais comum utilizar a técnica de CV, que ¢ uma técnica analitica
e eletroquimica que envolve a variacao continua e repetida do potencial (voltagem) aplicado a
uma célula eletroquimica. A partir disso, os sinais redox (correntes de pico e potenciais padrao),
a reversibilidade da reagdo e o perfil eletrocatalitico podem ser analisados qualitativamente e
qualitativamente [50]. As técnicas de DPV e SWV, sdo modos de varredura mais sensiveis e
que trabalham com o aumento progressivo de pulsos do potencial, s3o amplamente utilizadas
em estudos eletroquimicos e em analises quimicas para a determina¢do de concentragdo de
espécies eletroativas em solugao [51].

As técnicas mais empregadas no presente trabalho foram a CV e a DPV.

3.3.1 Voltametria Ciclica

Na CV, o potencial aplicado (E) ¢ definido com a diferenca de potencial do eletrodo de
trabalho (WE) e do eletrodo de referéncia (RE) [52]. Durante a analise, o potencial varia com
o tempo, percorrendo uma faixa desde o potencial inicial (£;) até o um potencial limite (£,). No
entanto, em vez de terminar no potencial limite, a dire¢do da varredura de potencial ¢ invertida
em dire¢do ao potencial inicial, geralmente mantendo-se a velocidade constante [52]. A corrente

que flui pelo sistema nessas diregdes pode ser plotada em fungao do potencial (corrente versus
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potencial), gerada em um diagrama denominado voltamograma ciclico [52], como mostrado na

Figura 4.

Figura 4: (a) Perfil de corrente registrado em fun¢do do potencial, conhecido como
voltamograma ciclico e (b) variagdo de potencial no tempo durante a CV.
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Fonte: Adaptado de Fatibello Filho ¢ Orlando ef al., 2019 [52].

Quando ocorre um processo redox na interface, havera um fluxo de elétrons por essa
interface [52]. Esse fluxo pode ocorrer de duas formas:
1. No sentido da solucdo para o eletrodo, o que configura um processo de oxidagao.
Por convengdo da IUPAC, essa oxidagdo produz uma corrente com sinal positivo
[52];

2. No sentido do eletrodo para a solug¢do, o que configura um processo de redugao.
Nesse caso, a reducdo produz uma corrente com sinal negativo, por convengao da
IUPAC [52].

A corrente de pico na CV estd relacionada ao potencial aplicado. No entanto, ¢
importante destacar que a corrente total medida inclui a corrente faradaica (desejavel) e da
corrente capacitiva (corrente residual). A presenca da corrente capacitiva dificulta a utilizagao
da técnica para aplicagdes quantitativas. Portanto, a CV apresenta limitagdes, sendo mais
adequada para determinar espécies em concentragdes entre 104 e 10 mol L' [53], [54].

A utilizagao de técnicas complementares, como DPV, pode superar essas limitagoes,

oferecendo maior sensibilidade e resolucdo na determinacdo de espécies em baixas

concentracoes.
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3.3.2 Voltametria de Pulso Diferencial

O desenvolvimento das técnicas de pulso, como a DPV, representa um avango
importante para superar as limitacdes da LSV em termos de limite de deteccdo. A melhor
sensibilidade da DPV ¢ atribuida principalmente a diminuicdo da corrente capacitiva nas
reagdes eletroquimicas, resultando em uma melhora significativa na deteccao e quantificagdo
dessas reagdes [55], [56].

Na técnica de DPV, pulsos de potencial sao aplicados ao eletrodo de trabalho, sendo
sobreposta a uma rampa de potencial crescente, como mostra a Figura 5b. Duas medidas da
corrente sdo realizadas: uma antes da aplicacdo do pulso (Si), em que a corrente medida ¢
principalmente a corrente capacitiva remanescente do pulso anteriormente aplicado, e outra ao
final do pulso (Sz) Figura 5b, onde a corrente total ¢ lida. Na medida (S:), ocorre a correcao da
corrente capacitiva, uma vez que ela diminui exponencialmente ap6s o estimulo ter sido
interrompido, enquanto a corrente faradaica diminui de forma hiperbdlica. Do ponto de vista
instrumental, a primeira corrente (S1) ¢ subtraida da segunda corrente (Sz), resultando na
diferenga que representa essencialmente a corrente faradaica, conhecida como densidade da

corrente [54], [55], [57].

Figura 5: (a) Representagdo do voltamograma de pulso diferencial e (b) representagdo
esquematica da aplicagdo do potencial em func¢ao do tempo na DPV.
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Fonte: Adaptado de Fatibello Filho e Orlando ef al., 2022 [52].

O perfil do voltamograma de pulso diferencial (Al versus E) apresenta forma gaussiana,
conforme mostrado na Figura 5a. As correntes amostradas (/) em diferentes tempos (S e S2)

sdo substituidas em (/1 — I2). A diferenga das correntes (A/) é colocada em grafico em fungéo
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do potencial. Para um processo faradaico, a resposta € caracterizada por uma corrente de pico
[52], como mostra a Figura 5a.

A DPV possui uma sensibilidade muito maior que a CV, alcan¢ando limites de 107 a
10® mol L. Além disso, essa técnica oferece uma resolucdo aprimorada, permitindo
determinagdo simultanea de espécies eletroativas com diferentes potenciais de pico em uma

faixa estreita de apenas 50 a 100 mV [54].

3.3.3 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A EIS, ¢ uma técnica bastante empregada na caracterizagdo eletroquimica de diferentes
sistemas. Ela possibilita a avaliacdo das propriedades elétricas das interfaces eletroquimicas,
fornecendo informacdes valiosas sobre resisténcia, capacitancia e indutancia do sistema.
Através da EIS, € possivel investigar a cinética das reacdes eletroquimicas, o processo de
difusdo das espécies, absorcao de moléculas na superficie do eletrodo e outras caracteristicas
interfaciais [58].

Nos graficos de Nyquist, plota-se a impedancia imaginaria (Z’’) em fun¢do da
impedancia real (Z’). Em sistemas eletroquimicos, a impedancia imaginéaria ¢ geralmente
representada como uma parte negativa [59], caracteristico devido a resposta transitoria do
sistema em relagdo ao sinal de entrada. Nesses graficos, observa-se duas regides distintas [60].
A primeira ¢ um semicirculo encontrado em altas frequéncias, conhecido como area de difusdo
limitada, cujo diametro estd relacionado a resisténcia as transferéncias de carga (Rct) e,
portanto, esta relacionado aos processos cinéticos de transferéncia de elétrons da sonda redox
na interface do eletrodo [61]. A segunda ¢ uma linha reta conhecia como a regido de Warbug,
que corresponde ao processo de transporte de massa. Nessa regido, a transferéncia de massa da

espécie redox para e da regido interfacial torna-se substancial [61].
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Figura 6: Grafico de Nyquist.
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Fonte: Adaptado de X. Wan ef al., 2019 [60].

Os Graficos de Nyquist permitem estimar a natureza e estabilidade do sistema sem a

necessidade de tratamentos complexos [61].

3.4  VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

As técnicas eletroanaliticas devem passar por um processo de validagdo que envolvem
a avaliacdo de parametros de desempenho. Os parametros mais comumente avaliados sdo:
linearidade, seletividade, LOD, LOQ, precisdo e exatiddo. E de extrema importincia garantir
que essas técnicas sejam devidamente validadas, a fim de garantir a confiabilidade e a precisao

dos resultados obtidos [62], [63].

3.4.1 Linearidade

No método, ¢ essencial que exista uma relacao linear em toda a faixa estabelecida, o que
implica na utilizacdo de no minimo cinco concentragdes diferentes de substancia quimica em
solugdo preparadas em triplicata. Para as técnicas eletroanaliticas, a linearidade ¢ uma medida
da correspondéncia entre a curva de calibracdo da resposta eletroanalitica e a concentracao do
analito [64]. Portanto, o coeficiente de correlagdo (R?) obtido na curva de calibragdo é um
indicativo da adequacdo do modelo matemético linear. Recomenda-se um valor de R? acima de

0,990, conforme estabelecido pela ANVISA [65].
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3.4.2 Seletividade

A seletividade ¢ responsavel por garantir que ndo haja interferéncia de outras espécies
na identificacdo ou quantificagdo de um determinado composto. Na eletroquimica, a
seletividade ¢ fundamental para assegurar que o pico de resposta gerado no voltamograma
(corrente versus potencial) seja exclusivamente atribuido ao analito de interesse [63].

A avaliagdo da seletividade nos permite identificar potenciais interferéncias causadas
pelos componentes da matriz, as quais podem resultar na diminuicao ou amplifica¢do do sinal
instrumental para o analito. Essa seletividade pode ser determinada por meio de varias
abordagens, tais como a comparacao entre matriz sem o analito de interesse € a matriz contendo

o analito de interesse (como padrdo), ou através do emprego do método de adi¢do de padrao.

3.4.2 Limite de detec¢ao

O LOD ¢ determinado pela menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectada. Existem varias abordagens que podem ser utilizadas para determinar o
limite de detec¢do do método. Essas abordagens incluem a avaliagdo visual, a relacdo sinal-
ruido, a estimativa a partir da curva analitica ou o calculo baseado no desvio padrdo do branco
na curva analitica. Sendo essa ultima, utilizada para o calculo do limite de deteccdo deste
trabalho. O LOD foi estimado estatisticamente pela razdo de 3,3 x SDb/Slope, onde o SDb ¢ o

desvio padrao de 10 brancos [63].

3.4.3 Limite de quantificacdo

O LOQ ¢ definido como a menor concentracao de analito em uma amostra que pode ser
determinada com uma precisdo e exatidao aceitaveis, considerando as condi¢des estabelecidas
aceitaveis. As mesmas abordagens utilizadas para definir o LOD podem ser utilizadas para
definir o LOQ. Neste trabalho o LOD foi estimado estatisticamente pela razdo de 10 x

SDb/Slope, onde o SDb ¢ o desvio padrao de 10 brancos [63].
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3.4.4 Precisao

A precisao avalia a concordancia entre os resultados obtidos por meio de ensaios com
amostras preparadas de acordo com o método analitico a ser validado. A precisao descreve a
capacidade de reproducdo das medidas, sendo influenciada apenas pela distribui¢dao de erros
aleatdrios e ndo pelas proximidades com o valor verdadeiro [53].

Existem trés maneiras comuns de expressar a precisao, que sao a reprodutibilidade,
repetibilidade e a precisao intermediaria [63]. A repetibilidade, também conhecida como intra-
dia, refere-se a precisdo obtida nas mesmas condi¢des em um curto tempo de intervalo (no
mesmo dia). Ja a precisdo intermediaria, também chamada de inter-dia, descreve as variagdes
observadas dentro do laboratorio, considerando diferentes dias, analistas, equipamentos, etc
[65].

Os valores de precisdo sao frequentemente expressos como desvio padrdo (DP) ou
desvio padrao relativo (DPR) entre os resultados obtidos a partir de uma série de medidas

realizadas exatamente nas mesmas condigdes [65]

3.45 Exatidao

A exatiddo de um método analitico € determinada pelo concordancia entre os resultados
individuais obtidos pelo método em estudo e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.
Essas avaliagdes permite verificar o quao proximo os resultados estdo do valor verdadeiro e ¢
utilizada para avaliar a confiabilidade e precisdo do método analitico [63].

A exatidao de um método pode ser obtida por meio de diferentes abordagens, como o
uso de materiais de referéncia com valores certificados, a comparagdo com técnicas oficiais de
analise ou a realizacdo de ensaios de recuperagdo. Essas abordagens visam garantir a
confiabilidade e a precisao dos resultados analiticos de acordo com a legislacdo vigente [63],

[65].

