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RESUMO

O L-triptofano (TRP) ¢ um aminodcido essencial, ndo sintetizado pelo organismo humano,
devendo ser obtido por meio da dieta. Desempenha um papel crucial na biossintese de
proteinas e serve como um precursor para diversos compostos bioativos importantes. Uma das
formas de seu consumo ¢ por meio de suplementos alimentares. O controle de qualidade de
suplementos ainda nao ¢ padronizado e fica a cargo das proprias empresas, o que reforgca a
necessidade de métodos simples e baratos para verifica-los. Neste trabalho, eletrodos
impressos de carbono, ouro e platina, foram avaliados com intuito de desenvolver um método
eletroanalitico para determinar a concentragdo de TRP em suplementos alimentares. Essa
abordagem apresenta-se como uma alternativa rapida, econdmica e adequada para analises
frequentes, além de gerar poucos residuos. O eletrodo impresso de carbono se mostrou o mais
adequado para a deteccdo de TRP. Intensidades de corrente de pico mais altas foram
alcangadas usando uma solugdo tampdo Britton-Robinson 0,05 mol L™! (pH 3,0), com

' Foi construida uma curva de

voltametria linear (LSV) em velocidade de 125,0 mV s~
calibragdo na faixa de 0,20 a 16,34 mg L' (R2 = 0,9995). Os limites de deteccdo e
quantificagdo foram de 0,04 mg L' e 0,11 mg L', respectivamente. O estudo da seletividade
frente a interferentes comuns em formulacdes farmacéuticas apresentou uma interferéncia
inferior a 13%. A repetibilidade das medicoes de TRP foi investigada sob condigdes
otimizadas, sendo que os valores do desvio padrao relativo (DPR) encontrados foram de
0,60% para medicdes intra-dia e 3,22% para medicdes inter-dia ao longo de um periodo de
cinco dias. O método foi aplicado em formulagdes farmacéuticas de suplementos de TRP com
uma recuperacao média de 114,3 %. Os resultados evidenciaram um grande potencial de uso

de eletrodos impressos de carbono sem modificagdo como uma forma simples, rapida e com

baixa geragdo de residuos para o monitoramento de suplementos de TRP.

Palavras-chave: Eletrodo de carbono; Eletrodo impresso; Suplemento alimentar; Triptofano;

Voltametria.



ABSTRACT

L-tryptophan (TRP) is an essential amino acid that is not synthesized by the human body and
must be obtained through diet. It plays a crucial role in protein biosynthesis and serves as a
precursor for several important bioactive compounds. One of the ways to consume it is
through dietary supplements. The quality control of supplements is not yet standardized and is
the responsibility of the companies themselves, which reinforces the need for simple and
inexpensive methods to verify them. In this work, screen-printed electrodes made of carbon,
gold, and platinum were evaluated with the aim of developing an electroanalytical method to
determine the concentration of TRP in dietary supplements. This approach presents itself as a
fast, economical, and suitable alternative for frequent analyses, in addition to generating little
waste. In this study, the screen-printed carbon electrode proved to be the most suitable for
TRP detection. Higher peak current intensities were achieved using a 0.05 mol L™! Britton-
Robinson buffer solution (pH 3.0), with linear voltammetry (LSV) at a speed of 125.0 mV s,
A calibration curve was constructed in the range of 0.20 to 16.34 mg L™! (R2 = 0.9995). The
limits of detection and quantification were 0.04 mg L' and 0.11 mg L', respectively. The
selectivity study with common interferents in pharmaceutical formulations showed an
interference of less than 13%. The repeatability of TRP measurements was investigated under
optimized conditions, and the relative standard deviation (RSD) values were found to be
0.60% for intra-day measurements and 3,22% for inter-day measurements over a five-day
period. The method was applied to pharmaceutical formulations of TRP supplements with a
recovery of 114,3 %. The results highlighted the great potential of using unmodified carbon
printed electrodes as a simple, fast, and low-waste method for monitoring of TRP

supplements.

Keywords: Carbon electrode; Screen printed electrode; Dietary supplement; Tryptophan;

Voltammetry.
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1. INTRODUCAO

O mercado de suplementos alimentares vem tendo um aumento crescente nos ultimos
anos. Seja por estresse ou falta de tempo na rotina, ingestdo excessiva de alimentos
industrializados ou uma busca por uma vida mais saudavel, observa-se uma demanda cada
vez maior de pessoas que procuram a suplementagao como alternativa para alcancar os macro
e micronutrientes necessarios diariamente. Frequentemente, esses produtos sdo associados a
promessas de efeitos rapidos, como perda de peso, ganho de massa muscular, melhora do
humor, aumento da disposigdo e qualidade do sono, entre outras. E importante destacar que os
suplementos sdo destinados as pessoas saudaveis e, conforme regulamentagdo vigente, nao
devem conter em seu rotulo destinagdo para tratar ou prevenir doengas. Por meio da
Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 243, de 26 de julho de 2018, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) definiu os suplementos alimentares como uma categoria
propria, separada de alimentos ou farmacos.

Por ndo serem classificados como medicamentos, sua comercializacdo nao exige
prescricdo médica, o que contribui para sua ampla aceitacdo. Entretanto, qualquer suposto
beneficio a satde s6 sera valido se a concentracdo descrita na embalagem for a mesma da
forma farmacéutica consumida. Doses menores podem nao ter os resultados metabolicos
esperados, enquanto doses maiores podem causar intoxica¢des, danos ao figado e aos rins,
dentre outros maleficios. Portanto, o controle de qualidade destes suplementos ¢ de extrema
importancia para o controle da satide do publico geral.

Atualmente, ndo existe um processo padronizado de controle de qualidade para
suplementos alimentares, sendo este feito de maneira interna pela propria empresa que os
produzem. Dessa maneira, ¢ de significativa importancia o desenvolvimento de técnicas que
consigam garantir um controle de qualidade da concentracdo do principio ativo desses
suplementos, principalmente técnicas simples e que apresentem um bom custo-beneficio,
capazes de suprirem as necessidades da industria.

A eletroanalitica, principalmente a voltametria com o uso de eletrodos impressos,
fornece um método rapido e de baixo custo, o que torna possivel uma alta frequéncia analitica
e a possibilidade de anélise in loco, permitindo a verificacdo da concentragdo de suplementos

de forma pratica e eficiente, com baixissima geracao de residuos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Suplementos alimentares

Os suplementos alimentares abrangem uma ampla gama de produtos destinados a
pessoas sauddveis para atender as necessidades nutricionais diarias. Esses produtos estdo
disponiveis em diversas formas (comprimidos, céapsulas, cépsulas gelatinosas, liquidos,
xaropes, gomas mastigaveis € pos) e podem fornecer componentes individuais ou
combinagdes de vitaminas, minerais, aminoacidos, &cidos graxos e outros componentes
alimentares.! Ervas e outras substincias botinicas também podem ser consideradas
suplementos.?

