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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos
para determinacdo de acido a-lipdico (ALA) em suplemento dietético utilizando
eletrodo de grafite pirolitico (GP) modificado com ftalocianina de cobalto (CoPc) a
partir de técnicas eletroquimicas e pela Analise por Injecdo em Batelada (BIA). Os
voltamogramas ciclicos da oxidagdo de ALA sobre o eletrodo GP/ CoPc
apresentaram um pico irreversivel com potencial ~ +0,85 V vs. Ag/ AgCl, mostrando
um deslocamento do inicio da corrente de oxidacdo em cerca de 100 mV para
potenciais menos positivos, bem como um aumento significativo na magnitude da
corrente de pico, quando comparados ao eletrodo ndo modificado GP. As curvas
analiticas obtidas com as técnicas de voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso
diferencial (VPD) e cronoamperometria apresentaram boa linearidade e
sensibilidade. A técnica de VPD apresentou os melhores valores de limite de
deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), 3,4 x 10° mol L* e 1,2 x 10® mol L*,
respectivamente. Portanto foi a técnica escolhida para determinacdo de ALA.
Resposta voltamétrica do ALA também foi avaliada no eletrodo GP ndo modificado e
modificado em condi¢des hidrodinamicas. A modificacdo do eletrodo GP/ CoPc
produziu um aumento de 2,33 vezes comparado com o eletrodo GP. O método
analitico foi entdo proposto usando o eletrodo GP/ CoPc para deteccdo de ALA por
BIA. O método apresentou uma boa faixa linear compreendida entre (1 x 10° a 1 x
10 mol L™); valores de LD e LQ de 1, 5 x 10 mol L* e 5, 0 x 10® mol LY,
respectivamente, com frequéncia analitica de 208 injecdes/ hora. A quantificacdo de
ALA em suplemento dietético apresentou resultados concordantes com os obtidos
pelo método cromatografico, apresentando um nivel de confianga de 95%. Testes de
recuperacdo foram feitos adicionados uma concentragdo de ALA em amostra de

urina sintética, onde os valores de recuperacao foram na faixa de 98 a 107%.

Palavras-chave: Acido a-lipdico. Ftalocianina de cobalto. Técnicas eletroquimicas.
Andlise por injecdo em batelada.



ABSTRACT

This work describes the development of electroanalytical procedures for a-lipoic acid
(ALA) determination in dietary supplement using a pyrolitic graphite electrode (PG)
modified with cobalt phthalocyanine (CoPc) from electrochemical techniques and by
Batch Injection Analysis (BIA). Cyclic voltammograms of ALA oxidation on the PG/
CoPc electrode presented an irreversible peak ~+0.85 V vs Ag/ AgCl, a value about
100 mV to less positive potential, well as a significant increase in the magnitude of
peak current compared to the PG electrode unmodified. The analytical curves
obtained with cyclic voltammetry (CV), differential pulse voltammetry (DPV) and
chronoamperometry showed good linearity and sensitivity. The DPV technique
showed the best values of limit of detection (LOD) and quantification (LOQ) 3.4 x 107
mol L™ and 1.2 x 10® mol L™?, respectively. Therefore was chosen for determination
of ALA on technique. Voltammetric response of ALA was also evaluated in PG
electrode unimodified and modified in hydrodynamic conditions. The modification of
the PG/ CoPc electrode produced an increase of 2.33 times compared to the PG
electrode. The analytical method was then proposed using the PG/ CoPc electrode
for detection of ALA by BIA. The method showed a good linear range between (1.0 x
10°to0 1.0 x 10* mol L™), values of LOD and LOQ of 1.5 x 10®mol L™ and 5.0 x 108
mol L*, respectively, with analytical frequency of 208 injections/ hour. The
quantification of ALA in dietary supplement showed concordant results with those
obtained by chromatographic method, with a confidence level of 95%. Recovery tests
were performed added a concentration of ALA in a sample of synthetic urine, where

the recovery values were in the range 98 - 107%.

Keywords: a-Lipoic acid. Cobalt phthalocyanine. Electrochemical techniques.

Injection analysis batch.
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Capitulo 1 - Introdugdo



1 INTRODUCAO
1.1 Antioxidantes

Com o aumento das patologias causadas por radicais livres torna-se cada
vez mais importante o entendimento sobre os antioxidantes, que sdo agentes
responsaveis pela inibicdo e reducdo das les6es causadas pelos radicais livres nas
células [1].

A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as
defesas antioxidantes (enzimas e moléculas ndo enzimaticas) sao condi¢cdes
essenciais para o funcionamento normal do organismo. Quando este equilibrio tende
para a producdo de radicais livres dizemos que 0 organismo estd em estresse
oxidativo, e nessas situacdes os radicais livres em excesso podem oxidar e danificar
a estrutura celular, inibindo a sua fun¢éo normal e conduzindo a varias doencgas [2].

A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena, ou ser provenientes

da dieta alimentar e outras fontes [3] (Figura 1).

~ Antioxidantes
4 _ ultravioletas

\ radicais livres

alimentagdo deficiente  ©

; cdluls = ™ célula
- destruida normal

Figura 1. Acdo dos radicais livres Fonte: Oliveira, 2006.