3.5 CELULA ELETROQUIMICA E ELETRODOS

Treés eletrodos sao utilizados nas técnicas eletroanaliticas: o eletrodo de trabalho, no qual

a reacao de interesse ocorre num potencial aplicado, relativamente a um eletrodo de referéncia
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(Ag/AgCl) no qual ndo ha fluxo de corrente, sendo o circuito completado por um eletrodo

auxiliar ou contra-eletrodo, normalmente platina [66].

3.5.1 Eletrodos de trabalho

A escolha de um eletrodo de trabalho ¢ uma etapa crucial. Existem diferentes tipos de
eletrodos disponiveis, cada um com suas proprias propriedades e aplicacdes [67]. Alguns

exemplos de eletrodos estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Eletrodos de trabalho e suas composigdes.

Eletrodo Material Descricao
Eletrodo de pasta de Eletrodo de um compésito de p6 de
carbono (CPE) carbono e um aglutinante (6leo mineral

Nujol). Carbono vitreo em p6d também ¢
utilizado em misturas.

Eletrodo impresso de Eletrodo de pasta de carbono impresso
Nao metalico carbono (carbon ink) em um substrato.
Carbono Vérias formas de carbono apresentam

boa condutividade. Sdo acessiveis e de
baixo custo; materiais usados em muitas
aplicagdes eletroquimicas.

Grafite Eletrodo de grafite baseado na
propriedade de alta condutividade ao
longo das folhas de grafeno.

Carbono vitreo (GCE) Obtido a partir da pirdlise de fenois a
altas temperaturas (1.000 a 3.000 °C)
sob pressao.
Carbono vitreo em po

Eletrodo de diamante Eletrodo composto por um filme de
dopado com boro (BDDE) diamante dopado com boro em um
substrato condutor.

Metalico Ouro Eletrodo de facil fabrica¢do e em uma
variedade de formas.

Mercurio Eletrodo em gota utilizado em
voltametria e polarografia. Pode formar
filmes na superficie de substratos.

Platina O eletrodo metalico mais comum em
eletroquimica.

Fonte: Adaptado de J. Grimshaw, 2000 [67].
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A escolha do eletrodo adequado depende das propriedades desejadas e dos requisitos
especificos do estudo.

Para que um eletrodo de trabalho seja ideal, ele deve apresentar propriedades fisicas,
quimicas e eletroquimicas desejaveis, tais como: alta condutividade elétrica; microestrutura
homogénea em todo o volume; propriedades fisicas, quimicas e eletronicas reprodutiveis;
estabilidade quimica; estabilidade morfologica e microestrutural em uma ampla faixa de
potencial de trabalho; cinética rapida de transferéncia eletronica para uma ampla gama de
sistemas redox; facilmente fabricado, modelado e de baixo custo [66]. Ao selecionar um
eletrodo, ¢ essencial avaliar quais propriedades sdo mais importantes para o estudo em questdo
[67]. No presente trabalho, os eletrodos escolhidos para estudar o importante antioxidante NAR

foram os eletrodos de carbono vitreo € o eletrodo de ouro.

3.5.1.1 Eletrodo de carbono vitreo

O eletrodo de carbono vitreo (GCE) vem sendo amplamente utilizado em estudos
eletroquimicos e eletroanaliticos devido as suas diversas propriedades, como: condutividade
elétrica; estabilidade quimica; baixo ruido de fundo; superficie relativamente lisa e uniforme;
ampla faixa de potencial; versatilidade, podendo ser facilmente modificado; resisténcia
mecanica; compatibilidade com eletrolitos; baixa resposta capacitiva e disponibilidade
comercial [68].

A estrutura do eletrodo de carbono vitreo consiste em finas fitas emaranhadas de folhas
de grafite, com ligacdes cruzadas entre si em uma disposi¢ao planar, formando uma estrutura
hexagonal [68]. As ligacdes cruzadas entre as fitas proporcionam estabilidade e coesdo a
estrutura. A hibridiza¢do sp? ocorre nos atomos de carbono, originada em uma ligagdo sigma
forte entre os atomos de carbono. Essa estrutura baseada em grafite proporciona ao eletrodo
suas propriedades. A presenca das ligacdes pi-conjugadas entre os dtomos de carbono na
estrutura do carbono vitreo facilita a transferéncia eficiente de elétrons durante as reagoes
eletroquimicas.

O GCE pode ser polido usando pequenas particulas de aluminio ou diamante em um
pano de polimento macio. Esse processo de polimento tem como objetivo obter uma superficie
lisa e uniforme do eletrodo, removendo quaisquer imperfeigdes ou contaminantes que podem
afetar o seu desempenho eletroquimico.

O pré-tratamento de superficie ¢ frequentemente realizado para gerar uma superficie

ativa e reprodutivel. Esse pré-tratamento geralmente envolve a variagdo do potencial do
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eletrodo em uma faixa especifica, normalmente de +1 a -1 V, em rela¢do ao eletrodo de
referéncia, como o eletrodo de Ag/AgCl [69]. Esse pré-tratamento também pode ajudar a
remover impurezas ¢ contaminantes adsorvidos na superficie do eletrodo, garantindo um sinal
analitico mais limpo e confiavel.

O eletrodo de carbono vitreo é compativel com uma variedade de solugdes e eletrolitos
usados em experimentos eletroquimicos. Sua superficie pode ser modificada de varias maneiras

para atender as necessidades especificas de uma aplicagao [68], [69].

3.5.1.2 Eletrodo de Ouro

O eletrodo de ouro desempenha um papel significativo na eletroquimica, sendo
amplamente utilizado em varias técnicas eletroquimicas, estes eletrodos sao comumente usados
como eletrodo de trabalho, devido a excelentes propriedades como: condutividade elétrica;
estabilidade quimica; baixo ruido de fundo; superficie modificavel; versatilidade, sendo
fabricados de vérias formas; biocompatibilidade e reatividade superficial [70].

O eletrodo de ouro pode ter estruturas diferentes, dependendo do método de fabricagao
e do tipo de eletrodo utilizado e algumas das estruturas mais comuns sao: eletrodo de ouro
macico; eletrodo de ouro poroso; eletrodo de ouro nanoparticulado e eletrodo de ouro
modificado. A estrutura do eletrodo de ouro pode afetar suas propriedades eletroquimicas, como
sua area superficial, taxa de transferéncia de carga e seletividade, e portanto, a escolha da
estrutura adequada € essencial para cada aplicagdo especifica.

Os pré-tratamentos do eletrodo de ouro é uma etapa importante para garantir resultados
precisos e reprodutiveis em experimentos eletroquimicos. Sao varios os tipos de pré-tratamento
e os mais comuns usados s3o: polimento mecanico; polimento eletroquimico; enxague com

solvente; imersao em solucdo de limpeza e tratamento térmico [70].

No pré-tratamento eletroquimico, a limpeza do eletrodo de ouro pode ser realizada por
meio de um processo eletroquimico de polimento. Esse processo envolve a aplicagdo de um
potencial especifico ao eletrodo de ouro em uma solucdo eletrolitica neutra para remover
contaminantes e restaurar a superficie do eletrodo (Figura 7). A limpeza da superficie do
eletrodo de ouro deve ser realizada com cuidado para evitar danos a superficie do eletrodo.
Além disso, ¢ necessario realizar uma nova caracterizacao do eletrodo de ouro ap6s sua limpeza,
para verificar se a mesma foi eficaz e se as propriedades eletroquimicas do eletrodo foram

restauradas.
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Figura 7: Voltamograma ciclico do GE em 10 mL de solu¢do aquosa de acido sulfurico 0,50
mol L como eletrolito suporte.
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Fonte: Proprio autor.

O eletrodo de ouro ¢ geralmente compativel com uma ampla variedade de solucdes e
eletrolitos usados em andlises eletroquimicas, como: eletrélitos organicos; solugdes contendo
compostos redox; solugdes 4cidas e basicas e solugdes aquosas, porém, ¢ importante considerar
as propriedades especificas do sistema e as condigdes experimentais para garantir a

compatibilidade adequada.

O eletrodos de carbono vitreo e o eletrodo de ouro tem sido amplamente utilizados para

detecgdo e quantificacdo de farmacos.

3.6 DETERMINACAO ELETROQUIMICA DA NAR

Estudos eletroquimicos para a quantificagdo de NAR tem sido relatado na literatura.
Devido as suas excelentes propriedades, tais como versatilidade e baixo custo operacional, a
voltametria vem sendo amplamente utilizada. Alguns trabalhos utilizando a voltametria para a
detec¢ao de NAR estao listadas abaixo.

Nagappa et al., [71] descreveram um sensor eletroquimico com GCE quimicamente
modificado com eletrodo de carbono vitreo modificado com nanofibras de oxido de grafeno
reduzidas decoradas com sulfeto de estanho (SnS> — rGONRs/GCE). O SnS; - rGONRs/GCE
foi utilizado para explorar o comportamento eletroquimico da NAR, observaram que a interface
SnS 2-rGONRs tem uma excelente capacidade de transferéncia de carga. Sob as condigdes

otimizadas e utilizando a DPV, foi possivel observar pico de oxidacdo da NAR no potencial de
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+ 0,9V, uma relacdo linear entre a corrente de pico e a concentracdo de NAR também foi
observada na faixa de 0,13 a 15,41 mg L'!, com LOD de 0,09 mg L' e LOQ de 0,28 mg L!. O
eletrodo proposto foi empregado para a determinacio de NAR em amostras
bioldgicas fortificadas com analito.

Wenjing et al., [72] relatam o desenvolvimento de um sensor voltamétrico utilizando o
GCE modificado com nanotubos de carbono de parede simples (SWCNTSs), e empregaram na
determinacdo eletroquimica de NAR. O método eletroanalitico foi proposto utilizando a LSV,
onde foi possivel observar um pico de reducao referente a NAR em aproximadamente + 0, 98V,
observou-se também intervalos lineares de 0,02 a 1,36 mg L' e 1,36 2 3,26 mg L"'com um LOD
de 0,01 mg L. Entdo aplicaram este sensor para a determinacdo de NAR em Fructus Aurantii
Immaturus.

Manasa et al., [73] desenvolveu uma plataforma com eletrodo de pasta de carbono
modificado com nanotubo de carbono de paredes multiplas funcionalizado e corante cationico
de fenoxazina (fMWCNT/NB/MCPE) como sensor eletroquimico para oxidagdo catalitica de
NAR. O método eletroanalitico para NAR foi proposto utilizando a DPV, a oxidagdo da NAR
ocorreu no potencial de +0,47 V, com um LOD de 0,08 mg L', LOQ de 0,25 mg L™! e intervalos
lineares de 13,61 22,72 mg L' e 2,72 mg L' a 2,45 mg L'!. Entdo a viabilidade do sensor na
quantificacdo de NAR foi validada por meio de sucos de frutas enriquecidos com NAR, como
matrizes de amostras reais.

Consequentemente, o presente trabalho descreve o desenvolvimento de um método
eletroanalitico sensivel, robusto e seletivo, utilizando GCE e GE (ndo modificados) para a

detecgdo e/ou quantificacdo da NAR em formulagdes farmacéuticas.

4 MATERIAIS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
45 REAGENTES E SOLUCOES

4.5.1 Reagentes e solucoes

Os reagentes quimicos utilizados no preparo de solugdes sdo descritos na Tabela 4.
Todas as solugdes foram preparadas utilizando dgua do tipo ultrapura em sistema Milli-Q da

empresa Millipore (Bedford, MA, USA) com resistividade de 18,2 MQ cm a 25 °C.