No ambito internacional, as primeiras tentativas de controle de qualidade comecaram
ha mais de um século. Para assegurar que a populacdo norte-americana tivesse acesso a
alimentos e medicamentos seguros, foi promulgada, em 1906, a Lei de Alimentos e
Medicamentos Puros (Pure Food and Drug Act), marco que deu origem a atual Food and
Drug Administration (FDA). Nos anos seguintes, novas regulamentagdes foram
implementadas em resposta a diversos casos de mortes associadas a medicamentos mal
fabricados. Em 1938, passou-se a exigir a apresentacdo de dados de seguranca antes da
comercializacdo de qualquer produto. Posteriormente, em 1962, emendas adicionais
determinaram que a eficicia e a seguranga de um farmaco deveriam ser comprovadas por
meio de ensaios clinicos controlados antes de sua aprovagdao. Porém, somente em 1994 o
Congresso dos Estados Unidos estabeleceu uma defini¢do especifica para suplementos
alimentares.’

Apesar dos avancos regulatérios, ainda existe grande variabilidade na qualidade e
composi¢do dos produtos disponiveis no mercado, além de numerosos relatos de
contaminagdo e adulteragdo. Um estudo publicado pela Drug-Induced Liver Injury Network
(DILIN) em 2019 revelou que, dentre 272 suplementos a base de ervas e dietéticos analisados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, 51% apresentavam rotulagem incorreta.* A FDA
estima que esses produtos estejam relacionados a cerca de 50.000 eventos adversos anuais,
sendo a maioria associada a lesdes renais e hepéticas.’

De forma semelhante, no Brasil, a regulamentacdo de suplementos alimentares
também passou por um processo evolutivo. O primeiro marco normativo relevante foi a
Portaria n°® 32/1998, que estabeleceu diretrizes especificas para suplementos vitaminicos e
minerais. Posteriormente, a RDC n° 243/2018 criou uma categoria propria para suplementos

alimentares e redefiniu os requisitos sanitarios aplicdveis a esses produtos. Apesar desses
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avangos, a fiscalizagdo e o controle de qualidade ainda enfrentam desafios consideraveis,
sendo que entre 2020 e 2025, cerca de 63% dos processos de investigacdo abertos pela
ANVISA envolveram suplementos alimentares.®

A popularidade dos suplementos vem crescendo significativamente devido as diversas
alegacdes de beneficios associados ao seu consumo, incluindo potencial auxilio na perda de
peso,”® ganho de massa muscular,’ fortalecimento da imunidade,'® dentre outros. Contudo,
cabe destacar que a ANVISA, por meio da RDC 243/2018, define suplementos alimentares
como produtos que complementam a alimentacao, nao sendo medicamentos e, portanto, nao
tratam, previnem ou curam doencas.'!

Atualmente, outro uso dos suplementos que vem ganhando destaque sdo as
formulagdes destinadas a induzir o sono e melhorar sua qualidade.'?'* Com a vida moderna e
o aumento generalizado da ansiedade, além da necessidade de trabalhos noturnos, ha um
prejuizo na qualidade de vida geral de pessoas que niio possuem um sono reparador.’> Como
consequéncia, observa-se uma crescente demanda por alternativas que solucionem este
problema. Desta forma, os suplementos alimentares tornam-se apelativos devido a sua isencao
de prescrigdo médica e a percep¢ao de menor risco associado ao uso, quando comparados a
farmacos convencionais. Entre os suplementos mais utilizados para indugdo do sono ¢ melhor
qualidade do sono reparador, destacam-se a melatonina, vitamina D, zinco, magnésio e

triptofano.'®

Triptofano

O L-Triptofano (Trp, L-2-amino-3-(indol-3-il)propidnico), destacado na Figura 1, ¢é
um aminodcido essencial utilizado na biossintese de proteinas, ndo podendo ser sintetizado
pelo organismo humano e, portanto, deve ser ingerido na dieta.!”!® Suas principais fontes de
obtengdo natural sdo a ingestdo de alimentos como leguminosas, laticinios, vegetais e frutas, e
a recomendacio atual para adultos sauddveis é de cerca de 4 mg kg ! de L-TRP por dia."”
Apds o consumo, o triptofano ¢ rapidamente absorvido pelos capilares da parede intestinal.
Uma pequena quantidade do aminoacido permanece livre, enquanto a maior parte
(aproximadamente 80% a 90%) ¢ transportada ligada a albumina através do sangue até o

cérebro.?’
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Figura 1. Estrutura do triptofano

NH/

OH
HoN

Fonte: A autora.

O metabolismo do triptofano ocorre predominantemente por trés vias principais: a via
da quinurenina (Kyn), a via da 5-hidroxitriptamina (5-HT) e a via do indol. Dentre elas, a via
da quinurenina representa o principal destino metabdlico do Trp, sendo responsavel pela
degradacio de mais de 95% desse aminoacido.’! A maioria dos metabdlitos da via da
quinurenina sd3o neuroativos e desempenham papéis essenciais na regulacdo da funcdo do
receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) e na producdo de radicais livres. A excitotoxicidade
mediada pelo receptor NMDA e a produgdo excessiva de radicais livres estdo envolvidas em
doencgas neurodegenerativas como a doenga de Huntington, a doenga de Parkinson e a doenga
de Alzheimer.?

O triptofano atua também como precursor fundamental na sintese de serotonina e
melatonina, por meio de uma via metabolica distinta. A via serotoninérgica ocorre
principalmente no sistema nervoso central, no trato gastrointestinal e nas plaquetas, onde o
triptofano ¢ convertido em serotonina (5-HT), sendo a maior parte produzida no trato
gastrointestinal.”> A disponibilidade de triptofano afeta significativamente a producio de
serotonina, que, por sua vez, influencia o humor e as fungdes cognitivas.?*

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) ¢ o produto da via serotoninérgica, sendo
sintetizada predominantemente na glandula pineal, modulando uma grande variedade de
processos fisioldgicos, incluindo a regulagdo de efeitos neuroprotetores, fungdes
comportamentais, ritmos circadianos, atividade anti-inflamatéria e antioxidante e a
estimulagdo da fun¢do imunoldgica.?® Sua sintese apresenta ritmo circadiano bem definido,
com niveis maximos durante o periodo noturno, o que a torna um mediador essencial na
sincronizacdo entre o ciclo luz-escuro e as fungdes fisioldgicas do organismo.?

Tendo em vista este contexto, a suplementacao de triptofano tem sido considerada no
tratamento de disturbios do sono e da depressao, principalmente devido a sua relagdo com a
sintese de serotonina e melatonina, sendo também utilizado como auxiliar na melhora de
distarbios cognitivos, ansiedade e doengas neurodegenerativas.?’” Além disso, uma ingestdo

diaria de L-TRP pode melhorar e prevenir enxaquecas e sintomas estomacais e intestinais.?*°
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Técnicas de quantificacdo para o triptofano

Algumas técnicas utilizadas na detec¢ao e quantificacdo de triptofano sdo descritas na
literatura e incluem, por exemplo, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS — do inglés, Liquid Chromatography - Mass Spectrometry)’®=2, cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC — do inglés, high-performace liquid chromatography) com
detector de fluorescéncia (HPLC-FLD)** e com detec¢do ultravioleta-visivel (HPLC-
UV/Vis). 3438

No trabalho de Botella et al.’®> a técnica de HPLC-UV/Vis foi aplicada para a
determinagdo de triptofano em abdboras (Cucurbita moschata). A separacao cromatografica
foi realizada sob condi¢des de gradiente de fase reversa, nas quais o efeito do pH e do
modificador organico também foram estudados. Apds a otimizacdo, o processo analitico
completo foi validado, possuindo 6tima exatiddo com recuperacdo entre 92,0% e 109,0% e
desvio padrao relativo inferior a 10,0%. Os limites de detec¢dao obtidos variaram entre 0,04 e
0,07 mg L.