Dentre os inumeros antioxidantes existentes convém destacar o acido a-
lipéico (ALA), um poderoso antioxidante que vem se destacando nos ultimos anos
por suas propriedades quimicas que atuam no tratamento de deméncias relacionado

ao estresse oxidativo [4-6].

1.2 Acido a-lipéico

O &cido a-lipdico (1,2-ditiolano-3-pentandico), também conhecido como
acido tidico € um poderoso antioxidante que tem a propriedade de suprimir radicais
livres [7]. Sua estrutura consiste em uma cadeia com 8 atomos de carbonos, com
uma carboxila em uma das extremidades como grupo funcional e um anel ditiolano,
com inicio no carbono 6, na outra extremidade. (Figura 2). Devido a presenca de um
atomo assimétrico de carbono em sua estrutura, o ALA é um composto opticamente
ativo, dessa forma a molécula existe como dois enantibmeros: R-(+)- acido lipbico ou
S-(+)-acido lipdéico, como uma mistura racémica R/S-acido lipéico. No entanto,
somente o R-(+)- &cido lipéico € capaz de participar das reacdes enzimaticas

metabdlicas tornando um cofator essencial em sistemas bioldgicos [8].

COOH

S—S

Figura 2. Estrutura molecular do acido a- lipdico

Em sua forma lipoamida, funciona como um cofator para o complexo
multienzimatico que catalisa a descarboxilagdo oxidativa do a-cetoglutarato e a-
cetoacidos em processo mitocondrial [9]. A capacidade antioxidante esta relacionada

ao agrupamento tiol que reagem diretamente com os radicais livres [10-11].



Na literatura, descreve varios possiveis efeitos terapéuticos, por exemplo,
na prevencao dos efeitos do envelhecimento, no tratamento de doencas associadas
com o estresse oxidativo, tais como: esclerose mdltipla, doenca de Alzheimer [4-7],
também tem sido mostrado para ajudar no tratamento de danos nos nervos em
doentes diabéticos, previne a neuropatia diabética e cardiopatia, dentre outras
deméncias [12-15].

O ALA é encontrado em carnes vermelhas, espinafre, brocolis, batata,
inhame, cenoura, beterraba, levedura de cerveja etc. [16]. Ele é utilizado em seres
humanos pela via tdpica, oral ou endovenosa. A via topica é preferencialmente
utilizada em dermatologia, com efeito antienvelhecimento de pele. Apesar do ALA
nao ter efeito téxicos, a sua administracdo ndo deve exceder a dose recomendada
de 200 - 300 mg/ dia para efeito antioxidante e de 400 - 600 mg/ dia para tratamento
de diabete. Uma overdose pode causar ansiedade, fadiga e convulsao [17].

O ALA e sua forma reduzida séo considerados como antioxidantes
universais, pois sao ativos em meio aquoso e em meio lipidico [10-13]. Além disso,
suas propriedades incluem a capacidade de quelar metais e reter espécies reativas
ao oxigénio, regenerar antioxidantes enddgenos, além da participacdo no reparo de
sistemas do corpo humano [18-19].

Varios métodos analiticos séo descritos na literatura para a determinacéo
de ALA, incluindo cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
eletroquimica (HPLC-ECD) [20], de deteccdo de quimioluminescéncia (CL) [21],
cromatografia acoplada a espectrometria de massa (MS) [22], eletroforese capilar
[23] e as técnicas eletroquimicas [24-25].

Atualmente, estas técnicas mencionadas sao utilizadas como ferramentas

analiticas para o controle de qualidade de formulagbes farmacéuticas,



principalmente as cromatograficas, pois apresentam elevada exatiddo, boa
detectabilidade e confiabilidade. Embora, as técnicas cromatograficas
preferencialmente sejam utilizadas no controle de qualidade, estas incluem varias
desvantagens, tais como: alto custo do equipamento e manutencédo, consumo de
reagentes organicos com elevado grau de pureza e geracao significativa de residuos
[26]. Em muitos casos, por exemplo, formulacbes farmacéuticas contendo apenas
um anico componente ativo, as técnicas de separacdo sdo desnecessarias desde
gue 0s excipientes presente na matriz ndo sejam um interferente na resposta
analitica [27].

Assim, as deteccdes eletroquimicas surgem como métodos promissores,
pelo fato de ser menos trabalhosa e apresentam vantagens tais como: simplicidade,
reducdo do tempo de andlise, baixo custo e seletividade em analises laboratoriais de

rotina e em muitas das vezes em escala industrial [24,27].

1.3 Eletrodos Quimicamente Modificados

O termo Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM’s) surgiu em meados
dos anos 1970, identificando assim, um conjunto de dispositivos que possuiam
espécies quimicamente ativas imobilizadas na sua superficie [28]. A variedade de
materiais e possibilidades de combina-los proporciona um grande campo de atuagao
destes dispositivos, tendo assim, varios fins e aplicacdes, desde a catalise de
reacdes organicas e inorganicas até a transferéncia de elétrons em moléculas [29-
33].