Tabela 4: Reagentes utilizados no preparo das solugdes.
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Reagentes e solventes Formula Procedéncia Pureza
Acido acético C,H40, Vetec >99,7%
Acido ascorbico CsHsOs Sigma-Aldrich >99,0%
Acido bérico H3;BO; Acros Organics >99,5%
Acido caféico CoHsO4 Sigma-Aldrich >98,0%
Acido citrico CsHsO4 Sigma-Aldrich >99,5%
Acido fosférico H3PO4 Grupo Quimica >85,0%
Alcool metilico CH;0H Cromoline >99,5%
Cloreto de potassio KCl Isofar >99,0%
Ferricianeto de potéssio Ks3Fe(CN)s Vetec >99,0%
Ferrocianeto de potassio K4Fe(CN)s Vetec >98,5%
Fosfato de so6dio dibasico Na,HPO4 Vetec >99,0%
Glicina C>,HsNO; Sigma-Aldrich >99,0%

Glicose CeH1206 Sigma-Aldrich >99,5%
Hidroxido de sodio NaOH Vetec >99,0%
Lactose C12H201, Sigma-Aldrich >99,5%
Naringenina Ci5H1205 Sigma-Aldrich >95,0%
a-celulose (CeH10O5)n Sigma-Aldrich >99,5%
Quercetina Ci5H1007 Sigma-Aldrich >95,0%

A solugio estoque de NAR (0,001 mol L), foi preparada com a mistura de metanol e
dgua (1:1). A solugido de KCI foi preparada a 0,10 mol L™! e as solucdes de K3Fe(CN)s e
K4Fe(CN)s a 0,005 mol L! cada.

O eletrolito suporte Britton-Robinson (B-R) foi preparado a partir da mistura de acidos
acético, borico e fosforico (0,10 mol L'') em uma faixa de pH de 2,0 a 10,0 [74]. O fosfato
preparado a partir do fosfato de sddico dibasico e Sorensen composto por glicina [75], foram
utilizados em pH 9,0 e 10,0 em concentra¢do (0,10 mol L™!). O B-R em concentra¢des 0,05,
0,10, 0,20 e 0,30 mol L' em pH 9,0 e 10,0 também foram preparados. Todos os valores de pH
foram ajustados com NaOH. Estes eletrolitos foram mantidos sob refrigeracdo a 4 °C por um

periodo maximo de 3 meses.

4.6  INSTRUMENTACAO

4.6.1 Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato Palm
Sens® (Palm Instruments BV, The Netherlands), conectado a um computador com o software
PSTrace versdo 5.5 para a obtengdo e processamento de dados. Os dados foram extraidos e por
fim tratados no programa Origin (versdo 8.5). As respostas eletroquimicas de corrente de pico

e potencial foram obtidas através das técnicas de CV, LSV, DPV e SWV.
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A caracterizacdo dos eletrodos foi realizada por EIS com o uso de um
potenciostato/galvanostato Metrohm (DropSens) conectado a um computador contendo o
software DropView 8400. A partir deste sistema conectado por fios aos eletrodos da célula
eletroquimica obtiveram-se os perfis impedimétricos. Os espectros de impedancia foram
obtidos numa célula contendo 5,0 mL de KC1 0,10 mol L™! (eletrélito de suporte) com 0,005
mol L! de K3Fe(CN)s e KsFe(CN)g, cada. Utilizou-se amplitude de 10 mV e faixa de frequéncia
de 0,01 a 100.000 Hz.

Para realizagdo das medidas eletroquimicas, foi utilizada uma célula eletroquimica
convencional com capacidade méxima para 10,0 mL de eletrélito e comportando entrada para
trés eletrodos, o eletrodo de referéncia - RE (Ag/AgCl), o eletrodo auxiliar - AE (fio de platina),
e um eletrodo de trabalho - WE (GCE ou GE).

As medidas de pH foram realizadas usando um pHmetro da marca Ohaus (modelo
ST3100-F), antes das medidas, uma calibracao do eletrodo de referéncia foi realizada utilizando
solucdes tampao em 3 niveis de pH. Para auxiliar na solubilizacdo de alguns reagentes, foi
utilizado ultrassom Unique (modelo UltraCleaner 800). Para agitacdo das solugdes na célula
eletroquimica, foi utilizado um agitador magnético da marca IKA lab disc. As pesagens de
reagentes utilizados na preparacdo das solugdes foram realizadas numa balanca analitica

Unibloc (modelo AUX320) Shimadzu.

O método comparativo foi realizado através de analises de espectroscopia de absorgao
molecular, utilizando um espectrofotometro UV-1800 da marca Shimadzu, conectado ao
software UVProbe (versdo 2.50) para obtencao e processamento de dados. Foi utilizado uma
célula de quartzo com caminho 6ptico de 1,0 cm, com resolugdo de Inm, os espectros foram
obtidos no intervalo de comprimento de onda de 190 a 1100 nm, com comprimento de onda
maxima de 290 nm para a NAR e a curva de calibracao construida pelo método de calibracao

externa.
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4.7  PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.7.1 Tratamento da superficie do eletrodo GCE

A superficie do GCE (diametro de 3 mm) foi cuidadosamente polida com o6xido de
aluminio de diferentes granulometrias (0,5 pm, 0,3 pm e 0,05 um) em uma manta de feltro,
realizando movimentos em forma de ‘8’ (10 repeticdes) [69]. Posteriormente, o GCE foi lavado
com agua destilada e sonicado em banho de ultrassom, para a remog¢ao de possiveis particulas

de alumina aderidas na sua superficie.

4.7.2 Tratamento da superficie do eletrodo de GE

A superficie do GE (didmetro de 2 mm) foi lavada com agua destilada e etanol, apds a
lavagem e antes de cada medida, foi realizada a ativagdo eletroquimica da superficie do GE
utilizando o método de CV em 10 mL de solugdo aquosa de 4cido sulfirico 0,50 mol L' como
eletrolito suporte. O eletrodo foi polarizado entre os potenciais de 0,0 a + 1,80 V com uma
velocidade de varredura de 500 mV s e 50 ciclos de varredura foram aplicados para garantir a

limpeza e regeneracao da superficie do GE [70].

4.7.3 Obtenciao e preparo das amostras de formula¢des farmacéuticas

As formulagdes farmacéuticas foram adquiridas na Essentia Pharma, sendo: A) NAR
(200 mg) e B) NAR (400 mg), ambos em caixa contendo 10 capsulas cada. As solu¢des de cada
amostra foram preparadas solubilizando-as em metanol-agua (1:1) e utilizadas na preparacao
de solucdes diluidas com concentragdes desejadas. Para cada amostra, os experimentos foram

coletados em triplicata.

4.7.4 Faixa linear, limite de quantificacdo e limite de detec¢io

Para a construcdo da curva de calibragdo, uma solugdo estoque de NAR em concentragao

0,001 mol L foi preparada. Foram retiradas aliquotas dessa solugio padrio estoque e diluidas



39

nas concentragdes desejadas. As medidas foram realizadas em triplicata, por DPV. Os LOQs e
LOQs foram calculados pela razdo de 3 x SDb/Slope e 10 x SDb/Slope [76], [77]. onde o SDb

¢ o desvio padrao de 10 brancos.

4.7.5 Precisao

A avaliacdo da precisao do método eletroanalitico foi realizada em periodos intra-dia e
inter-dia na presenca de uma concentragdo fixa de NAR definida, considerando a faixa linear
obtida na curva de calibragdo e no mesmo eletrolito suporte. A avaliagdo de intra-dia foi
avaliada com cinco medidas de ipa intercaladas no mesmo dia. Para avaliar inter-dia, realizou-
se medidas de ipa em cinco dias consecutivos. Com os valores de ipa obtidos, o valor médio

das correntes e o desvio padrao relativo as medidas pdde ser calculado.

4.7.6 Exatidao

A 1identificacdao e quantificagdo da NAR em formulagdes farmacéuticas adquiridas na
Essentia Pharma, foi realizada através de sobreposi¢do de duas medidas [93] de DPV obtidas
com solu¢des de amostra e padrao contendo NAR (15 mg para o GCE e 0,427 mg para GE) de

acordo com as curvas de calibracao.

A verificagdo da exatiddo do método proposto para determinagdo da NAR foi realizada
utilizando a espectrometria de absor¢ao molecular na regido UV-Vis. A partir de uma solugao
estoque de NAR (0,001 mol L!) preparada com a mistura de metanol e agua (1:1), foram
realizadas diluicdes em concentragdes desejadas para a construgdo da curva de calibragdo. Para
analise das amostras, estas também foram preparadas solubilizando-as em metanol-agua (1:1)

e utilizadas na preparacdo de solugdes diluidas com concentragdes desejadas.
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4.7.7 Seletividade

Avaliou-se a seletividade do método proposto na presenca de compostos potencialmente
concorrentes nas amostras experimentais. Para avaliar a resposta de interferéncia de cada
composto, utilizamos a intensidade de corrente ipa da NAR em uma concentragdo fixa e
utilizando um excesso de 5 vezes de cada possivel interferente (acido ascorbico, quercetina,
acido citrico, a — celulose, lactose, acido cafeico e glicose). Estimamos a resposta de
interferéncia pela mudanca observada no sinal antes a apds a adi¢ao de cada interferente. Com

os resultados obtidos, calculamos o desvio padrao relativo (RSD).



Capitulo 1
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5 RESULTADOS ATINGIDOS

5.1 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

5.1.1 Medida de espectroscopia de impedancia eletroquimica

Para investigar a resisténcia a transferéncia de carga (Rc) da interface entre a plataforma
eletroquimica e o eletrolito suporte, realizou-se medida de EIS. O experimento realizado
ocorreu em uma célula contendo KzFe(CN)s/KsFe (CN)s 5 mmol L' em KCI 0,1 mol L. O
diagrama obtido chama-se Nyquist ¢ ¢ composto por duas partes, o semicirculo e a reta. O
diametro do semi-circulo representa a Re; € a parte linear representa o processo de difusdo do
produto para a solugao [78].

Como visto no grafico de Nyquist da Figura 8, o GCE exibe um valor de R¢: de 382 Q,
possui didmetro de semicirculo aproximado ou menor que trabalhos ja registrados na literatura

[79]-[81].

Figura 8: Diagrama de Nyquist obtido por EIS para GCE.
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A Figura 9 apresenta voltamogramas ciclicos referente ao comportamento do par redox
K3Fe(CN)e/K4Fe (CN)s 5 mmol L' em KC10,1 mol L' em GCE, onde é observado a existéncia

de dois processos redox, um pico anddico de + 41,30 pA em potencial de + 0,28 V, que
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corresponde a oxidagdio do Fe*" a Fe** e um pico catédico de — 42,02 pA em potencial de +

0,16 V, que corresponde a reducio do Fe** a Fe?*,

Figura 9:Voltamogramas ciclicos do GCE em K3Fe(CN)¢/K4Fe (CN)s 5 mmol L' em KC1 0,1

mol L.
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E/V vs. Ag/AgCl

5.1.1.1 Comportamento eletroquimico da NAR

Voltamogramas ciclicos foram coletados a fim de verificar o comportamento da NAR
na superficie do eletrodo de trabalho (GCE). A Figura 10 mostra os voltamogramas ciclicos na
auséncia e presenca de 13,60 mg L de NAR em eletrdlito suporte 0,10 mol L™! Britton-
Robinson (B-R) em pH 10,0. O intervalo de potencial aplicado deu-se entre 0,0 € +1,20 V com
velocidade de varredura de 0,05 V s~!. Verifica-se neste intervalo de potencial um processo
irreversivel em +0,68 V (vs. Ag/AgCl), referente a oxidacao da NAR no GCE. Na literatura ja
se foi observado este comportamento [73].