Conforme o trabalho de Lan-gan et al.*’, foi desenvolvido um método rapido e
sensivel utilizando HPLC-FLD para detec¢ao simultanea de dcido quinurénico e triptofano em
plasma humano. Para o triptofano a recuperagdo média foi de 104,43% e o limite de detec¢ao
foi de 0,001 pmol L™!. J4 para o 4cido a recuperagio média foi de 101,19% e o limite de
deteccdo foi de 0,05 nmol L.

Apesar de fornecerem métodos analiticos precisos e exatos, 0s equipamentos
supracitados exigem um grande esfor¢o nos processos de pré-tratamento de amostras, os quais
costumam ser extensos € complexos, com operacdes detalhadas que exigem um treinamento
especializado para o seu uso, além da necessidade de reagentes especificos que possuem,
geralmente, um alto custo, assim como o0s proprios equipamentos e pegas. Ainda ha a
necessidade do transporte de amostras, ja que os equipamentos ndo costumam ser deslocados
dos laboratorios de origem.*

A utilizagdo de métodos eletroanaliticos para este aminoacido ¢ amplamente relatada
na literatura, principalmente com o uso de eletrodos modificados.**>* Estes métodos, além de
serem baratos do ponto de vista do custo operacional, apresentam facilidade em melhorar a
sensibilidade a partir de modificagdes das superficies dos eletrodos, o que gera um maior

incremento nos resultados obtidos.
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A eletroanalitica

Os primeiros registros de estudos voltamétricos datam de 1922, realizados por
Heyrovsky e Kuceras usando a polarografia, que consiste em utilizar um eletrodo gotejante de
merctrio como eletrodo de trabalho.”! Nas ultimas décadas, houve uma transicdo para
eletrodos e dispositivos que gerem menos residuos toxicos € sejam mais “ambientalmente
amigaveis” (eco-friendly), aumentando a seguranga da técnica para quem a opera e
diminuindo seus impactos a natureza.

Dentre as técnicas eletroanaliticas, a voltametria tem sido amplamente utilizada. Seu
principio baseia-se na aplicagao controlada de um potencial por um determinado tempo sobre
a superficie de um eletrodo, obtendo-se uma resposta em forma de corrente, que ¢
proporcional a concentracdo do analito eletroativo em solugdo. A passagem de corrente
acontece quando elétrons sdo transferidos entre uma espécie eletroativa (analito) e um
eletrodo, durante uma reagdo redox.’?> A corrente total medida ¢ constituida por duas
componentes. A corrente faradaica, relativa a reacao de oxireducdo da espécie em estudo no
eletrodo e a corrente capacitiva, que ocorre quando a carga se acumula na interface eletrodo-
eletrolito, sem envolver reacdes redox.>> Ambas as correntes coexistem em todas as analises,
mas frequentemente busca-se separar ou minimizar a capacitiva (principalmente por técnicas
de pulso) e isolar ou amplificar a corrente faradaica, crucial para anélise.**

Nas andlises voltamétricas, trés modos de varredura destacam-se por serem mais
utilizados, sendo eles a voltametria ciclica (CV, do inglés cyclic voltammetry), a voltametria
de pulso diferencial (DPV, do inglés differential pulse voltammetry) e a voltametria de onda
quadrada (SWV, do inglés square wave voltammetry). A CV ¢ geralmente empregada para
caracterizar o comportamento eletroquimico do sistema.’®> J4 a DPV e SWV sdo modos de
varredura mais sensiveis e que trabalham com o aumento progressivo de pulsos de potencial.
As técnicas de pulso tém a vantagem de minimizar a contribuicdo das correntes capacitivas
para o sinal total medido. Essa vantagem ¢ importante, pois as correntes capacitivas nao
dependem da concentracao do analito na solugdo, atrapalhando principalmente a analise de
compostos com concentragdes muito baixas.>®

A célula eletrolitica ¢ composta por trés eletrodos: o de trabalho (WE - do inglés
working electrode) onde a reagdo eletroquimica de interesse ocorre, o de referéncia (RE - do
inglés reference electrode), geralmente feito de calomelano saturado (KClsi.) ou de
prata/cloreto de prata (Ag/AgClsa.) € o auxiliar (AE - do inglés auxiliary electrode), como

mostrado na Figura 2.7 O conjunto forma um sistema pequeno quando comparado a outros
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equipamentos analiticos, como HPLC e GC-MS. Nos ultimos anos houve um aumento de
artigos cientificos focados na miniaturizacdo de sistemas eletroanaliticos, buscando analises
rapidas, mas que ainda obtivessem resultados confidveis e replicaveis. Com o avanco da
tecnologia de impressao, atualmente ¢ possivel obter dispositivos miniaturizados, compactos e
com minima geracao de residuos, como os eletrodos impressos, que favorecem analises in
loco, permitindo sua aplicacdo para monitoramento ambiental, controle de qualidade

industrial e em 4reas hospitalares.>® !

Figura 2. Célula eletrolitica com eletrodos de referéncia, trabalho e auxiliar.

Eletrodo de Eletrodo
referéncia auxiliar
Eletrodo de
l trabalho

me%h _FF---/
\\"“ - —

Fonte: A autora.

Eletrodos impressos

Desde a década de 1990 com a tecnologia de screen-printing, adaptada da industria de
microeletronica, tornou-se possivel produzir sensores comerciais em grande escala, com baixo
custo, elevada reprodutibilidade e confiabilidade, caracteristicas que os tornam extremamente
promissores para aplicagdes de monitoramento in loco.®> O uso combinado de eletrodos
impressos ¢ da eletroanalise reduz a necessidade de transporte de amostras para um
laboratodrio e sua preparacao, permitindo que as medigdes sejam feitas diretamente no local de

interesse.®
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A Figura 3 traz um exemplo de um eletrodo de carbono impresso (SPCE - do inglés
screen printed carbon electrode) constituido pelo conjunto de trés eletrodos. Neste caso, a
célula eletrolitica que normalmente levaria 10 mL de solucdo, ¢ reduzida para uma gota, que

consegue cobrir totalmente o sistema dos eletrodos.