Em processos eletrocataliticos onde a oxidacdo ou reducdo de uma
molécula reagente envolve uma cinética de transferéncia de elétrons lenta na

superficie do eletrodo, a modificacdo quimica do eletrodo pode acelerar a troca de



elétrons entre o eletrodo e a espécie envolvida e até mesmo, antecipar o inicio da
reacao, reduzindo o sobrepotencial de ativacéao [34-35].

A habilidade de manipular as propriedades dos EQM'’s pode levar a uma
variedade de efeitos interessantes, dentre os quais se destacam a eletrocatélise, a
prevencado de envenenamento da superficie e seletividade dos eletrodos [36].

Véarios sdo os métodos utilizados para a introducdo de um agente
modificador sobre o eletrodo base, como exemplo, destaca-se a adsorcao
irreversivel que é uma maneira de incorporacdo simples e rapida de compostos em
uma ampla gama de eletrodo base [37], também é um processo de equilibrio, o que
pode levar a ocorréncia de dessorcdo do modificador para o meio durante sua

utilizacao [38].

1.4 Sensores a base das metaftalocianinas (MPc)

As ftalocianinas (do grego ftalo = 6leo de rocha, cianina = azul), sdo
compostos artificiais que foram acidentalmente descobertas no ano de 1907 por
Brawn e Tcherniac, como sendo um subproduto na sintese da o-cianobenzamida
[39]. Por volta de 1930, Linstead e Robertson, determinaram a estrutura das
metaftalocianinas, um sistema altamente conjugado que consistia em 4 unidades de
isoindol [40-41]. Esse sistema (Figura 3) possui uma alta densidade eletronica
devido aos seus 18 elétrons ™ do anel macrociclico que sdo responsaveis pelas
caracteristicas espectroscopicas deste composto, o que confere suas propriedades

eletronicas [42].
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Figura 3. Estrutura de uma metaloftalocianina (MPc)

A utilizacdo das metaftalocianinas tem sido expandida em muitas areas
como desenvolvimentos de sensores e biossensores quimicos, polimeros
condutores, também sdo usados como corantes e tintas. Possui propriedades fisicas
e quimicas particulares, com altas estabilidades térmica e quimica, ndo toxidade,
atividade redox bem definida e o carater semicondutor predominante nessas
moléculas [43-45].

As metaloftalocianinas sdo compostos geralmente estaveis e apresentam
estruturas similares as porfirinas de origem natural, que se adsorvem muito
fortemente sobre as superficies de carbono e grafite em niveis de monocamadas
[46-47]. A imobilizacdo deste material no eletrodo base exibe atividade
eletrocatalitica para uma grande variedade de reacfes eletroquimicas de interesse
pratico, como as reacdes e reducdo de oxigénio e peroxido de hidrogénio [48],
oxidacbes de mercaptanas [49], hidrazina [50], ions nitrito e Oxido nitrico [51].
Estudos realizados com a classe ftalocianina de cobalto (CoPc), (Figura 4) como
agente modificante proporciona boa sensibilidade e baixo tempo de resposta [52],

devido a atividade catalitica estad correlacionada com a densidade de elétrons
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localizados no metal central [47] e com o potencial dos pares redox correspondente

da molécula [48].

Figura 4. Estrutura da ftalocianina de cobalto

1.5 Técnicas Eletroquimicas
1.5.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) € uma técnica eletroquimica que consiste no
registro de uma corrente elétrica, que passa no eletrodo de trabalho, imerso em uma
solucdo do composto de interesse, quando neste é aplicado um potencial que varia
continuamente com o tempo a uma velocidade constante. A variacdo deste potencial
conduz a ocorréncia de reacoes de oxidacdo ou reducdo das espécies eletroativas
presentes na solucdo. Esta técnica mostra-se particularmente eficiente quando se
deseja conhecer a eletroatividade de compostos, investigar reacdes quimicas
acopladas e estudar a superficie do eletrodo, fornecendo também informacdes a

respeito da reversibilidade [36].
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No uso desta técnica usa-se uma celula eletroquimica, geralmente com 3
eletrodos: trabalho, referéncia, que permite o monitoramento do potencial do
eletrodo de trabalho e o auxiliar que sdo imersos em uma solucdo eletrolitica
controlados por um potenciostato (Figura 5). O método consiste em aplicar ao
eletrodo de trabalho um potencial que varia continuamente com o tempo, levando a
ocorréncia de reacbes de oxidacdo e/ou reducdo de espécies eletroativas na
solucédo e a producdo de corrente capacitiva, resultante do carregamento da dupla
camada elétrica [53-54]. Os principais parametros de interesse em um voltamograma
ciclico séo: potencial de pico anédico (Epa), potencial de pico catddico (Epc) e as

correntes de pico anddico (Ipa) e catédico (Ipc).

Potencial
Corrente

Tempo Potencial

Figura 5. Representacdo esquematica
+ do experimento de VC: E;: Potencial
inicial; Es: Potencial final; Es. Potencial
de inversao; EA: Eletrodo auxiliar; ER:
Eletrodo referéncia e ET: eletrodo de
trabalho.