Manasa et al., [73] desenvolveu uma plataforma -eletroquimica denominada
fMWCNT/NB/MCPE, onde observaram que na faixa de pH 3,0 a 10,0 a NAR sofre oxidagao
irreversivel no potencial de +0,47 V via transferéncia de le ~ /H".

Conforme pode-se observar nesses voltamogramas, estes resultados sugerem que o GCE

pode ser usado para o estudo de determinacao do antioxidante.
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Figura 10: Voltamogramas ciclicos referentes a auséncia (voltamograma preto) e a presenca de
13,60 mg L' de NAR (voltamograma vermelho) no GCE. Experimentos conduzidos em
eletrdlito suporte 0,10 mol L' B-R, pH 10,0, v=0,05 V s\,

00 03 06 e s
E/V vs. Ag/AgCl

5.1.2 Influéncia do pH e eletrélito suporte

Inicialmente, a influéncia do pH do meio sobre a resposta do GCE foi investigada, as
medidas ocorreram no intervalo de pH 2,0 ao 6,0 (Figura 11a) e pH 7,0 a 12,0 (Figura 5b), com
13,60 mg L' de NAR em eletrélito suporte B-R 0,10 mol L™ com v = 0,05 V s~!. Observamos a
presenca de picos referente a oxidagdo da NAR no intervalo de pH de 7,0 a 12,0 (Figura 11b),
variando em potenciais de + 0,86 a + 0,60 V (vs. Ag/AgCl). A Figura 11c mostra a correlacao
entre a variacdo do pH e seus respectivos valores de corrente (ip) e potenciais de pico (Ep) para a
oxidacdo da NAR, onde pode-se observar maior valor de corrente de pico para o pH 10,0,
acompanhado de uma melhor definicdo por apresentar um menor alargamento de pico,
aprimorando o sistema e diminuindo a possibilidade de possiveis interferentes. Com base nessas
observagoes, optou-se em utilizar o pH 10,0 para realizagdo dos experimentos posteriores com o

GCE.
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Figura 11: (a) e (b) Voltamogramas ciclicos para NAR 13,60 mg L' sobre o GCE na presenca
de diferentes pHs, (c) dependéncia da corrente (ipa) e potencial de pico (Ep) com o pH do meio
(n = 3). Experimentos conduzidos em eletroélito suporte B-R 0,10 mol L™!, v=0,05 V s\,
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A partir dos dados apresentados na Figura 11c, observou-se a presenga da relacao linear
entre Ep e pH que pode ser expressa por E/V=-0,054 pH + 1,243 (R*> = 0,989). A inclinagio no
valor de -0,054 mV pH! ¢ relacionada com o valor tedrico da equagdo de Nernst (0,0592
V/pH ') [82] (Equagio 1, onde m sdo protons e n elétrons), sugerindo que o nimero de mols de
elétrons transferidos na oxidagdo do sinal da NAR ¢ igual ao nimero de prétons, mecanismo

similar ao ja reportado por outros autores [83].

0,0592m
coeficiente angular = — -
Equacao 1
0,0592m
—0,0537 = —
m _ —0,0537
n  —0,0592

m
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n
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Investigou-se também a influéncia do tipo de eletrélito suporte na resposta do GCE, que
foram analisados com trés tipos diferentes eletrélitos, como: Fosfato, Sorensen e Britton-
Robinson em concentracdes de 0,10 mol L. Estes eletrolitos foram utilizados a fim de se
investigar qual desses eletrolitos proporcionaria melhor resposta para o GCE, os estudos foram
conduzidos utilizando-se a CV.

A Figura 12 traz os voltamogramas ciclicos obtidos para 16,32 mg L' de NAR frente a
diferentes eletrdlitos. Ja a Figura 12b estabelece a relagdo entre eletrolito suporte e a corrente
de pico anodico. Estes resultados nos sugerem que o eletrdlito suporte B-R fornece uma melhor
resposta, ja que permitiu a obtengdo de um maior valor de corrente, garantindo maior
sensibilidade quando comparado aos outros eletrolitos. A Figura 6¢ nos mostra a relagdo do
potencial de pico para cada tipo de eletrolito. Estes resultados mostram que em solugdo B-R
além de proporcionar maior corrente de pico, também proporciona um menor valor de

potencial. Desta forma, a solugdo B-R foi escolhida para os experimentos posteriores com o
GCE.

Figura 12: (a) Voltamogramas ciclicos para NAR em 13,60 mg L', (b) potencial de pico para
cada tipo de eletrélito (n = 3) e (c) dependéncia do potencial de pico (Ep) para cada tipo de
eletrdlito suporte. Estudos conduzidos em B-R 0,10 mol L™! (pH 10,0), utilizando a plataforma
GCE, v=0,05 V s’
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O efeito da concentragdo do eletrolito de suporte sobre a oxidacao da NAR foi avaliado em
seguida, mantendo-se o pH 10,0 para o GCE e variou-se a concentracao do eletrélito suporte B-R
na faixa entre 0,05 a 0,30 mol L. A Figura 13a refere-se aos voltamogramas para NAR 13,60 mg
L ! e a Figura 13b a relagiio entre ipa e concentracdo do eletrdlito, observa-se que ha um aumento
da ipa a medida em que se aumenta a concentragdo do eletrolito de suporte [82] o sinal definido e
com maior intensidade foi observado em concentragio 0,30 mol L™}, sendo esta escolhida para

estudos eletroanaliticos posteriores.

Figura 13: (a) Voltamogramas ciclicos para NAR em 13,60 mg L e (b) ipa vs. concentragio
(n = 3). Estudo realizado em eletrolito suporte B-R 0,05 a 0,30 mol L' (pH 10,0) utilizando o
GCE, v=0,05V s
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5.1.3 Estudo de diferentes velocidades de varredura

Realizou-se o estudo da velocidade de varredura para GCE na presenga de 13,60 mg L~
' de NAR. A Figura 14a mostra os voltamogramas ciclicos referentes a0 GCE em eletrolito
suporte B-R 0,30 mol L™ (pH 10,0) variando a velocidade de varredura de 20 a 100 mV/s. Como
pode ser visto, os voltamogramas ciclicos exibem um pico anddico relacionados a NAR e que
a medida que a velocidade aumenta, maiores valores de corrente anodica sdo alcangados. No
entanto, os picos de corrente tornam-se gradativamente menos definidos e consequentemente
mais alargados, nota-se também que a medida que aumenta a velocidade de varredura ocorre
um deslocamento do potencial de pico (Ep) para valores mais positivos com o aumento da taxa

de varredura, comportamento esperado em um processo irreversivel [89].
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Ao se avaliar o comportamento da corrente de pico com a velocidade de varredura (ipa
vs. v) Figura 14b, ela apresentou uma relacio linear satisfatoria (R*> = 0,988). Quando se
relaciona os valores de ipa com a v'?(R?=0,997) Figura 14c, a mesma apresenta um coeficiente
de correlacdo superior ao da Figura 14b. Além disso, a relagdo linear entre o log ip e o log v
(Figura 14d) cujo coeficiente de correlacdo ¢ igual a 0,996, apresenta um valor de inclinagao

de 0,44 indicando que o processo ¢ controlado por difusdo [82], [89].

Figura 14: (a) Voltamogramas ciclicos para 13,60 mg L' de NAR sobre o GCE em diferentes
velocidades de varredura, variando de 0,020 a 0,100 Vs™', (b) dependéncia linear das correntes

de pico (ipa) com a variagdo de velocidade de varredura e (c) ipa vs. v'’2. Experimentos
conduzidos em solucio B-R 0,30 mol L', pH 10,0.
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Para verificar o comportamento do GCE em altas velocidades, voltamogramas foram
coletados em de velocidade de varredura de 100 a 500 mV/s (Figura 15a). Com o aumento da
velocidade de varredura (v) a corrente de pico também aumenta, e consequentemente a um
deslocamento de potencial para valores mais positivos. Ao se avaliar o comportamento da
corrente de pico com a velocidade de varredura (ipa vs. v) Figura 15b, ela apresentou uma
excelente relacdo linear (R* = 0,999), também pode ser observado na Figura 15¢, que ipa varia
linearmente com v'’2, ha uma relagdo linear (R?= 0,987). Analisando-se o resultado obtido,

verificou-se também que ha uma relagdo linear (R? = 0,972) entre log ipa e log v (Figura 15d),
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cujo coeficiente angular da reta ¢ 0,30. Este valor ¢ um indicativo que o processo deve ser
controlado por difusdo, uma vez que o valor obtido para o dngulo de inclinacdo para reta log

ipa vs. log v esta mais proximo a 0,5 que a 1.

Figura 15: Voltamogramas ciclicos para (a) 13,60 mg L' de NAR sobre o GCE em solugdo B-
R 0,30 mol L'}, pH 10,0 em diferentes velocidades de varredura, variando de 0,100 a 0,500 Vs
! (b) dependéncia linear das ipa com a v; (c) dependéncia linear das ipa vs. v'"*e (d) dependéncia
do log ipa com o log v da NAR.
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E possivel determinar o mecanismo da reagio de transferéncia de carga utilizando uma
medida de DPV em presenca de 25 mg L' de NAR a partir da largura de meia altura W12 onde
para pequenas amplitudes de pulso, W1 € inversamente proporcional ao nimero de elétrons

transferidos (W12 = 3,52RT/nF ou Wi, = 90/n) [52], [53], [82].
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Figura 16: Voltamograma de pulso diferencial (Al vs. E/V) em presenca de 25 mg L de NAR.
Estudo realizado em eletrolito 0,30 mol L' de B-R, pH 10,0, v=0,05 V s™!.
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O numero de elétrons envolvidos nesse processo de oxidagdo foi estabelecido em um
elétron, considerando que a largura a meia altura do pico anodico ¢ Wi, =222 mV [52], [53],

[82]

Consequentemente, conclui-se que a oxidagdo da NAR na plataforma GCE apresenta

um processo determinante controlado por difusdo e envolve a participacdo de 1 mol de elétrons.

Figura 17: Mecanismo proposto para a oxidagao da NAR sobre a plataforma GCE.
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Fonte: Adaptado de T. Moeller et al., 1980 [66].
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5.1.4 Voltametria ciclica com diferentes concentracdes de NAR

Com o intuito de avaliar o emprego do GCE na determinacdo da NAR, voltamogramas
ciclicos foram coletados em diferentes concentragdes do analito onde um aumento proporcional
da corrente de pico pdde ser observado a medida em que a concentragdo de NAR na célula
aumenta. A Figura 18 apresenta os voltamogramas ciclicos para as diferentes concentragdes de

NAR.

Figura 18: Voltamograma ciclico referente as diferentes adicdes de NAR em solucao eletrolitica
contendo o GCE. Experimentos coletados em eletrélito suporte B-R 0,30 mol L' (pH 10,0).
[NAR]=2,7,4,15,5,6,8,82,9,5,10,9, 12,3 ¢ 13,60 mg L.
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A partir dos voltamogramas obtidos, uma curva de calibragdo pdde ser construida
relacionando os valores de corrente de pico associados a oxida¢do da NAR com a concentragao
deste analito, apresentada na Figura 18. A curva de calibragao obtida fornece a seguinte equagao
de reta: ipa = 0,07 + 0,04 [NAR] com R? = 0,997, mostrando que o GCE ¢ capaz de quantificar
baixa concentragio de NAR (2,72 mg L), até concentragdes maiores que podem ser

encontradas em formulag¢des farmacéuticas.
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5.2 ESTUDOS ELETROANALITICOS

5.2.1 Sele¢do de técnica voltamétrica para a determinacgio da NAR

A fim de desenvolver um método para a determinagdo da NAR em formulagdes
farmaceéuticas, trés diferentes modos de varredura de potenciais foram estudados, sendo eles a

SWV, DPV e LSV. O comparativo dos sinais voltamétricos sdo apresentados na Figura 19.