Figura 3. SPCE disponivel comercialmente

hMenohm
DropSens

110

Eletrodo de auxiliar
de carbono
Eletrodo de trabalho

de carbono Eletrodo de referéncia

de prata

Fonte: Metrohm®

Os eletrodos impressos sdo bastante versateis em relagdo as suas proprias composicoes
e modificagdes superficiais. Varias substancias, como ouro, prata, platina e carbono, podem
ser aplicadas na constru¢do de eletrodos, permitindo ao analista projetar o melhor dispositivo
com base em sua finalidade, para otimizar a seletividade e a sensibilidade do eletrodo frente a
um analito.%

O uso de eletrodos impressos para analise de triptofano ja foi relatado na literatura,

sempre com o uso de modificadores. Nazarpour et al.®

utilizaram nanoparticulas de 6xido de
grafeno/ouro reduzidas feitas com folhas de E. fereticornis como um agente redutor
ecologicamente correto. As nanoparticulas foram aplicadas em um eletrodo impresso para
quantificar triptofano em amostras de saliva, soro e plasma, obtendo-se uma curva de
calibragdo entre 0.5-500 pmol/L (R =0.9976) e um limite de deteccdo e quantificagdo de 0,39
e 1,32 pmol L',

Garg et al.*’ fez uso de uma eletrofuncionalizagdo assistida por nitreto de carbono e
boro em SPE para detec¢do de triptofano. O sensor desenvolvido foi testado para monitorar os
niveis de TRP em matrizes complexas, como alimentos e fluidos corporais humanos, obtendo

um limite de detec¢do de 36,4 nmol L', sendo mais baixo que o observado com o eletrodo

sem modificacdo, de 209,0 nmol L.
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Cabe destacar, porém, que modificagdes em eletrodos aumentam o tempo de
frequéncia analitica, além de encarecerem o método. Se a resposta gerada pelo modificador
ndo melhorar a seletividade e sensibilidade de forma significativa, sua utilizacdo pode ndo ser
compensada, sendo melhor o uso apenas do eletrodo de trabalho tradicional, caso a resposta

ao analito for adequada.
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3. OBJETIVOS
Objetivo geral

Desenvolver um método eletroanalitico utilizando eletrodos impressos comerciais para

determinar a concentracdo de triptofano em suplementos alimentares.

Objetivos especificos

e Estudar o comportamento eletroquimico do triptofano em eletrodos impressos de ouro,
platina e carbono;

e Otimizar os parametros experimentais, tais como pH, eletrolito de suporte e sua
concentragdo analitica, sempre levando em consideracdo o compromisso entre seus
sinais de intensidade de corrente e perfis voltamétricos obtidos;

e Escolher o modo de operagao voltamétrico mais adequado ao analito e otimizar seus
parametros de acordo com a melhor resposta analitica;

e Construir a curva de calibragdo e obter os valores dos limites de deteccao e
quantificagao;

e Avaliar a sensibilidade do método frente a interferentes comumente encontrados em
formulagdes farmacéuticas;

e Quantificar a concentragdo de triptofano em formulagdes de suplementos alimentares

disponiveis comercialmente.
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4. MATERIAIS E METODOS
Reagentes e solucoes

Reagentes

Os reagentes que foram utilizados para o desenvolvimento do projeto estdo listados no

Quadro 1.

Quadro 1. Fontes e caracteristicas dos reagentes que foram utilizados.

REAGENTES FORMULA MARCA PUREZA
Acido acético C2H402 Vetec >99.7%
Acido borico H:BO3 Acros Organics >99,5%
Acido citrico CsHsO7 Reagen >99,5%

Acido cloridrico HCl Quimica Moderna =37,0%

Acido fosférico H3POg4 Grupo Quimica >85,0%

Citrato de sodio NaCsHs07 Sigma-Aldrich >99,0%

Fosfato de s6dio monohidratado NaH>PO4.H,0 Neon >98,7%
Glicina CoHsNO» Synth >99,0%

Hidroxido de sodio NaOH Vetec >99,0%
Triptofano C11H12N202 Sigma-Aldrich >98,0%

Solucoes

A solucao estoque de TRP foi preparada em 4gua ultrapura na concentragdao de 1,0 x
1073 mol L™!. As solugdes tampdo Britton—Robinson (B-R) foram obtidas a partir da mistura
dos 4cidos acético, borico e fosforico (0,1 mol L™!), em uma faixa de pH entre 2 e 12.
Utilizou-se também solugdes do tampao citrato, composta por acido citrico e citrato de sédio,
do tampao HCI-Glicina, composto por acido cloridrico e glicina, e do tampao Mcllvaine,
composto por acido citrico e fosfato de sédio, todas em pH 3,0. Para ajustar os diferentes
valores de pH, utilizaram-se pérolas de NaOH 97%.

O armazenamento das solugdes foi realizado sob refrigeragdo a 4 °C, com utilizagao

em, no maximo, 90 dias. Todas as solugdes aquosas foram preparadas utilizando agua
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ultrapura do sistema Milli-Q, da empresa Millipore (Bedford, MA, USA), que apresenta
resistividade de 18,2 MQ cm a 25°C.

Instrumentacao
Sistema eletroquimico

As leituras voltamétricas foram realizadas sobre um eletrodo impresso, que consiste
em uma unica peg¢a dividida em trés eletrodos: eletrodo de trabalho, que pode ser feito de
carbono, ouro ou platina (possuindo 4 mm de didmetro); eletrodo auxiliar de material
correspondente ao eletrodo de trabalho; e eletrodo de referéncia de prata. Este conjunto ¢

nomeado de sistema eletroquimico e suporta um volume maximo de 100.0 pL.

Equipamentos

A obtenc¢ao dos voltamogramas foi feita com o uso de um potenciostato/galvanostato
PalmSens (Palm Instruments BV — Holanda) conectado a um computador pessoal contendo o
software PSTrace (versao 5.11). Os eletrodos impressos foram inseridos em um conector
adequado, responsavel por transmitir os dados gerados ao sistema computacional, sendo
posteriormente tratados em programa grafico. O sistema utilizado para realizar as leituras
voltamétricas pode ser visualizado na Figura 4. As verificagdes de pH foram realizadas com
0 uso de um conjunto medidor de eletrodo combinado Ohaus (Modelo ST3100-F), apos

calibragio.

Figura 4. Sistema utilizado para realizacdo das leituras voltamétricas, contendo potenciostato conectado em um

notebook € com um conector para eletrodos impressos.

Fonte: A autora.
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Procedimento experimentais
Ativagdo e limpeza eletroquimica

A ativagdo da superficie do SPCE foi realizada por meio de 40 leituras de voltametria
ciclica entre 1,0 e 2,0 V, a uma velocidade de varredura de 500,0 mV s, utilizando 100,0 puL
de solugdo tampao B-R 0,1 mol L'em pH 12,0.

O processo de limpeza consistiu na remoc¢ao da gota com papel absorvente, seguida
de lavagem do eletrodo com agua destilada. Adicionalmente, foi realizada uma limpeza
eletroquimica mediante trés leituras ciclicas aplicando os mesmos parametros utilizados no

processo de ativagao.