1.5.2 Voltametria de Pulso Diferencial

Na voltametria de pulso diferencial (VPD), pulsos de amplitudes fixos
sobrepostos a uma rampa de potencial crescente sdo aplicados ao eletrodo de
trabalho. A corrente € medida duas vezes, uma antes da aplicagdo do pulso (I1) e
outra no final (l). (Figura 6). A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da

segunda, a fim de fazer a correcdo da corrente capacitiva, pois, a medida que se
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aplica o pulso, ocorre um acréscimo da contribuicdo da corrente capacitiva e da
corrente faradaica [53,55]. Cabe ressaltar que apenas a corrente faradaica é
proporcional a concentracdo do analito. A diferenca das correntes € plotada versus o
potencial aplicado. O voltamograma é de forma gaussiana, cuja area do pico é

diretamente proporcional a concentracao do analito.

rampa de po(encial,’ﬂ—ﬁ—[_
ff _‘| {l corrente

[ ¥ ampiitude de Al = ](2) - (1)
4 4 g g5t 180090
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A
: = t |
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|
i s : periodos
-
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Figura 6. Esquema de aplicacdo de potencias de potenciais por voltametria de pulso

diferencial

1.5.3Cronoamperometria

A cronoamperometria € uma técnica usada em eletrocatalise, com o
objetivo de estabelecer se o sistema atinge um estado estacionario, e o valor da
corrente para esse estado. Na cronoamperometria, varia-se o potencial do eletrodo
de trabalho, potencial onde ndo ocorre a reacéao faradaica, até um valor de potencial
E, onde na superficie do eletrodo ocorre a reacdo de transferéncia de carga das
espécies eletroativas. Este potencial E pode ser mantido até o final da experiéncia,

ou no caso de um experimento de cronoamperometria de degrau duplo de potencial,
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um valor E pode ser obtido por nova aplicacdo de um degrau de potencial apés ter

decorrido um tempo t da aplicacdo de potencial inicial [53].

NS

()

-

—— >

0 Time

Figura 7. Experimento cronoamperomeétrico

1.6 Analise por Injecdo em Batelada

A demanda crescente por analises rapidas de um grande numero de
amostras tem resultado no desenvolvimento de sistemas de analise com alta
velocidade e boa precisdo. Assim, neste campo destaca-se a Andlise por Injecdo em
Batelada (BIA — Batch Injection Analysis) que foi apresentada pela primeira vez por
Wang e Taha [57]. Esta técnica analitica é baseada na injecdo de pequenos
volumes do analito na superficie de um detector fixado em uma pequena distancia a
partir da ponta de uma ponteira [58].

Em BIA, volumes pequenos do analito sé&o injetados, com o auxilio de
uma micropipeta. A passagem do analito sobre a superficie do sensor resulta em
sinais transientes semelhantes ao obtidos em Analise por Injecdo em Fluxo (FIA).

Os métodos analiticos empregando detectores amperométricos acoplados
a sistemas BIA apresentam tais caracteristicas: simplicidade, rapidez, eficiéncia,
seletividade, baixo custo e baixo consumo de reagente, alta frequéncia analitica,

sendo de grande interesse em laboratorio de controle de qualidade [59]. Em
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comparacao aos metodos analiticos que empregam o sistema FIA, os métodos que
empregam BIA tém como vantagens adicionais a eliminacdo de problemas tipicos
relacionados as valvulas e bombas do sistema FIA, a eliminacdo a solugéo
transportadora de regente e a possibilidade do desenvolvimento de meétodos
analiticos com caracteristicas portateis [60].

Os conceitos BIA podem ser explicados como apresentado na Figura 8.
Tal sistema consiste em uma célula eletroquimica construida em acrilico. O eletrodo
de trabalho (A) é invertido de sua posi¢ao usual, sendo fixado através de um orificio
aberto na base da célula. Uma micropipeta (B) é acomodada em outro orificio
localizado na tampa da célula, em oposicdo ao eletrodo de trabalho. Nas duas
outras aberturas feitas na tampa séo ajustados os eletrodos de referéncia (C) e
auxiliar (D). Um quarto orificio (E) é usado para a introducdo do eletrdlito suporte,

mantido sob agitacdo (F). Um dreno (G) adaptado préximo a base da célula [61].

Cc
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B. \
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& =S = :E, = =10, =
g T
A
\
\ ' Figura 8. Esquema da célula de BIA [57]: A)
X I Eletrodo de trabalho, B) Eletrodo auxiliar,
N/ 1 = C) Eletrodo de referéncia, D) Micropipeta,
% E) Orificio para preenchimento da tampa, F)
Barra de agitacdo G) Dreno.
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Quando a amostra € injetada, forma uma zona que dispersa a caminho do
detector, com transporte reprodutivel e dispersdo controlada em tempo e espaco
[54]. A resposta tem forma de pico transiente, seguindo de uma rapida de sinal até a
linha de base. A magnitude do sinal é proporcional a concentracao do analito.