Figura 19: (a) Voltamogramas referentes ao estudo de diferentes técnicas para 20 mg L de
NAR e (b) ipa vs. diferentes técnicas (n = 3). Estudos coletados em B-R 0,30 mol L'}, pH 10,0
e v=0,05 V s\
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Uma baixa resposta ¢ observada para a técnica de LSV que pode ser justificada devido
a maior contribuicdo da corrente capacitiva quando comparada as técnicas de pulso e onda
quadrada, dificultando a defini¢do dos sinais. As respostas de corrente de pico sdo mais
significativas em SWV e DPV. A SWV respondeu com um bom pico de corrente, este sendo
aproximadamente 5,6 pA e para DPV a resposta eletroquimica para NAR foi altamente
favoravel (11,9 pA). A explicagdo para este resultado se deve a cinética lenta comum em
reagdes redox irreversiveis [89]. A DPV utiliza pulsos de potencial controlados para investigar
as caracteristicas das reagdes redox, permitindo uma analise mais detalhada do sistema devido
a sua capacidade de lidar com a cinética lenta dessas reac¢des. Entdo, a DPV foi escolhida para

os estudos posteriores.



53

5.2.2 Otimizacdo dos parimetros operacionais em DPV

Na DPV, o a taxa de varredura (V/s), t pulso (s) e E pulso (V) s@o parametros muito
importantes, j& que esses estdo diretamente relacionados a sensibilidade e a seletividade do
sistema. Voltamogramas foram obtidos em NAR em eletrolito suporte B-R 0,30 mol L em pH
10,0 (Figura 20). Inicialmente, a velocidade de varredura foi variada na faixa de 0,01 a 0,1 Vs
I'para 25 mg L' de NAR, mantendo-se o t pulso e E pulso constante e iguais a 0,05 s e 0,05 V
respectivamente. O GCE forneceu uma melhor corrente de pico com melhor relagdo entre
sensibilidade e alargamento na largura-meia altura do pico, quando submetida a velocidade de
0,02 V s (ipa = 35 pA) observados na Figura 20b. Em seguida, variou-se o tempo de pulso
num intervalo de 0,01 a 0,1 s para 20 mg L'! de NAR. O GCE alcangou maiores correntes de
pico quando se aplicou t pulso de 0,02 s (ipa = 8,4 pA) observados na Figura 20d.
Consequentemente, variou-se o E pulso num intervalo de 0,01 a 0,1 V para 15 mg L' de NAR.
O GCE alcangou maiores correntes de pico quando se aplicou E pulso de 0,09 V (ipa =4,7 pA)
observados na Figura 20f. Considerou-se esses como Otimos valores a ser utilizado na
constru¢do da curva de calibracdo referente a técnica de DPV. Variou-se a concentragdao da

NAR ao decorrer das otimizagdes a fim de utilizar uma menor quantidade de amostra.
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Figura 20: (a) Voltamograma DPV para diferentes velocidades de varredura para 25 mg L' de
NAR, (b) Curva relacionando ipa pela velocidade de velocidade, (c) DPV para diferentes t pulso
para 20 mg L' de NAR; (d) Curva relacionando ipa com t pulso, (¢) DPV para diferentes E
pulso para 15 mg L' de NAR e (f) Curva relacionando ipa pelo E pulso. Estudos coletados com

solugdo B-R 0,30 mol L', pH 10,0, (n = 3).
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Os valores escolhidos na otimizagdo dos parametros da técnica foram utilizados nos

estudos posteriores e estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5: Otimizacao dos parametros de DPV para determinag¢do de NAR.

Parametro Modo/Intervalo de estudo Modo/Valor selecionado
Modo de operagdo LSV, DPV ou SWV DPV
taxa de varredura (V/s) 0,01 a0,1 V/s! 0,02 V/s!
t pulso (s) 0,01a0,1s 0,02's
E pulso (V) 0,01a0,1V 0,09 V

5.3  AVALIACAO DAS FIGURAS DE MERITO DO METODO ELETROANALITIVO

5.3.1 Curva de calibracio

Apds a otimizacao dos parametros experimentais da técnica de DPV descritos no estudo
anterior, a curva de calibracdo para a determinagdo de NAR foi desenvolvida. As medidas
voltamétricas foram realizadas em triplicata (n = 3). A Figura 21 apresenta DPV para varias
concentragdes de NAR pelo método de adigio padrio em eletrdlito suporte B-R 0,30 mol L,
pH 10,0. Observam-se picos definidos proximo ao potencial + 0,50 V, cuja intensidade de
corrente aumenta com adi¢ao de aliquotas de NAR variando a concentragdo de 2,20 a 13,60 mg
L!. Para concentragdes acima de 13,60 mg L™ nio foi observado um aumento significativo na
intensidade da corrente, sugerindo uma saturagdo dos sitios ativos na superficie do eletrodo.
Estes resultados nos mostram que € possivel determinar a NAR com o GCE, mas a curva pelo
método de adi¢do padrio ndo nos fornece resultados satisfatorios devido a saturacdo na
superficie do eletrodo, sugerindo assim, a utilizacdo da curva de calibragdo externa para uma

melhor avaliacao.
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Figura 21: (a) DPV para diferentes concentracoes de NAR. (b) Curva de calibragdo por adi¢ao
padrdo (n = 3). Experimentos coletados em eletrolito suporte B-R 0,30 mol L' (pH 10,0).
[NAR]=2,2,3.8,49,7,1,8,2,9,3,10,9, 13,6, 16,3, 19,1, 21,8, 24,5 ¢ 27,20 mg L.
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A Figura 22a apresenta DPV para vdrias concentragdes de NAR pelo método de
calibracdo externa em eletrolito suporte B-R 0,30 mol L', pH 10,0. Observam-se picos bem
definidos em aproximadamente + 0,50 V, cuja corrente aumenta com o aumento da
concentracio de NAR em um intervalo de 1,2 a 19,10 mg L''. O aumento na corrente de pico
observado ¢ diretamente proporcional a concentracdo de NAR na célula. Para concentragdes
acima de 19,10 mg L™ ndio foi observado um aumento significativo na intensidade da corrente,
sugerindo uma saturacdo da superficie do eletrodo. A curva de calibragao obtida (Figura 22b)
fornece a seguinte equacio de reta: ipa = 0,47 + 0,35 [NAR], com R? = 0,995 (n = 3), onde ip é

a corrente de pico em pA e [NAR] é a concentragio de NAR em mg L.

Figura 22: (a) DPV referente as diferentes adicdes de NAR em solucao eletrolitica contendo o
GCE, (b) Curva referente a calibracdo externa (n = 3). Experimentos coletados em eletrélito
suporte B-R 0,3 mol L'! (pH 10,0). [NAR] = 1,2, 1,6,1,9, 2,2, 2,3, 2,7,3,8,4.9, 7.1, 8,2, 9.3,
10,9, 13,6, 16,3 ¢ 19,10 mg L.
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A Figura 23 apresenta as curvas constituidas por adi¢cdo padrdo e calibragdo externa
variando a concentragio de NAR de 2,20 a 19,10 mg L! para uma melhor comparagio das
abordagens. Verifica-se que o valor do coeficiente angular da curva por adi¢do padrio ¢ de R?
= 0,978 e para a curva por calibracdo externa R? = 0,995, esta diferenca se d4 devido a melhor
linearidade acompanhada de uma melhor inclinacdo da reta e sensibilidade da curva pelo

método de calibragao externa.

Figura 23: Curva referente a calibracdo externa e adi¢do de padrdo (n = 3). Experimentos
coletados em eletrolito suporte B-R 0,30 mol L' (pH 10,0). [NAR] =2.2,2,3,2,7,3,8,4.,9, 7,1,
8,2,9,3,10,9,13,6,163¢ 19,10 mg L.
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A partir dos resultados obtidos por meio da curva pelo método de calibragdo externa,
pode-se ainda estimar os valores de LOD e LOQ do sistema proposto na determinagdo da NAR.
Os LOD e LOQ foram estimados estatisticamente pela razio de 3 x SDb/Slope e 10 x
SDb/Slope, respectivamente, onde o SDb ¢ o desvio padrdo de 10 brancos. Os valores obtidos

foram de LOD =0,11 mg L''e LOQ = 0,36 mg L.

5.3.2 Precisido

O estudo da precisdo do método eletroanalitico foi realizado em periodos intra-dia e
inter-dia na presenca de 13,60 mg L' de NAR, ambos sobre o GCE, em eletrolito suporte B-R
0,30 mol L™! (pH 10,0) e sob as condi¢des otimizadas. As correntes de pico referentes a cada

medicao foram extraidas de DPV e plotadas nos graficos de barras apresentados na Figura 24.
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Para avaliar intra-dia, tomou-se como base cinco medidas de ipa intercaladas no mesmo dia. J&
para avaliar inter-dia, realizou-se cinco medidas de ipa em cinco dias consecutivos. Com os
valores de ipa obtidos, o valor médio das correntes e o desvio padrao relativo as medidas pode

ser calculado. As formulas utilizadas para cada situagdo foram:

Equagdo 2

RSD (%) == .100

s
x

Equacgao 3

onde s ¢ o desvio padrio absoluto, x; o valor de cada, X a média dos valores e n o numero de
ensaios. O desvio padrao relativo (RSD) obtido para as medidas intra-dia foi 1,54% (n = 5) e
para inter-dia 3,99% (n = 5). Portanto, com os resultados obtidos, ¢ possivel afirmar que o
método apresenta boa precisdo mesmo em momentos diferentes do mesmo dia e em dias

distintos, visto que foi possivel encontrar valores inferiores a 5% [65], [84].

Figura 24: Grafico de ipa com diferentes medidas obtidas através de DPV para: (a) Intra-dia e

(b) Inter-dia. Testes coletados em eletrolito suporte B-R 0.30 mol L™!, pH 10,0 na presenca de
13,60 mg L' de NAR.

Intra-dia 1,54% ()

1Inter-dia 3,99% (b)

2 3 4
Anilises GCE Anailises GCE

A Tabela 6 resume todos os pardmetros analiticos e valores até aqui mencionados para
deteccdo da NAR.
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Tabela 6: Parametros e valores para NAR sobre a plataforma GCE.

Parametro Valor
Potencial de pico (V) +0,50
Faixa linear (mg L") 1,20 19,10
Coeficiente de determinagdo (R?) 0,995
Coeficiente angular (WA L mg™) 0,35
Coeficiente linear (LA) -0,47
LOD (mgL™) 0,11
LOQ (mgL™) 0,36
Repetibilidade intra-dia (%) 1,54
Repetibilidade inter-dia (%) 3,99

5.3.3 Determinacio de NAR em formulacdes farmacéuticas

A 1identificacdo e quantificacdo de NAR em formulag¢des farmacéuticas adquiridas na
Essentia Pharma, foi realizada utilizando o método proposto e os resultados foram listados na
Tabela 7.