Medigoes eletroquimicas

O primeiro estudo foi feito visando avaliar o comportamento eletroquimico do
triptofano em eletrodos impressos de carbono, platina e ouro. Testou-se os eletrodos
utilizando o mesmo aparato instrumental descrito no topico anterior. Para isso foi utilizada
uma solu¢io de TRP 10,2 mg L' em solugdo tampio B-R 0,1 mol L' (pH 4,0). Foi
depositada uma aliquota de 100 pL desta solucdo na superficie do eletrodo de trabalho

utilizando uma velocidade de varredura de 50 mV s !

, em uma faixa de potencial entre 0,3 V
e 1,1 V. Em seguida, estudou-se o perfil voltamétrico em solu¢do B-R com valores de pH
entre 2,0 e 8,0, juntamente com os eletrélitos suporte Citrato, HCI-Glicina e Mcllvaine,
tamponantes na faixa de pH escolhida (pH 3,0), sempre avaliando o melhor compromisso
entre intensidade de corrente e perfil voltamétrico. O tampao B-R foi selecionado e avaliado
nas concentra¢des entre 0,025 a 0,3 mol L. Também avaliou-se o processo eletroquimico

predominante (difusional ou adsortivo) sobre a superficie do eletrodo, por meio da variagdo

da velocidade de varredura.

Desenvolvimento do método analitico

Para escolha da técnica, utilizou-se dois diferentes modos de varredura de potenciais,
sendo eles a voltametria linear (LSV, do inglés linear scan voltammetry) e de pulso
diferencial (DPV) utilizando como tampéo Britton-Robinson 0,05 mol L™! (pH 3,0) e TRP em
concentragio de 5,1 mg L™! no SPCE com velocidade de varredura variando entre 10, 50, 100
e 200 mV s ! para cada técnica, em uma faixa de potencial entre 0,3 V e 1,1 V. Escolhida a

técnica, otimizou-se o parametro de velocidade de varredura.
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Por fim, a validagdo do método foi feita pela constru¢do da curva de calibragao
utilizando-se solugdes de TRP nas concentragdes entre 0,20 e 16,34 mg L! em eletrdlito
suporte tampdo Britton-Robinson 0,05 mol L' (pH 3,0) com velocidade de 125 mV s! e
faixa de potencial entre 0,3 V e 1,0 V. Os parametros como limites de detec¢do e
quantificagdo foram definidos a partir dos dados experimentais obtidos.

De maneira complementar, possiveis interferentes que possam estar presentes em
formulagdes farmacéuticas foram analisados, sendo eles crospovidona, talco, estearato de
magnésio, macrogol, dioxido de titanio, celulose, lactose e os corantes alimentares da marca
Mix, nas cores Azul Jeans (4dgua, alcool etilico, corante azul brilhante e tartrazina) e Vermelho
Natal (4gua, alcool etilico, corante bordeaux S. e amarelo creptsculo). Todos os interferentes
foram utilizados em concentragdo com 10 vezes o valor de TRP (40,8 mg L ™).

Para o teste intra-dia, cinco leituras foram feitas em um mesmo SPCE com uma
mesma concentragao de TRP no periodo de um dia. Para o inter-dia, durante cinco dias foram
feitas triplicatas diariamente repetindo-se a concentrag¢@o de 6,12 mg L1 de TRP em todas as

leituras.

Aplicagcdo em amostra

Para as andlises foi usada uma formulagdo farmacéutica de suplemento de triptofano
da marca Catarinense Pharma, contendo 430,0 mg do principio ativo e os excipientes 6leo de
girassol, gelatina, glicerina, dioxido de titanio, azul brilhante FCF e vermelho 40. Uma
capsula foi diluida em 250 mL de agua Milli-Q sob agitagdao por 2 h. Dessa solugao, 40,0 uL
foram diluidos com agua em um eppendorf de 2,0 mL. Em seguida, 20,0 pL foram diluidos
em um eppendorf de 2,0 mL, utilizando-se solucdo tampao B-R 0,05 mol L' em pH 3.0,

sendo essa solu¢do utilizada para analise.

Seguranca no laboratorio

Reagentes toxicos ou irritantes foram manuseados exclusivamente na capela de
exaustao, com o uso devido de equipamentos de protecao individual (jaleco, 6culos e luvas),
além da manutencao de ventilagdo constante no ambiente para prevenir o acimulo de vapores
nocivos.

As solugdes tampao residuais foram neutralizadas até o valor de pH 7,0 e descartadas

na pia. Residuos foram encaminhados para locais adequados, sendo os liquidos sempre
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descartados em bombonas apropriadas, para futuro recolhimento e tratamento adequado por

uma equipe especializada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Comportamento eletroquimico do TRP em eletrodos impressos de carbono, ouro e

platina

Inicialmente, estudou-se o comportamento dos eletrodos impressos que possuem
melhor resposta frente ao analito TRP. Foram utilizados eletrodos impressos de carbono, ouro
e platina, sem etapas de tratamento prévio ou ativagdo de superficie, sendo avaliados pela
técnica de voltametria ciclica, todos com uma solucdo de TRP de mesma concentragcdao de
10,2 mg L', preparada em solugio tampio B-R 0,1 mol L 'no pH 4,0.

Analisando a Figura 5A, tem-se que o eletrodo de ouro ndo apresentou resposta ao
analito, por apresentar apenas os mesmos sinais do branco, que ¢ somente a solugdo tampao
utilizada, sendo eles provenientes do proprio material do eletrodo. Os voltamogramas para os
eletrodos de carbono e platina podem ser vistos nas Figuras SB e 5C, respectivamente.
Ambos os eletrodos apresentaram somente um sinal de oxidacdo na presenca do analito.
Embora os dois tenham demonstrado resposta de intensidade similares, pode-se notar uma
diferenca entre os perfis dos picos gerados. O sinal de TRP apresentado pelo eletrodo de
carbono ¢ mais definido e menos alargado, contendo uma menor contribuicdo de corrente
capacitiva quando comparado ao sinal obtido no eletrodo de platina, fator que pode
influenciar na seletividade quando outros compostos estdo presentes. Por tal motivo os

eletrodos de carbono foram utilizados nos estudos subsequentes desse trabalho.
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos para o TRP 10,2 mg L™! em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™! (pH 4,0) para os

eletrodos impressos de trabalho, (A) ouro, (B) carbono e (C) platina; v =50 mV s\
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Limpeza eletroquimica

No processo de fabricagdo dos eletrodos, aditivos sdo utilizados nas tintas de
impressao metalicas, os quais podem influenciar a interagdo do analito com a superficie,
comprometendo sua detec¢do eletroquimica correta. Por exemplo, propriedades como
resistividade, condutividade, rugosidade ou até a taxa de transferéncia de elétrons podem ser
afetadas, comprometendo os resultados e impedindo assim a reprodutibilidade.®®7° Nesse
contexto, varios métodos de pré-tratamento de eletrodos podem ser empregados, como
tratamento térmico, polimento mecanico € o uso de solugdes quimicas ou tratamentos
eletroquimicos.”! Para garantir o desempenho e a reprodutibilidade dos eletrodos utilizados, ¢
crucial estabelecer métodos adequados de limpeza de superficie para sua padronizagao.