Dois fatores contribuem para o sucesso desta técnica que sao o principio
hidrodindmico da superficie wall-jet e a alta diluicdo da amostra. As primeiras células
possuia capacidade para grandes volumes (250 - 700 mL) assegurando desta
forma, alta diluicho das amostras injetadas em microlitros [58]. Isto é vantajoso,
porque evita desperdicio de reagente. Dentre os parametros que influenciam a
resposta BIA destaca a distancia entre eletrodo-ponteira. Segundo a literatura, para
distancias muito curtas, a corrente € pequena, recomenda-se uma distancia de
aproximadamente 2 mm. Acima deste valor, o sinal de corrente volta a diminuir [62].
Tal fenbmeno pode ser explicado de forma semelhante a hidrodindmica wall-jet:
efeitos retornos, que sdo atribuidos a emprego de distdncias pequenas, em

distancias grandes, ocorre um aumento da dispersao da zona de amostra.

1.7 Determinagdes eletroquimicas de acido a-lipdico

Poucos trabalhos tém sido publicados na literatura sobre a determinacao
de ALA utilizando técnicas eletroquimicas. As primeiras quantificacdes voltamétricas
foram realizadas indiretamente com eletrodo de mercurio e pasta de carbono. No
primeiro estudo [63], a onda catalitica de hidrogénio gerada na presenca de cobalto
(I) foi relacionada com a concentragdo de ALA. Em outra, a oxidagdo do cobre
reduzido na presenca de ALA foi relacionada com a sua concentracao [64]. Eletrodo
de pasta de carbono contendo complexo Ni(ll)-ciclohexabutirato também foi

explorado para quantificacdo de ALA [65]. Os trés estudos envolveu uma etapa de
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pré-concentracao e os limites de detec¢des em todos os trés estudos foram situados
na regido de nanomolar. A determinacdo direta do ALA em carbono vitreo foi
relatado por Ziyatdinova et al. [66], que determinou ALA utilizando eletrodo de
carbono vitreo (CV) em solucdo de H,SO, 0,05 mol L™, com a técnica de voltametria
de varredura linear. Um pico anodico irreversivel bem definido foi observado em 0,72
V vs. ECS, a faixa linear obtida foi de 1,15 x 10®° a 1,73 x 10 mol L™ e o limite de
deteccéo (LD) foi de 5, 75 x 10° mol L. O método proposto néo foi aplicado em
amostras reais.

Brett e colaboradores [27], empregaram eletrodo de carbono vitreo na
determinacdo de ALA em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 6, 9, utilizando a
técnica de voltametria de onda quadrada. O eletrodo CV apresentou uma faixa de
resposta linear variando entre 1,0 x 10° a 7,5 x 10°® mol L™ (r= 0,9997), LD de 1, 8 x
10® mol L e limite de quantificacdo (LQ) de 6,1 x 10° mol L™,

Estudos com eletrodos de carbono modificado com nanotubos de carbono
de paredes multiplas [67], foram também realizados para determinacédo de ALA, os
experimentos foram realizados em uma solugéo de H,SO,4 0,1 mol L™ com a técnica
de voltametria de varredura linear com velocidade de 25 mV s™. A faixa linear foi de
26x10°al1,8x10*molL e oLDfoide1,9x10°mol L.

Miranda e colaboradores [24] utilizaram um eletrodo de 6xido de estanho
dopado com flaor (FTO) para a determinagédo de ALA em amostra farmacéutica e em
suplemento dietético. A técnica empregada foi a de voltametria de onda quadrada, o
eletrélito foi H,SO4 0,1 mol L™, pH 2, 0. Sob as condicées otimizadas uma faixa de
resposta linear de 5,0 x 10° a 2, 0 x 10 mol L™ foi obtida com o LD de 3, 68 x 10°®
mol L. Em todos estes estudos, os limites de detec¢do foram situados em regido de

10° a 10° mol L™. Estes valores de LD estdo longe dos obtidos quanto aos
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eletrodos de mercurio e de pasta de carbono modificado com um complexo de Ni
que foram exploradas na regi&o de 10™° mol L™ [63-65].

Vérias aplicacfes sdo descritas sobre a combinacdo de BIA com outras
técnicas, demostrando a sua potencialidade para o uso da Quimica Analitica [61].
Até o presente momento, na literatura ndo ha nenhum trabalho relacionado a
determinacdo de ALA empregando técnica BIA. Haja vista que, BIA acoplada a
amperometria apresenta ser muito atraente para uso de sensores que podem ser
adaptados a uma variedade de reacfes quimicas.

No presente estudo, o eletrodo de grafite pirolitico modificado com
ftalocianina de cobalto foi explorado para a quantificacdo direta de ALA em
suplemento dietético usando técnicas eletroquimicas e analise em injecdo em

batelada.
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2 Objetivos

2.1 Geral

e Desenvolver uma metodologia para quantificagdo de acido a-lipoico

empregando técnicas eletroquimicas e analise por injecdo em batelada.