Os valores foram determinados por meio da sobreposi¢do de duas medidas de DPV
obtidas a partir de solugdes padrao e amostras (A e B). As amostras de referéncia apresentaram
um comportamento eletroquimico semelhante ao observado para a solu¢do padrio NAR.
Observou-se que a concentracao de NAR encontrada para amostra A (Capsula de 200 mg) foi
de 203,4 mg e para amostra B (Cépsula de 400 mg) 410 mg. Os resultados dos testes de
recuperagdo, conforme observado na Tabela 7, mostram claramente que o método proposto
apresentou boa precisao, pois foi obtido um percentual de recuperacao de 101,7 % para a
amostra A e 102,5 % para a amostra B, certificando que o GCE proveu boa recuperagao da
NAR nas amostras testadas.

Para verificagdo da exatiddo do método proposto, foram comparados os resultados
obtidos por espectrometria de absor¢cao molecular na regido UV-Vis pela coleta de dados no
comprimento de onda méaximo igual a 290 nm. Observou-se que a concentragdo de NAR
encontrada para amostra A (Capsula de 200 mg) foi de 171,4 mg e para amostra B (Cépsula de
400 mg) 349,9 mg, portanto, os valores de recuperagdo foram de 85,87% para amostra A e
87,47% para amostra B. Para conferir a confiabilidade estatistica ao método proposto, foram

aplicado o teste ¢ de Student. A equagdao matematica €:
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Equacgao 4

Onde x; ¢ a média dos valores obtidos pela técnica voltamétrica, x, a média proveniente das
leituras espectrométricas, S, o valor do desvio padrao agregado, n,; o nimero de replicatas da

voltametria e n, da espectrometria e S o desvio padrao amostral de cada uma delas.

O teste ¢ foi utilizado para ambos os tipos de amostras, os valores correspondentes a
amostra A e B foram de 0,99 e 0,52 respectivamente. O valor de ¢ critico para seis graus de

liberdade € 2,18.

A técnica de Espectrometria de absor¢ao molecular no UV-vis pode ser usada para a
determina¢do da NAR. No entanto, a incidéncia direta de um feixe de luz na amostra
possivelmente degradada a NAR, o que leva a uma possivel alteragdo espectral.
Consequentemente, o0 método voltamétrico aqui proposto estd de acordo com as caracteristicas
do analito considerado, pois a realizacao das medidas em condi¢des de penumbra ¢ suficiente

para garantir dados confidveis e de alta qualidade analitica.

A Tabela 7 resume os parametros estatisticos obtidos a partir das analises das amostras contendo

NAR.

Tabela 7: Parametros estatisticos obtidos a partir das analises das amostras contendo NAR.

Amostra A B
Técnica DPV UV-Vis DPV UV-Vis
Adicionado (mg)? 200 400
Encontrado ? 203,4 171,7 410 349,9
Recuperado (%)° 101,7 85,87 102,5 87,47
Erro (%)¢ 18,40 17,18
RSD (%)? 0,31 0,35 0,32 0,06
tyalor 0,99 0,52
Amostra A: Capsula de 200 mg /Amostra B: Céapsula de 400 mg

Ap=3.

¢ Recuperado = [(Valor encontrado / Valor adicionado] x 100.

4 Erro = [(Método proposto — Método comparativo) / (Método comparativo)] x 100.
f Leritico = 2, 18
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5.3.4 Seletividade

A fim de utilizar o método proposto para a determinagdo de NAR em preparacdes
farmacéuticas, avaliou-se a seletividade do GCE na presenca de compostos potencialmente
presentes em formulacdes farmacéuticas. Para avaliar a resposta de interferéncia de cada
composto, usamos a intensidade da corrente na presenca de uma concentragdo fixa de analito,
e estimamos a interferéncia pela mudanga de corrente observada antes e apos a adigdo de cada
interferente. Para tanto, foram feitas medidas em uma concentracio fixa de 5,44 mg L' de
NAR, usando um excesso de 5 vezes de cada possivel substancia interferente. Os compostos
investigados como interferentes foram: (a) acido ascorbico, (b) quercetina, (c) acido citrico, (d)
lactose, (e) acido cafeico, (f) a-celulose e (g) glicose.Os resultados sdo apresentados na Figura

25.

Figura 25: Influéncia de possiveis interferentes na corrente de 5,44 mg L' de NAR. Os
experimentos foram conduzidos em eletrolito suporte B-R 0,30 mol L', pH 10. (Interferentes)
= 27,20 mg L, (a) 4cido ascorbico, (b) quercetina, (c) 4cido citrico, (d) lactose, (e) 4cido
cafeico, (f) a-celulose e (g) glicose.
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O erro (%) foi calculado para todos os possiveis interferentes e descrito na Tabela 8. O

perfil voltamétrico obtido antes e apds a adi¢do de cada interferéncia ndo apresentou variagao

significativa, ja que o valor ideal para ndo apresentar interferéncia ¢ até 15%, mostrando a

seletividade do eletrodo na presenca de outros possiveis interferentes.



Tabela 8: Efeito de interferentes frente a resposta da NAR no GCE proporc¢ao de 1:5.

Interferente ?

Erro (%)
Acido ascorbico (a) 15,88
Quercetina (b) 11,88
Acido citrico (c) 11,19
Lactose (d) 0,19
Acido cafeico (e) 0,77
a-Celulose (f) 2,74
Glicose (g) 3,06
ap=3.
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6 RESULTADOS ATINGIDOS
6.1  CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

6.1.1 Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica

Para investigar a R¢ da interface entre a plataforma eletroquimica e o eletrolito suporte,
realizou-se medida de EIS. O experimento realizado ocorreu em uma célula contendo
K3Fe(CN)s/K4Fe (CN)s 5 mmol L' em KCI1 0,1 mol L.

Como visto no grafico de Nyquist da Figura 26, o GE exibe um valor de R¢: de 412 Q,
possui didmetro de semicirculo aproximado ou menor que trabalhos ja registrados na literatura

[85]-[87].

Figura 26: Diagrama de Nyquist obtido por EIS para GE.
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A Figura 27 apresenta voltamogramas ciclicos referente ao comportamento do par redox
K3Fe(CN)s/K4Fe (CN)s 5 mmol L' em KC10,1 mol L' em GE, onde é observado a existéncia
de dois processos redox, um pico anédico (Ep =+ 0,29 V), que corresponde a oxidagio do Fe?*

a Fe*" e um pico catddico (Ep =+ 0,18 V), que corresponde a redugiio do Fe** a Fe?".
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Figura 27: Voltamogramas ciclicos do GE em K3Fe(CN)s/KsFe (CN)s 5 mmol L em KCl1 0,1
mol L1,
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6.1.2 Comportamento eletroquimico da NAR

Voltamogramas foram obtidos com o GE e apresentados na Figura 28 na auséncia
(voltamograma preto) e na presenca (voltamograma vermelho) de 13,60 mg L' da NAR, em
eletrdlito suporte Britton-Robinson (B-R), pH 9,0 a 0,10 mol L.

Em reposta ao GE, observa-se um pico na regido anddica proximo a + 0,77 V e na regido
catodica proximo a + 0,40 V (vs. Ag/AgCl) os quais sdo referentes a oxidagao e reducdo do GE.
Na presenca do analito observa-se o aumento significativo de corrente na regido anddica,
referente a oxidacdo da NAR. Conforme pode-se observar, o GE pode ser promissor para a

determinag¢do do antioxidante.
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Figura 28: Voltamogramas ciclicos referentes ao GE na auséncia (voltamograma preto) e na
presenca da NAR (voltamograma vermelho). Experimento conduzido em eletrdlito suporte B-
R 0,10 mol L™}, pH 9,0 em 0,05 V s\,
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6.1.3 Influéncia do pH

A influéncia do pH do meio sobre a resposta do GE foi investigado em eletrolito suporte
B-R 0,10 mol L', as medidas ocorreram no intervalo de pH 2,0 ao 6,0 (Figura 29a) e pH 7,0 a 12,0
(Figura 29b) em presenca de 13,60 mg L' de NAR. Observamos a presenca de picos referente a
oxidacdo da NAR em ambos os intervalos de pH, contudo, no intervalo de pH de 7,0 a 12,0 (Figura
29b), a oxidacdo da NAR ¢ mais significativa, apresentando maiores correntes de pico em meio
basico. Na Figura 29b estes picos de oxidagao estdo variando em potenciais de + 0,9 a + 0,48 V (
vs. Ag/AgCl). Os valores de correntes de pico anodico (ipa) foram extraidos mediante a subtracao
do branco e assim plotados. A Figura 29¢ mostra a correlacdo entre a variagdo do pH (7,0 a 12,0)
e seus respectivos valores de corrente (ip) e potenciais de pico (Ep) para a oxidacdo da NAR, onde
pode-se observar maiores valores de corrente de pico em pHs de 7,0 a 10,0. Uma melhor defini¢ao
¢ observada em pH 9,0, por apresentar um menor alargamento de pico, aprimorando o sistema e
diminuindo a possibilidade de possiveis interferentes. Com base nessas observagdes, optou-se em

utilizar o pH 9,0 para realizagdo dos experimentos posteriores com o GE.



68

Figura 29: (a) e (b) Voltamogramas ciclicos para NAR 13,60 mg L' sobre o GE na presenca de
diferentes pHs, (c) dependéncia da corrente (ipa) e potencial de pico (Ep) com o pH do meio (n
= 3). Experimentos conduzidos em eletrélito suporte B-R 0,10 mol L™}, v=10,05 V s\,
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A partir dos dados apresentados na Figura 29¢, observou-se a presenga de relagao linear
entre Ep e pH que pode ser expressa por E/V=-0,082 pH + 1,489 (R? = 0,988). A inclinagdo no
valor de -0,082 mV pH! ¢ relacionada com o valor tedrico da equagdo de Nernst (0,0592
V/pH ) [89] - Equacdo 1, onde m sdo protons e n elétrons, sugerindo que o nimero de mols de

elétrons transferidos na oxidagdo do sinal da NAR ¢ aproximadamente igual ao nimero de

protons.
» 0,0592m
coeficiente angular = — -
Equacao 1
0,0592m
—0,0822 = —
n
m —0,0822

n —0,0592
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m
—=1,38
n

6.1.4 Influéncia do eletrolito suporte

Investigou-se também a influéncia do tipo de eletrolito suporte na resposta do GE, que
foram analisados com trés tipos diferentes de eletrolito suporte, como: Fosfato, Sorensen e
Britton — Robinson (B-R) em concentragdes de 0,10 mol L' e 13,60 mg L' de NAR. Estes
eletrdlitos foram utilizados a fim de se investigar qual desses proporcionaria melhor resposta,
os estudos foram conduzidos utilizando-se a CV.

A Figura 30a traz os voltamogramas ciclicos obtidos para 13,60 mg L' de NAR. A Figura
30b nos mostra a relagdo do potencial de pico para cada tipo de eletrélito. Estes resultados nos
mostram que a solu¢do B-R proporciona um menor valor de potencial, acompanhado de menor
largura de pico, garantindo assim melhor determina¢do do analito. Desta forma, a solugdo B-R

foi escolhida para os experimentos posteriores com o GE.

Figura 30: (a)Voltamogramas ciclicos referente a influéncia do eletrolito suporte sobre a
corrente anddica para oxidagdo da NAR e (b) relagdo do potencial de pico para cada tido de
eletrolito. Experimentos coletados em solugio Fosfato, Sorensen e B-R (0,10 mol L™!, pH 9,0,
v=0,05 V s") em eletrodo GE.