Durante as analises de TRP, percebeu-se uma queda na intensidade de corrente quando
era utilizada uma solu¢do da mesma concentragdo do analito ao realizar andlises sequenciais
num mesmo eletrodo, como pode ser visto na Figura 6A. Uma limpeza simples com agua

deionizada entre cada leitura ndo foi capaz de melhorar o resultado observado.
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Adicionalmente, além da queda de intensidade, ha uma grande perda na definicdo do sinal
apods cerca de apenas 10 leituras. Possivelmente, esse resultado decorre da formacdo de um
filme polimérico de TRP na superficie do eletrodo.”

Para dar continuidade aos estudos, foi necessario realizar uma limpeza eletroquimica
do SPCE antes de cada andlise, baseando-se na metodologia de remog¢do de filmes

1.73

poliméricos em eletrodos impressos proposta por Oberhaus et al.”” O processo de limpeza

utilizado consiste em realizar trés voltametrias ciclicas entre os potenciais de 1,0 Ve 2,0 V,

em velocidade de 500 mV s™!

, utilizando solucao tampao B-R em pH 12,0. A escolha do pH
foi baseada na maior concentragao de NaOH na solugdo, utilizada no ajuste do pH do tampao.
Isso se deve ao fato de que a literatura ja relatou a aplicacdo de limpeza eletroquimica
associada a solucdes de NaOH para melhorar o desempenho de eletrodos impressos.”

Além de remover o filme formado de triptofano, a limpeza também ativa o eletrodo,
aumentando a intensidade da resposta de corrente obtida e deslocando o sinal para potenciais
mais negativos, como pode ser visto na Figura 6B. Sem o processo, uma resposta de 4,97 pA
¢ alcangada na primeira leitura para o TRP em concentragdo de 4,08 mg L™!, enquanto para o
eletrodo ativado, com essa mesma concentracdo, a intensidade sobe para 11,68 pA, um
aumento de 2,4 vezes. Na Figura 6C ¢ possivel acompanhar a resposta de intensidade de
corrente obtida a cada 10 leituras, tanto para o eletrodo com limpeza eletroquimica, quanto
para o que ndo passou por esse processo. Provavelmente a causa desse comportamento resulta
da remocgao de polimeros e aglutinantes presentes na superficie de eletrodos novos, reduzindo

irregularidades e aumentando a 4rea superficial.”®

Usando o procedimento de limpeza citado,
foi possivel reutilizar o mesmo eletrodo por 30 vezes sem alteragdes significativas na
intensidade de resposta obtida e perfil voltamétrico, evitando a necessidade de descarte dos

SPCE:s a cada leitura e diminuindo significativamente a geragao de residuos.
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Figura 6. Voltamogramas para TRP 4,08 mg L ™! em B-R 0,5 mol L™! pH 3,0 em (A) sem limpeza eletroquimica

e em (B) com limpeza eletroquimica. (C) comparativo de intensidade de corrente para ambos os métodos.
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Otimizacao dos valores de pH

Realizou-se o estudo da otimizagdo de pH com o intuito de avaliar os efeitos dos
diferentes valores na resposta do analito. Utilizando a solu¢ao tampao B-R, foram executadas
leituras voltamétricas em diferentes pHs. A faixa de pH aplicada neste teste foi de 2,0 a 8,0,
sob concentracdo de 0,1 mol L™! e velocidade de varredura padronizada a 50,0 mV s'. A
Figura 7 traz os perfis do TRP com a mudanga de pHs. Os resultados mostram um
deslocamento no potencial a medida que o pH aumenta ao longo das andlises, indicando o
envolvimento de prétons nos processos de oxida¢do.”® Levando em consideragdo o perfil e a

maior intensidade da corrente, foi escolhido o valor de pH 3,0 para estudos posteriores.
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Figura 7. Estudo de pH em voltametria linear para o TRP 5,1 mg L™! em solugdo tampdo B-R 0,1 mol L™'; (A)

pH 2,0 a 8,0 ¢ (B) corrente anoddica e valores de potencial versus pH no eletrodo impresso de carbono;

velocidade fixa em 50,0 mV s
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Estudo eletrélito suporte

Apos averiguar o melhor pH para o TRP, ¢ de suma importancia substituir o eletrdlito
suporte a fim de otimizar o sistema e aumentar a sensibilidade da técnica. O eletrolito suporte
possui uma fun¢do fundamental em estudos eletroquimicos, certificando a neutralidade de
carga e impactando diretamente nos resultados das andlises. A escolha adequada e as
condicdes de utilizacdo desse eletrolito sdo fatores essenciais para assegurar a precisdo e a
confiabilidade dos dados obtidos.”’

Dentro da literatura ha diversos tipos de tampdes disponiveis, escolheu-se aqueles que
incluem o pH 3,0 em sua faixa tamponante. Foram utilizados, além do tampao B-R citado
anteriormente, as solu¢des tampdes de glicina/HCI, citrato e Mcllvaine, todas com
concentragdo 0,1 mol L™!. A Figura 8A apresenta os voltamogramas lineares obtidos para o
TRP a 5,1 mg L. A Figura 8B ilustra a relagio entre as solugdes tampdes e a intensidade de
corrente de pico. Observando-a ¢ possivel perceber que o tampao B-R obteve uma intensidade
muito parecida com o tampdo de glicina/HCI. Entretanto, o tampao B-R desloca o potencial
do sinal para valores mais negativos, reduzindo a energia necessdria para o processo de
oxidagdo. Por essas razoes, o tampao B-R foi selecionado para experimentos subsequentes.

Entretanto, cabe-se destacar, observando-se a Figura 8B, que todos os tampdes
apresentaram respostas de intensidade de corrente muito semelhantes. Esse comportamento
evidencia a possibilidade da utilizagdo de qualquer um dos quatro tampdes para aplicagao da

metodologia, sem comprometimento da corrente, mostrando a versatilidade do método e
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permitindo ao analista maior flexibilidade de escolha conforme sua disponibilidade de

reagentes.

Figura 8. (A) Voltamogramas e (B) intensidade de corrente anddica, para os tampdes glicina, citrato, Britton-
Robinson e Mcllvaine, todos a 0,1 mol L™! (pH 3,0) por voltametria linear utilizando TRP a 5,1 mg L™ em
SPCE; velocidade de varredura de 50 mV s !,
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A otimizagdo da concentracdo do eletrolito suporte foi realizada em seguida, sendo
empregadas diferentes concentracdes da solugao tampao B-R (pH 3,0) com valores de 0,025 a
0,3 mol L™'. A Figura 9 abaixo exibe tanto os voltamogramas referentes as concentracdes
escolhidas, quanto a intensidade de pico anodica de TRP. Como pode ser visto pela Figura
9B, as respostas de corrente foram parecidas entre as concentragdes de 0,05; 0,2 e 0,3 mol
L', porém notou-se um maior desvio padrdo nas concentragdes de 0,2 e 0,3 mol L™! durante
as analises. Como a concentragdo de 0,05 mol L' tem como vantagem também a menor
utilizacdo de recursos para sua fabricacdo por conta de sua menor concentragdo, esta foi

utilizada para realizar os estudos subsequentes.