2.2 Especificos

e Estudo das respostas eletroquimicas do eletrodo de GP liso e

modificado na auséncia e presenca de ALA;

e Estudo das melhores condi¢Bes analiticas e parametros experimentais
utilizando as técnicas eletroquimicas: voltametria ciclica, voltametria de pulso

diferencial e cronoamperometria na determinagéo de ALA,

¢ Aplicacdo da melhor técnica na determinagdo de ALA em suplemento

dietético;

e Desenvolvimento de uma cela de BIA com detec¢cdo amperométrica,

para acomodar o eletrodo GP/ GoPc e montagem do sistema;

e Realizacdo do estudo das propriedades redox e verificagdo da
resposta por voltametria hidrodindmica do eletrodo GP e GP/ CoPc na presenca de
ALA;

e Aplicacdo em amostras reais em suplemento dietético e em urina
sintética pelo sistema BIA;
e Validacdo do método proposto pela técnica de HPLC, segundo as

recomendagdes da Farmacopeia dos Estados Unidos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e Solucgdes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. As
solucbes foram preparadas com agua deionizada (resistividade > 18 MQ cm),
utilizando um sistema Human Up® 900 com lampada UV de comprimento de onda
de 185/ 245 nm. Os reagentes utilizados estdo descritos de acordo com o0s
procedimentos a seguir.

Nos testes de eletroatividade do ALA, foram usadas as seguintes
solucdes: a) Tampao de fosfato (PBS) (pH 7, 0), preparada pela mistura da solucéo
de fosfato de sé6dio monobasico (0, 1 mol L) com sais de di-hidrogenofosfato de
sédio (0, 1 mol L™), b) Tamp&o Britton-Robinson (BR), formados pela mistura da
solucéo de &cido acético (0, 1 mol L™), &cido fosférico (0, 1 mol L™) e &cido bérico (0,
1 mol L"), seguidos pela adicdo de aliquotas de solucdo de NaOH 2, 0 mol L™ para
ajustar o pH de modo a obter valores de pH de 2,0, 3,0,5,0,7,0,8,0,10,0e 12,
0; c) Tampdo Mcllvaine (pH 7, 0), preparado pela mistura de 0, 1 mol L di-
hidrogenofosfato de sédio e &cido citrico 0,1 mol L™*; d) Tamp&o Sérensen 0, 1 mol
L™ (pH 7, 0), obtido pela mistura da solucéo di-hidrogenofosfato de sédio (0, 066 mol
L™) com uma solucéo de di-hidrogenofosfato de potassio (0, 066 mol L™). Todos os
sais utilizados para preparar estas solugbes tampéo foram adquiridos da Merck. Os
tampdes foram preparados de acordo com os procedimentos descritos na literatura
[68].

As solucBes de ALA 1 x 10™ mol L™ (Sigma - Aldrich) foram preparadas
em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0). A solucéo de ftalocianina de cobalto (CoPc) 1 x 10

mol L™ (Sigma - Aldrich) foi preparada em dimetilsulféxido (DMSO) (Merck).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Diidrogeno_fosfato_de_s%C3%B3dio&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Diidrogeno_fosfato_de_s%C3%B3dio&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Diidrogeno_fosfato_de_s%C3%B3dio&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Diidrogeno_fosfato_de_s%C3%B3dio&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Diidrogeno_fosfato_de_s%C3%B3dio&action=edit&redlink=1
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3.2 Instrumentacgéao

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato
micro Autolab-tipo Il (Eco Chemie) acoplado a um microcomputador dotado de uma
interface GPES (General Purpose Eletrochemical System). Para ajustes do pH’'s das
solucdes tampao foi utilizado um medidor de pH Analyser 300. Um sistema de banho
ultrassom da Unique® USC-1400 foi utilizado para remocéo de possiveis particulas
provenientes do processo de polimento que ficam impregnadas na superficie do
eletrodo.

3.3Célula eletroquimica e eletrodos

O sistema utilizado foi constituido por uma célula eletroquimica
convencional com trés eletrodos (Figura 9). O eletrodo GP/ CoPc, com érea
geométrica de 0, 2 cm? foi utilizado como eletrodo de trabalho. Os eletrodos de

referéncia e auxiliar foram Ag/ AgCl e platina, respectivamente.

Figura 9. Célula eletroquimica: (1) Eletrodo de trabalho; (2) Eletrodo de referéncia; (3)

Eletrodo auxiliar; (4) Tampa de Teflon®; (5) Corpo da célula.

3.4 Pré-tratamento e modificacdo da superficie do eletrodo GP
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Antes da modificacdo, o eletrodo GP foi submetido a um polimento
manual em lixa de carbeto de silicio de granulacdo 2000. Em seguida, o eletrodo foi
lavado com agua deionizada, e, posteriormente, sonicado no banho ultrassom por
dois minutos, para remover as impurezas da superficie do eletrodo. O eletrodo GP
foi modificado pelo método de adsorcao irreversivel [52], ficando imerso em uma
solucdo CoPc-DMSO, em agitacdo durante 20 minutos. Em seguida, o eletrodo
modificado foi removido da solucdo, lavado com agua deionizada e imerso na

solucéo eletrolitica, tamp&o fosfato 0, 1 mol L™ (pH 7, 0).