(a)

- Fpstasto
— Sorensen
1—B-R

—

{(b)

E/V vs. Ag/AgCl

0,0 0.3 0,6 09 1,2 .
E/V vs. AgiAgCl B-R Fosfato  Sorensen

O efeito da concentragao do eletrdlito de suporte sobre a oxidacdo da NAR também foi
avaliado, mantendo-se o pH 9,0 e variou-se a concentragdo do eletrélito suporte B-R na faixa entre

0,05 € 0,30 mol L!. Os resultados obtidos neste teste estio apresentados na Figura 31, verificou-
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se que o eletrolito suporte com concentragdo 0,10 mol L™ fornece maior ipa, dessa forma, optou-

se em utilizar esta concentragdo para estudos posteriores, utilizando o GE.

Figura 31: (a) Voltamogramas ciclicos para NAR em 13,60 mg L! e (b) ipa com concentragdo
do eletrélito. Estudo realizado em eletrdlito suporte B-R 0,05 a 0,30 mol L! (pH 9,0) utilizando
0GEev=0,05Vs

121(a) (b)
8 64
44
SRR 5y <
04 44
3 —0,05 mol L" =y
= =
. 0,1 mol L" - 5]
2 —0,2mol L"
-124 ——0,3 mol L" 04
0:0 0:3 0:6 0:9 1:2 0,05 0,10 0,2({ 0,30
E/V vs. Ag/AgCl [BR]/mol L~

6.1.5 Estudo de diferentes velocidades de varredura

O estudo da velocidade de varredura para GE na presenca de 13,60 mg L' de NAR
também foi realizado. A Figura 32a mostra os voltamogramas ciclicos referentes ao GE em
eletrolito suporte B-R 0,10 mol L' (pH 9,0) variando a velocidade de varredura de 10 a 100
mV/s. Como pode ser visto, a medida que a velocidade aumenta, maiores valores de corrente
anddica sdo alcangados. No entanto, os picos de corrente tornam-se gradativamente menos
definidos e consequentemente mais alargados, nota-se também que a medida que aumenta a
velocidade de varredura ocorre um deslocamento do potencial de oxidagdo (Ep) para valores

mais positivos.

Ao se avaliar o comportamento da corrente de pico com a velocidade de varredura (ip
vs. v) Figura 32b, ela apresentou uma relagdo linear satisfatoria (R? = 0,996), superior a quando
se relaciona os valores de ipa com a v 2 (R? = 0,989) Figura 32c. Além disso, o log ipa em
relagdo ao log v atingiu o valor de inclinagdo da reta igual a 0,87 (Figura 32d), muito préximo

do valor tedrico (slope = 1) que caracteriza processos totalmente controlados por adsor¢ao [88].
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Figura 32: Voltamogramas ciclicos para (a) 13,60 mg L-1 de NAR sobre o GE em solucao B-
R 0,10 mol L', pH 9,0 em diferentes velocidades de varredura, variando de 0,010 a 0,100 Vs
!, (b) dependéncia linear das ipa com a variagdo da v; (c) dependéncia linear das ipa vs. v e
(d) dependéncia log ipa com o log v da NAR.
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Foi plotado o gréafico correlacionando dependéncia do Ep vs. log v para NAR (Figura

33).

Percebe-se um deslocamento linear (R? = 0,998) dos valores de Ep com relacdo ao log
v e obtencao da equacao Ep = 0,08 log v + 0,86. Como a oxidacao da NAR no GE ¢ controlada
por adsorg¢do, foi utilizada a equacdo de Laviron [89] — Equacdo 5 para céalculo do numero de
mols de elétrons envolvidos (n), sendo que E°'¢ o potencial formal de reducéo, R ¢ a constante
dos gases ideais (8,314 J mol ! K1), T a temperatura (298 K), a o coeficiente de transferéncia
eletronica, F a constante de Faraday (96.485 C mol ') e k°a constante de velocidade

heterogénea, tem-se que:

E —F + (2,303 RT)1 (RTk") + (2,303 RT)1
p "o anF B\ anF anF osv
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Equacgdo 5

Figura 33: Grafico para valores de Ep vs. log v obtidos a partir do estudo de velocidade de
varredura.

0,78
Eﬁ 0,764
o
-«
2 0,74+
2
=

0,72 Lpa = 0,86 + 0,08 log v

R— 0,998
-1.8 -1.6 -14 -1,2 -1,0
logv/Vs'

A partir da correlagao dos valores de Ep e log v, o coeficiente angular obtido pode ser
igualado a (2,303 RT)/anF). Atribuindo a a o valor de 0,5 [89], temos que o numero de mols
de elétrons transferidos entre a NAR e a plataforma GE vale 1,4, podendo ser aproximado a 1.
Este resultado corrobora com o obtido no estudo anterior de pH, onde fora encontrado o

envolvimento de 1 mol de elétrons.

Assim, conclui-se que a oxidagdo da NAR sobre a plataforma GE apresenta um processo
determinante controlado por adsor¢do e envolve a participagdo proporcional de 1 mol de
elétrons para 1 mol de prétons. Mecanismo proposto para a oxidacdo da NAR sobre a

plataforma est4 representado no Capitulo 1 (Figura 17).

Para investigar o comportamento do GE em altas velocidade, foram coletados
voltamogramas em velocidade de varredura de 100 a 500 mV/s. Observa-se que, a medida que
aumenta a velocidade de varredura (v) o tamanho pico também aumenta e ocorre um
deslocamento de potencial para potenciais mais positivos. Conforme ilustrado na Figura 34c,
que (ipa) varia linearmente com a v'2, ha uma relagdo linear (R?>= 0,982). Além disso, ao

analisar os resultados, verificou-se também que h4 uma relago linear (R* = 0,999) entre log ipa
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e log v, cujo coeficiente angular da reta é 0,84. Este valor surgere que o processo deve ser

controlado por adsor¢@o, uma vez que o angulo de inclinagao para reta log ipa vs.log v esta mais

proximo a 1 que a 0,5.

Figura 34: Voltamogramas ciclicos para (a) 13,60 mg L' de NAR sobre o GE em solucdo B-R
0,10 mol L', pH 9,0 em diferentes velocidades de varredura, variando de 0,100 a 0,500 Vs,
(b) dependéncia linear das ipa com a v; (c) dependéncia linear das ipa vs. v’ e (d) dependéncia

do log ipa com o log v.
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6.1.6 Voltametria ciclica com diferentes concentracées de NAR

-0,2

Com o objetivo de avaliar o desempenho do GE na determinagdao da NAR, foram

coletados voltamogramas ciclicos em varias concentracdes do analito. Na Figura 35 € possivel

observar um aumento de corrente de pico proporcional ao aumento da concentracdo da NAR.
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Figura 35: Voltamograma ciclico referente as diferentes adicoes de NAR em solugao eletrolitica
contendo o GE. Experimentos coletados em eletrélito suporte B-R 0,10 mol L' (pH 9,0). [NAR]
=1,36,2,72,4,08, 5,45, 6,81, 8,17,9,53, 10,89, 12,25, 13,61, 14,97, 16, 16,34, 17,7 ¢ 19,60 mg
L
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Com base nos resultados voltamogramas obtidos, foi possivel construir uma curva de
calibragdo que relaciona os valores de corrente de pico associados a oxidacdo da NAR com a
concentracdo deste analito. Essa curva ¢ apresentada na Figura 35b. A curva de calibragdo
obtida fornece a seguinte equagio de reta: ipa = 0,08 + 0,12 [NAR] com R? = 0,997. Isso
demostra que o GE ¢ capaz de quantificar baixas concentracdes de NAR (1,36 mg L), até

concentragdes mais elevadas em formulagdes farmacéuticas.

6.2  ESTUDOS ELETROANALITICOS

6.2.1 Selec¢io de técnica voltamétrica para a determinacio da NAR

A fim de se desenvolver um método sensivel para a determinag¢do da NAR, foram

utilizadas trés diferentes técnicas de voltamétricas (LSV, SWV e DPV).
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Figura 36: Voltamogramas referentes ao estudo de diferentes técnicas para 20 mg L' de NAR
coletados em GE com solugdo B-R 0,10 mol L'}, pH9,0 e v=0,05 Vs’
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Na Figura 36, ¢ observado que as respostas de corrente de pico sdo mais intensas em
SWV e DPV para o GE. A SWV respondeu com um alto pico de corrente, este sendo
aproximadamente 17 pA e para DPV a resposta eletroquimica para NAR foi altamente
favoravel, sendo ela com corrente de pico proximo a 28 pA. Entdo, a técnica de DPV foi

escolhida para os estudos posteriores.

6.2.2 Parametros operacionais em DPV

Voltamogramas para em NAR foram coletados utilizando eletrélito suporte B-R 0,10
mol L', pH 9,0. Inicialmente, a taxa de varredura foi variada na faixa de 0,01 a 0,1 V s'em
presenca de 25 mg L' de NAR, mantendo-se o t pulso e E pulso constante e iguais a 0,05 s e
0,05 V respectivamente. O GE apresentou uma melhor ipa, quando submetido a velocidade de
0,05 V s (ipa = 57,1 pA), apds este valor, ndo apresenta mudanca significativa na ipa,
conforme pode ser observados na Figura 37a. Posteriormente, o t pulso foi variado num
intervalo de 0,01 a 0,1 s para uma concentragdo de 20 mg L' de NAR. Observou-se que o GE
apresentou correntes de pico mais elevados quando se foi aplicado t pulso de 0,03 s (ipa = 30,3
nA) conforme ilustrado na Figura 37d. Consequentemente, o valor de o E pulso foi variado
dentro da faixa de 0,01 a 0,1 V para uma concentragdo de 15 mg L' de NAR. O GE alcangou
correntes de pico mais elevadas quando se aplicou E pulso de 0,09 V (ipa = 22,7 nA) conforme

observado na Figura 37f. Esses valores foram considerados 6timos para serem utilizados na
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construgdo da curva de calibra¢do na técnica de DPV. Durante as otimizagdes, a concentragao

da NAR foi variada, a fim de utilizar uma quantidade menor de amostra.

Figura 37: (a) Voltamograma DPV para diferentes velocidades de varredura para 25 mg L' de
NAR, (b) Curva relacionando ipa pela velocidade de velocidade, (c) DPV para diferentes t pulso
para 20 mg L' de NAR; (d) Curva relacionando ipa com t pulso, (¢) DPV para diferentes E

pulso para 15 mg L' de NAR e (f) Curva relacionando ipa pelo E pulso. Estudos coletados com
solugdo B-R 0,10 mol L', pH 9,0, (n = 3).

(a) 60{(®) @90
Y

1201

0,100 Vs

ipa/pA

0,010 Vs
40

20{ @

10 T T v T T
0 s 0 13 0.00 002 0.04 006 008 0.10
E/V vs. AgiAgCl v/Vs!

0] o
3

< 30- ]
=

iuA

%9
®
10 o0

00 03 06 09 12 0,00 002 004 006 0,08 0,10
E/V vs. Ag/AgCl t pulso (s)

30
. U @

20+ Y

i/uA
=
[ *)

]

7]
1

@
0 ®

=
1

0,0 0,3 0,6 09 1,2 0,02 0,04 006 008 0,1
E/V vs, Ag/AgCl E pulso (V)



77

6.2.3 Curva de calibracio

A Figura 38a apresenta DPV para varias concentragdes de NAR pelo método de
calibracio por adigdio padrio em eletrolito suporte B-R 0,10 mol L}, pH 9,0. Observam-se picos
bem definidos em aproximadamente + 0,67 V, cuja corrente aumenta com o aumento da
concentracio de NAR em um intervalo de 0,27 a 0,48 mg L''. O aumento na corrente de pico
observado ¢ diretamente proporcional a concentragdo de NAR na célula. A insercao (Figura
38b) na Figura 38a, mostra o voltamograma do GE e apo6s a primeira adigdo do analito,
mostrando a necessidade da subtracdo da corrente apds adicdo do analito pela corrente do
branco. Os valores de correntes de pico anddico (ipa) foram extraidos mediante a subtragdo do
branco e assim plotados na Figura 38c. E possivel se observar a presenca de uma linearidade,
apresentada no intervalos entre 0,27 — 0,48 mg L™ Figura 38c. A curva de calibracdo obtida
fornece a seguinte equagio de reta: ipa = 2,59 + 1,24 [NAR], com R?= 0,996 (n = 3), onde ip é
a corrente de pico em pA e [NAR] é a concentragio de NAR em mg L.