Figura 9. (A) Voltamogramas para as concentragdes de 0,025, 0,05, 0,10, 0,20 ¢ 0,30 mol L' de B-R (pH 3,0)
por voltametria linear utilizando TRP a 5,1 mg L™! em SPCE; velocidade de varredura de 50 mV s™! e faixa de
potencial de 0,3 a 1,1 V. (B) Intensidade de corrente anddica para as concentragdes entre 0,025 a 0,30 mol L™ de

Britton-Robinson (pH 3,0) obtidas a partir dos voltamogramas anteriores.
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Estudo de velocidade de varredura

Um dos estudos realizados para melhorar a forma que sdo analisadas as amostras
dentro da eletroanalitica ¢ a identificagdo da principal forma que sdo transferidas as moléculas
da amostra para a superficie do eletrodo. Em todas as analises voltamétricas temos duas
etapas ocorrendo no momento da leitura, uma ¢ a difusdo, onde se tem a transferéncia de
massa do analito do seio da solug¢do para o eletrodo a partir de uma diferenga de potencial
aplicada. Este processo faz com que ocorra uma diferenca de concentragdo entre a superficie
do eletrodo com o restante da solugdo, gerando, desta forma, a transferéncia de espécie. Logo
apos a difusdo ocorre a adsorcdo, onde o analito se prende ao eletrodo até que ocorra a
transferéncia de carga e, assim, seja feito a leitura da corrente. Esses dois processos juntos
formam uma cinética onde em diferentes eletrodos e amostras as respostas sdo distintas. Ou
seja, tanto a difusdo quanto a adsor¢do podem ser a etapa lenta do processo e acabar
influenciando mais em determinados estudos realizados. Portanto, € necessario entender
melhor qual das duas transferéncias de massa possui maior influéncia.”®

A primeira etapa ¢ analisar a linearidade da corrente pela velocidade de varredura.
Apos plotar os dados obtidos no experimento, fez-se a regressao linear dos pontos da variagao
da corrente pela velocidade de varredura (Figura 10B). A segunda etapa ¢ idéntica a anterior,
sendo a unica modificagdo a aplica¢do da raiz quadrada na velocidade de varredura. Neste
procedimento, quando a linearidade do grafico se aproxima de uma reta, podemos prever que
o processo de transferéncia de massa ¢ primordialmente difusional. Tendo em vista as
Figuras 10B ¢ 10C, ao analisarmos o valor do coeficiente de determinagio R? referente a
linearidade dos dados, pode-se insinuar que, provavelmente, a reagdo ocorreu com um peso
maior para a adsor¢do, que obteve uma linearidade um pouco maior de 0,992. Entretanto, os
resultados encontrados nao sdao suficientes para determinar qual processo tem maior
influéncia, sendo necessario seguir para a proxima etapa.’®

Esta ultima etapa, diferente das anteriores, estd focada na inclinagdo provocada pelo
grafico do logaritmo da corrente e do logaritmo da velocidade de varredura, onde podemos
identificar com maior confianga se o processo ¢ controlado por adsor¢do ou por difusio.®

Para um processo adsortivo temos que [i a v]:

log(i) = constante + log (v)



32

Alog(i) B

Alog(v) 10

Coeficiente angular =

Para um processo controlado por difusdo temos que [i a v!/?]:

1
log(i) = constante + Elog (v)

Alog(i) B

Alog(v) 0.5

Coeficiente angular =

O gréfico (Figura 10D) logaritmico duplo de corrente versus velocidade fornece
informagdes exatas sobre a natureza e a extensdo do processo de transferéncia de carga, onde
a inclinacdo da reta de 0,5 ou 1,0 corresponde aos processos controlados de difusdao e
adsorgdo, respectivamente.®! Inclinagdes entre 0,5 e 1,0 sugerem que a cinética do sistema nio
favorece de maneira exclusiva nem a difusdo nem a adsor¢do, resultando em um controle
misto do processo.®? Esse foi o caso encontrado para o TRP utilizando-se o eletrodo impresso
de carbono, que possui uma inclinagao de reta de 0,875, apontando que tanto os processos de

adsor¢ao quanto de difusao contribuem para a reacao, com maior influéncia da adsorcao.

Figura 10. (A) Estudo de velocidade de varredura em voltamogramas lineares para o TRP 5,1 mg L! em
solucdo tampdo B-R 0,05 mol L' (pH 3,0) no SPCE; velocidade entre 10 - 175 mV s™'. (B) I versus v, (C) I

versus v’2, (D) log v versus log i.
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Na faixa de potencial estudada, o TRP apresenta apenas um pico de oxidacdo bem
definido no potencial de 0,65 V, indicando um processo irreversivel, uma vez que ndo ha
nenhum pico de reducdo observado, sendo esse comportamento caracteristico de aminoacidos

essenciais eletroativos.®?

Escolha da técnica eletroanalitica para a determina¢io do TRP

Dentre os modos de varredura existentes na voltametria trés se destacam, sendo eles a
voltametria linear (LSV, do inglés Linear Sweep Voltammetry), de pulso diferencial (DPV, do
inglés Differential Pulse Voltammetry) e onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave
Voltammetry). Durante as analises houve dificuldades em obter-se resultados para a SWV,
com grande presenca de ruidos e deformidades nos picos obtidos, possivelmente pela
incompatibilidade dos parametros utilizados com o eletrodo impresso. Portanto, apenas as
técnicas de LSV e DPV foram testadas para o analito. A fim de comparagado, os parametros de
cada uma foram ajustados de modo que ambas possuissem a mesma velocidade de varredura.

Os resultados obtidos estdo presentes na Figura 11. Dentre as quatro velocidades
analisadas, a DPV teve a melhor resposta apenas para a de 10,0 mV s~ !. Tal resultado provém,
possivelmente, da técnica possuir a melhor diferenciacdo da corrente faradaica quando os
valores da velocidade de varredura ndo ultrapassam 10,0 mV s '3 Nas trés velocidades

subsequentes, a LSV foi a técnica que teve o melhor desempenho, principalmente nas maiores
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velocidades. Como os suplementos de TRP disponiveis comercialmente apresentam
concentragdes altas do aminodcido, torna-se adequado utilizar a LSV para os estudos
posteriores, mesmo que a técnica ndo seja tdo sensivel a concentracdes muito baixas. A
otimizacdo da técnica também pode ser feita de maneira rapida e simples, tendo apenas a
velocidade de varredura como parametro relevante para melhorar a analise. Conforme pode
visto na Figura 10A e B, a velocidade de 125,0 mV s ! apresentou um sinal definido e com
menor contribuicdo da corrente capacitiva, além de possuir um desvio padrdo menor quando
comparado a maiores velocidades. Portanto foi a velocidade escolhida para a constru¢ao da

curva.