3.5 Técnicas Eletroquimicas

Para a escolha da melhor técnica eletroanalitica foram otimizados os
parametros experimentais e operacionais das medidas realizadas para as técnicas
de VC, VPD e cronoamperometria. Em seguida, as curvas analiticas foram obtidas e
comparadas os resultados, a técnica que apresentou melhor sensibilidade foi

utilizada para os estudos posteriores.

3.6 Sistema BIA

3.6.1 Construcdo e montagem da célula de BIA

A célula de fluxo foi construida com Plexiglass e a tampa de Teflon, com
volume interno de 30 mL (Figura 10). A base da célula foi constituida de um orificio
de 7, 0 mm de diametro, onde foi posicionado o eletrodo de trabalho, sendo
firmemente fixado, a fim de evitar vazamentos. Na tampa foram feitos orificios para
eletrodos de referéncia e auxiliar. Também foi perfurado de maneira a obter um

orificio com forma cbnica, para acomodar a ponteira da micropipeta. No corpo da
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célula foi feito um orificio lateral numa altura apropriada, por onde era drenado o

excesso do eletrdlito. O volume do eletrélito suporte foi de 30 mL.

[

Figura 10. Detalhes da célula de BIA empregada neste estudo: (a) Eletrodo auxiliar, (b)
Tampa da célula (Teflon), (c) Corpo da célula, (d) Micropipeta motorizada, (e) Eletrodo de
referéncia, (f) Dreno, (g) Eletrodo de trabalho. (volume: 30 mL).

Uma micropipeta eletronica EDP Plus EP-100 da Rainin Instrument foi
utilizada para fazer as injecdes. Esta pipeta permite efetuar injecdes de volumes que

variam entre 10 e 100 pL.

3.6.2 BIA com deteccdo amperomeétrica

Com o eletrodo de trabalho previamente modificado, o sistema foi
montado e um potencial constante apropriado, aplicado. O eletrodo assim
permanecia, durante um determinado periodo de tempo, suficiente para obtencéo de

uma corrente de valor muito baixo e praticamente constante. A seguir, 0S picos
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relacionados a resposta analitica eram registrados, apos efetuar injecbes de
solucdes padrdes e de amostra de ALA, em varias concentragoes.

As condicdes experimentais empregados por BIA para sensor estudado
foram: potencial aplicado +0, 9 V, distancia do eletrodo para ponteira de 2,0 mm,

volume de injecdo de 100 pL e vazéo de 75 pL s™.

3.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A técnica mais comumente utilizada para a determinacdo do ALA é a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC). Assim sendo, medidas
cromatograficas foram realizadas usando a metodologia U. S. Pharmacopeia [69].
Foi usado um cromatégrafo liquido da Shimadzu Corporation (Japdo), modelo LC-6A
com detector UV/ VIS de 220 nm, interfaceado ao software LabView.

A coluna C18 (150 mm x 4,6 mm x 5um) foi utilizada. A fase movel foi
preparada por uma mistura filtrada e desgaseificada de &cido fosférico 0,025 mol L™
e acetonitrila (62 : 38), vazdo de 1, 0 mL/ min, volume da injegcdo de 50 pL. A
solucéo padréo foi realizada dissolvendo uma quantidade de ALA em acetonitrila. E
diluida, quantitativamente, em acetonitrila para se obter uma solu¢gdo com uma
concentragéo de 0,05 mg / mL.

Uma curva de calibracdo foi construida utilizando a solugcédo padréo antes
de analisar a amostra farmacéutica e urina. Os dados obtidos com este método
foram utilizados para comparar os dados obtidos com as analises voltamétricas e

BIA amperomeétrica.

3.8 Aplicacdo em amostras de suplementos alimentares
As amostras de ALA foram obtidas a partir de comprimidos comerciais

contendo 300 mg de ALA (MRN - Metabolic Response Modifiers®, EUA). Na
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preparacdo da amostra, foram macerados 3 comprimidos até a obtencdo de um poé
fino e diluido em PBS 0,1 mol L™ (pH 7, 0) e filtrado com papel filtro qualitativo
(porosidade 3 micras).

As curvas analiticas para determinacdo de ALA em amostra farmacéutica
e urina sintética foram obtidas pelo método de adicdo de padrdo. Para realizacéo
das curvas de recuperacdes, uma quantidade conhecida de ALA foi adicionada ao
eletrdlito suporte, e a seguir, a concentracdo de ALA foi determinada pelo método de
adicdo de padrédo. As curvas analiticas de BIA foram construidas a partir de uma
série de injecdes com aliquotas de 100 uL de solucdo padrdo de ALA. Todas as
medidas foram feitas em triplicata.

Com o objetivo de avaliar o desempenho do sistema em analise de fluidos
bioldgicos foi empregada uma urina sintética adicionada do analito. Optou-se por
trabalhar com urina sintética em virtude de sua facil preparacdo e inexisténcia de
riscos de contaminacédo do sistema, do laboratério e do analista. Sua preparacao foi
de acordo com Laube et al. [70]. Assim, 0, 73 g de NaCl, 0, 40 g de KCI, 0, 28 g de
CaCl,.2H,0, 0, 56 g de Na,SO,, 0, 35 g de KH,POy4, 0, 25 g de NH4Cl e 6, 25 g de
uréia foram adicionados em um baldo volumétrico de 250 mL e o volume foi
completado com agua. A amostra de urina sintética foi utilizada imediatamente apos
a sua preparacao e dopada com 60 umol L™ de ALA.