Figura 38: (a) Voltamogramas de pulso diferencial referente as diferentes adigdes de NAR em
solugdo eletrolitica contendo o GE, (b) subtragdo da corrente apos a adi¢do do analito pela
corrente do branco e (d) Curva referentes a calibragao por adigao padrao (n = 3). Experimentos
coletados em eletrdlito suporte B-R 0,10 mol L! (pH 9,0). [NAR] = 0,27, 0,32, 0,38, 0,43 ¢
0,48 mg L',
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A partir dos resultados obtidos por meio da curva pelo método de calibragio por adigao
padrao, pdde-se ainda estimar os valores de LOD e LOQ do sistema proposto na determinacao
da NAR. Os LOD e LOQ foram estimados estatisticamente pela razao de 3 x SDb/Slope e 10 x
SDb/Slope, respectivamente. Os valores obtidos foram de LOD = 0,04 mg L' e LOQ = 0,13
mg L.
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6.2.4 Precisdo

A avaliacdo da precisdo do método eletroanalitico foi conduzida em periodos intra-dia
e inter-dia na presenca de 0,40 mg L' de NAR, utilizando o GE como eletrodo, em eletrdlito
suporte B-R 0,10 mol L! (pH 9,0) e sob as condi¢des otimizadas. As correntes de pico
referentes a cada medig¢ao foram obtidas através de medidas de DPV e plotadas em graficos de
barras exibidos na Figura 39. Para avaliacdo intra-dia, foram utilizadas cinco medidas de ipa
intercaladas ao longo do mesmo dia. Para avaliagdo inter-dia, foram realizadas cinco medidas
de ipa em cinco dias consecutivos. A partir dos valores de ipa obtidos, foi possivel calcular o

valor médio das correntes € o desvio padrao relativo as medidas.

Figura 39: Grafico de ipa com diferentes medidas obtidas através de DPV para: (a) Intra-dia e
(b) Inter-dia. Testes coletados em eletrdlito suporte B-R 0.10 mol L', pH 9,0 na presenca de
0,40 mg L'! de NAR.

(a) Intra- dia 0,46% (b) Inter - dia 1,10 %

Anilises GE Anailises GE

O desvio padrao relativo (RSD) obtido para as medidas intra-dia foi 0,46% (n = 5) e
para inter-dia 1,10% (n = 5). Portanto, ¢ possivel afirmar que o método desenvolvido apresenta

boa precisao mesmo em momentos diferentes do mesmo dia e em dias distintos [65], [84].

A Tabela 9 resume todos os parametros analiticos e valores até aqui mencionados para deteccdo

da NAR utilizando GE.
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Tabela 9: Parametros e valores para NAR sobre a plataforma GE referente a Figura 38c.

Parametro Valor
Potencial de pico (V) +0,67
Faixa linear (mg L") 0,27 - 0,48
Coeficiente de determinagdo (R?) 0,996
Coeficiente angular (LA L mg™) 1,24
Coeficiente linear (LA) 2,59
LOD (mgL™) 0,04
LOQ (mgL™) 0,13
Repetibilidade intra-dia (%) 0,46
Repetibilidade inter-dia (%) 1,10

6.2.5 Determinacio de NAR em formulacdes farmacéuticas

A identificacdo e quantificagdo de NAR em amostras adquiridas na Essentia Pharma,

foram realizadas utilizando o método proposto e os resultados foram listados na tabela abaixo.

Tabela 10: Parametros estatisticos obtidos a partir das anélises das amostras contendo NAR.

Amostra A B
Técnica DPV
Adicionado (mg)* 200 400
Encontrado® 207,02 420,6
Recuperado (%)° 103,51 105,15
RSD (%)? 3,56 4,67

Amostra A: Capsula de 200 mg /Amostra B: Capsula de 400 mg; *n = 3.; © Recuperado = [(Valor encontrado / Valor adicionado]
x 100; 9 Erro = [(Método proposto — Método comparativo) / (Método comparativo)] x 100.

Os valores foram determinados por meio da sobreposicdo de duas medidas de DPV
obtidas a partir de solugdes padrao e amostras (A e B). Observou-se que a concentragao de
NAR encontrada para amostra A (Capsula de 200 mg) foi de 207,02 mg e para amostra B
(Céapsula de 400 mg) 420,6 mg. Os resultados dos testes de recuperagdo, conforme apresentados
na Tabela 11, indicam claramente que o método proposto apresentou boa precisao, pois foram
obtidos percentuais de recuperacdo de 103,51 % para a amostra A e 105,15 % para a amostra
B, evidenciando que o sensor GE proveu boa recuperacdo da NAR nas amostras testadas.

Existem estudos relatados na literatura sobre a determinacao eletroquimica da NAR em

diferentes amostras, alguns estdo descritos na tabela 12.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/electrochemical-detection
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Tabela 11: Comparag¢do de métodos eletroanaliticos para determinacdo de NAR.

Eletrodo Técnica Faixa Linear LOD LOQ Amostra  Processo Referén
(mg L) (mgL") (mgL") cia
SnS - DPV 0,13-1541 0,09 0,28 Urina e Red [90]
rGONRs/ SOro
GCE?
SWCNTs/ LSV 0,022 - 1,36 0,01 - Fructus Red [91]
GCE® 1,361 - 3,26 Aurantti
(tMWNC DPV 13,61 -2,72 0,082 0,25 Frutas Oxi [83]
T/NB/ 2,72 -2,45
MCPE ¢
PGE ¢ DPV 0,02 - 49,50 0,008 0,03 Suco Oxi [92]
toranja
PGE ¢ SWV 0,02 — 27,23 0,012 0,03 Suco Oxi [92]
toranja
GCE DPV 1,36 -19,06 0,108 0,36 Formula Oxi Este
coes trabalho
farmacéu
ticas
GE DPV 0,27 —0,48 0,04 0,13 Formula Oxi Este
0,73 -4,17 0,29 0,96 coes trabalho
farmacéu
ticas

2 Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanofibras de oxido de grafeno reduzidas decoradas com sulfeto de estanho.
b Eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubo de carbono de paredes simples.

¢ Eletrodo de pasta de carbono modificado com nanotubo de carbono de paredes multiplas funcionalizado e corante catiénico
de fenoxazina.

4 Eletrodo de grafite

Até onde sabemos, ndo ha relato de trabalho na literatura para determinagdo
eletroquimica de NAR em formulagdes farmacéuticas. Assim, um método com menor
sensibilidade para determinagdo de NAR em amostras farmacéuticas em comparagdo a outros
métodos para outros tipos amostra ndo ¢ uma desvantagem, pois a NAR geralmente estd
presente em altas concentragdes nas formulagdes. Além disso, o uso de eletrodos nao
modificados como os propostos neste trabalho possibilita a aplicagdo de um método robusto,

rapido e de baixo custo para determinagdao de NAR em formulagdes farmacéuticas.
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6.2.6 Seletividade

A seletividade do método proposto para a determinagdo de NAR foi avaliada utilizando-
se o GE na presenca de compostos que podem estar presentes em formulagdes farmacéuticas.
Medidas de DPV em concentragio fixa de 0,40 mg L' de NAR, usando um excesso de 5 vezes
de cada possivel substancia interferente, foram realizadas. Os compostos investigados como
interferentes foram: (a) acido ascorbico, (b) quercetina, (c) acido citrico, (d) lactose, (e) acido

cafeico, () a-celulose e (g) glicose.Os resultados sdo apresentados na Figura 40.

Figura 40: Influéncia de possiveis interferentes na corrente de 0,40 mg L' de NAR. Os
experimentos foram conduzidos em eletrélito suporte B-R 0,1 mol L', pH 9,0. (Interferentes)
= 27,20 mg L-1, (a) &cido ascérbico, (b) quercetina, (c) acido citrico, (d) lactose, (e) acido
cafeico, (f) a-celulose e (g) glicose.

(a) (b)
-—TNAR 4 ——NAR
12- —NAR e Ac. Ascorhico 12 —— NAR ¢ Quercctina
. 8-
o 3
= =
: %\J i
0 0
0,0 0.4 0,8 1.2 0,0 0.4 0.8 1,2
E/V vs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/AgCl
©) [@
12 —Nar 1241 —Nar
——NAR e Ac. Citrico ——NAR ¢ Lactose
8-
i E:
. @\J |
{' L) L} L] L) 0 L) L) L] L}
0,0 0,4 0,8 1,2 0,0 0,4 0.8 1,2

E/V vs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/ApCl



82

(e)
124 —~ar ! 124 QNAR
——NAR ¢ Ac. Cafcico ——NAR ¢ a-celulose
8 84
k1 3
4 4
0.
0,0 0.4 0,8 1,2 0.0 0,4 0.8 1,2
E/V vs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/AsCl
(g
129 2 var
= NAR ¢ Glicosc
8.
!
=
4
ﬂ-
00 oA gE g0

E/V vs. Ag/AgCl

Observou-se que o perfil voltamérico ocorre praticamente inalterado antes e apos a
adicdo de cada interferente, causando uma variagdo insignificante. O erro (%) foi calculado e
descrito na Tabela 12, mostrando a seletividade do GE mesmo na presenca de possiveis

interferentes.

Tabela 12: Efeito de interferentes frente a resposta da NAR no GE proporcao de 1:5.

Interferente * Erro (%)
Acido ascorbico (a) 11,52
Quercetina (b) 10,46
Acido citrico (c) 10,28
Lactose (d) 3,21
Acido cafeico (e) 5,95
a-Celulose (f) 6,50
Glicose (g) 9,20
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O comportamento eletroquimico da NAR ¢ demostrado utilizando técnicas
voltamétricas, onde o farmaco apresenta um comportamento irreversivel frente ao GCE e GE.
Os métodos propostos exibem uma determinacdo rapida, robusta e de baixo custo da NAR em
formulacdo farmacéutica. O GCE apresentou linearidade no intervalo de 1,20 - 19,10 mg L !
(R?=0,995), com valores de LOD = 0,11 mg L'! e LOQ = 0,36 mg L"'. O GE, apresentou-se
linearidade no intervalo de 0,27 — 0,48 mg L' (R? = 0,995), apresentando valores de LOD =
0,04 mg L' e LOQ=0,13 mg L"!. O GCE e GE apresentaram seletividade adequada na presenca
de possiveis interferentes e boa precisdo intra e inter dia. A precisdo intra e inter dia foi
determinada com baixos valores de RSD, 1,54% e 3,99%, respectivamente, utilizando o GCE,
e 0,46% e 1,10%, respectivamente, utilizando o GE. Portanto, os resultados mostraram que os
métodos desenvolvidos podem ser aplicados com sucesso no controle de qualidade do

antioxidante NAR em formulagdes farmacéuticas.
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