Figura 11. Voltamogramas referentes as técnicas de LSV e DPV. Condig¢Ges experimentais: eletrolito suporte
tampdo Britton-Robinson 0,05 mol L' (pH 3,0) utilizando TRP 5,1 mg L' em SPCE com velocidade de
varredura variando entre (A) 10,0 mV s}, (B) 50,0 mV s™!, (C) 100,0 mV s, (D) 200,0 mV s,
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Curva de Calibraciao

Utilizando a voltametria linear em velocidade de 125,0 mV s

, seguiu-se para a
construcdo da curva de calibragdo com diferentes concentragdes do TRP. A Figura 12A
apresenta os voltamogramas que foram obtidos. Para sua elaboracdo, utilizou-se como
eletrolito suporte a solucdo tampdo de B-R 0,05 mol L' ajustada para pH 3,0, com
concentragdes de TRP variando entre 0,20 e 20,4 mg L™!. Entre 0,20 e 16,34 mg L' obteve-se

uma faixa linear, sendo que valores posteriores a 16,34 mg L' tiveram uma diminuigdo na
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intensidade do sinal, possivelmente pela saturagdo da superficie do eletrodo de carbono pelo
analito, fazendo com que concentragdes mais altas tendam a atingir uma intensidade
constante, devido ao processo de adsorcdo do TRP. A Figura 12B mostra a curva de
calibracao do TRP (n = 3) em SPCE. Pode-se relacionar a concentragdo de analito e a corrente
com a equagdo de reta encontrada, resultando na equagdo matematica linear 1 = 1,53213
[TRP] + 0,04604 (R? = 0,9995), onde i é a corrente de pico em pA e [TRP] é a concentragio

de triptofano em mg L',

Figura 12. (A) Voltamogramas em LSV para diferentes concentragdes entre 0,20 ¢ 16,34 mg L' de triptofano e
(B) curva de calibragdo utilizando valores entre 0,20 e 16,34 mg L' em SPCE. Condigdes experimentais:

eletrolito suporte tampdo Britton-Robinson 0,05 mol L™ (pH 3,0) com velocidade de 125 mV s,

25
21 (A 1634mgL ™! 20 (B) °
20 ‘
15 -1 < N
=) 0.2mgL =1l
~ ~ 10
5
5 ’M
0
00.4 0.6 0.8 1.0 0 5 10 15
Evs. Ag/V [TRP]/mg L}

Os limites de deteccdo (do inglés, limit of detection, LOD) e quantificacdo (do inglés,
limit of quantification, LOQ) foram calculados por meio das seguintes equagdes, segundo o

método recomendado pela ANVISA *°

Lop = 32° (Equagio 1)

a

Log = 22¢ (Equagdo 2)

Onde DP representa o valor do desvio padrdo do coeficiente linear da equagdo da reta
(0,01639) e arepresenta o coeficiente angular da reta (1,53213). Aplicando-se os dados
resultantes da construg¢do da curva de calibracdo, pode-se encontrar como limites de deteccao
e quantificacdo para o TRP no eletrodo impresso de carbono os seguintes resultados: LOD =

0,04mgL'eLOQ=0,11mgL™"
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Seletividade e Repetibilidade

Posteriormente aos estudos referentes a curva de calibragdo, avaliou-se a seletividade
do método. Foram selecionados potenciais interferentes que frequentemente sdo encontrados
em formulacdes farmacéuticas, além dos corantes alimenticios presentes na amostra
analisada, sendo eles crospovidona, lactose, talco, didxido de titdnio, estearato de magnésio,
macrogol e os corantes azul (INS 133) e vermelho (INS 123). Todos os interferentes foram
analisados em concentracdo 10 vezes superior ao analito. A Figura 13 apresenta os dados
obtidos e os seus respetivos desvios (n = 3). Em todos os casos testados, a interferéncia foi
inferior a 13%, estando de acordo com o valor recomendado (< 15%), indicando adequada

seletividade do método.?¢

Figura 13. Resposta de corrente relativa de cada interferente em porcentagem. TRP 4,08 mg L™! em tampdo B-R

0,05 mol L' pH 3,0 (n = 3).
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A repetibilidade das medi¢des para TRP 6,12 mg L' foi avaliada sob condi¢des
otimizadas, monitorando-se o desvio do sinal da corrente de pico. O desvio padrao relativo
(DPR) obtido para medi¢des intra-dia foi de 0,60%, enquanto para medic¢des inter-dia foi de
3,22% ao longo de cinco dias consecutivos (n = 3). Portanto, os valores de DPR encontrados

indicam que a metodologia proposta apresenta uma repetibilidade satisfatoria.
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Aplicacio em amostra de suplemento

A aplicagdo analitica do método foi feita com formulagdes farmacéuticas de capsulas
de triptofano por meio de calibracdo externa (n = 3), sendo obtidos valores de média 493,3 +
32,4 mg, uma recuperacao de 114,3 + 7,6 % quando comparada ao valor presente no rotulo do
suplemento de 430,0 mg. Os valores um pouco elevados da recuperagdo podem ocorrer
devido ao processo de controle de qualidade dos suplementos alimentares, que ndo sdo
rigorosos como os aplicados aos farmacos,!'! podendo haver uma leve variagio na
concentracdo dos principios ativos. Em um estudo de Setyaningsih et al. sobre controle de
qualidade em suplementos de prolina, foram apresentados valores de teor que oscilaram entre
73% e 121% do declarado no roétulo, evidenciando a ocorréncia tanto de sub-rotulagem
quanto de super-rotulagem nesses produtos.’” Contudo, os valores de recuperagdo obtidos
para o TRP nesse estudo estdo dentro das diretrizes determinadas pela AOAC?®, onde a

porcentagem encontrada deve estar entre 80 e 120% para as concentracdes avaliadas.

Tabela 1. Determinagdo de TRP em formulagdes farmacéuticas (n = 3)

Amostra Rotulo (mg) Experimental (mg) Recuperacio (%)

Férmula farmacéutica 430 493,3+£324 1143+ 7,6
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6. CONCLUSAO

Neste trabalho o SPCE sem modificacdo foi utilizado para a deteccdo do TRP por
meio de uma abordagem metodologica simples, rapida, econdmica e de baixa producdo de
residuos. O eletrodo impresso de carbono apresentou um desempenho promissor em
comparacao com os SPE de ouro e platina. As melhores condi¢gdes encontradas foram com a
utilizacdo da solugdio tampao Britton-Robinson com concentragio de 0,05 mol L™ em pH 3,0.
O estudo de velocidade resultou que o TRP apresenta um processo controlado tanto pela
adsor¢do quanto pela difusdo, sendo um sistema irreversivel, j& que ndo possui pico de
redugdo na faixa estudada. A técnica eletroanalitica de LSV foi a escolhida, j4 que exibiu o
melhor comprometimento entre intensidade de corrente e qualidade do sinal analitico. Com os
parimetros obtidos, construiu-se uma curva de calibracio apresentando uma faixa linear (R? =
0,9995) entre 0,20 e 16,34 mg L™!, possuindo um LOD de 0,04 mg L' e um LOQ de 0,11 mg
L!. O estudo da seletividade se mostrou promissor ao apresentar uma interferéncia inferior a
13%. A avaliacdo da precisdo intradia e interdia, assim como a recuperacdo relativa,

apresentaram resultados dentro das faixas estabelecidas pelas diretrizes da AOAC.
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