Nos ensaios cromatograficos, a solucdo padrédo de ALA foi preparada
conforme a Farmacopeia Americana [69], por uma mistura de acetonitrila e agua
(1:1) a fim de se obter uma solugdo com concentracdo conhecida de 1, 0 mg/ mL.
Transferiu-se uma aliquota de 1,0 mL desta solucdo para um baldo volumétrico de

50 mL, diluindo até obter uma solucéo a cerca de 0, 02 mg/ mL de ALA.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Perfis voltamétricos dos eletrodos CV e GP modificados com CoPc

Este estudo tem por objetivo avaliar o comportamento dos perfis dos
eletrodos CV e GP modificados com CoPc por método de adsorcéo irreversivel. As
propriedades adsortivas e redox dos eletrodos CV e GP foram analisadas através da
modificacdo do eletrodo com a solucéo de CoPc (1 x 10 mol L™).

A Figura 11 mostra voltamogramas ciclicos obtidos por eletrodos sem
modificacdes de CV (A) e GP (C). Apdés as modificagdes dos mesmos, o eletrodo
CV/ CoPc (B) ndo apresentou nenhum par de pico redox diferentemente do
comportamento do eletrodo GP/ CoPc (D) que apresentou um par de pico bem

definido no potencial +0,60 V.
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Figura 11. Voltamogramas ciclicos em NaOH 0, 1 mol L™, v =100 mV s, saturada com N; :
A) Eletrodo CV, B) Eletrodo CV/ CoPc:, C) Eletrodo GP, D) Eletrodo GP/ CoPc.

Esses picos intensos séo atribuidos a presenca do centro metélico e esta
associado com processo redox envolvendo CoPc (Il) Pc / Co (I) [43-45]. A possivel

explicacdo da auséncia do pico no eletrodo CV/ CoPc pode estar em sua forma
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monolitica [71]. Haja vista que, os carbonos poliméricos, com estrutura basica
similar a do grafite (Figura 12), podem apresentar-se como adsorventes poderosos,
com uma grande superficie interna (carvao ativado) ou impermeavel, na forma de

carbono vitreo monolitico.
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Figura 12 - Arranjo cristalino caracteristico
dos materiais carbonosos grafiticos.

4.2 Comportamento voltamétrico do ALA sobre o eletrodo GP/ CoPc

Estudos preliminares envolvendo o comportamento voltamétrico de ALA
foram realizados em PBS 0,1 mol L™ (pH 7, 0) e a uma velocidade de varredura de
25 mV s™. A Figura 13 mostra voltamogramas ciclicos obtidos em tamp&o fosfato (A)
e na presenca de ALA (1 x 10 mol L) em eletrodo GP (B) e eletrodo GP/ CoPc na
presenca de ALA (1 x 10 mol L) (C). No eletrodo GP, somente na presenca de
PBS, nenhum sinal voltamétrico foi registado na faixa de +0, 45 a +1, 0 V (vs. Ag/
AgCl), (Figura 13A). ApGs a adigdo de 1 x 10 mol L™ de ALA em PBS (pH = 7,0), o
eletrodo ndo modificado GP, apresentou um pico anddico em +0, 83 V (Figura 13B).
A melhor resposta foi obtida com eletrodo GP modificado com CoPc, como pode ser
visto na Figura 13C. Comparando com o eletrodo GP, o eletrodo modificado
apresenta maior corrente de pico (1,83 vezes) e também inicia o processo de
oxidacdo do ALA antes cerca de 100 mV. Enquanto isso, 0 pico méximo de corrente

aparece quase no mesmo potencial (+0,84 V), como o que foi registrado com
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eletrodo GP. Estes resultados sugerem que CoPc apresenta propriedades
eletrocataliticas no processo oxidativo deste composto. O processo de oxidacdo de
ALA é caracterizado como um processo irreversivel, conforme a literatura [27, 63,

66].
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Figura 13. Voltamogramas ciclicos em tampao fosfato (pH 7, 0): (A) branco em GP, (B) 1 x
10° mol L™* de ALA em GP liso e (C) 1 x 10° mol L™ de ALA em GP/ CoPc, v =25 mV s™.

4.3 Efeito da velocidade de varredura de potencial sobre a resposta

voltamétrica do eletrodo GP/CoPc

Os voltamogramas ciclicos foram registrados em diferentes velocidades
de varredura, variando de 10 a 200 mV s* (Figura. 14A), mostraram que as
intensidades de corrente do pico anodico variam de forma linear com a raiz
quadrada da velocidade de varredura (Figura 14B), o que € caracteristico de um

processo irreversivel controlado por difuséo.
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Figura 14. Voltamogramas ciclicos de ALA 1 x 10° mol L™ em PBS (pH 7, 0) em eletrodo
GP/ CoPc em diferentes velocidade de varredura: 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175 e 200
mV s* (B) Variacao linear de Ip vs. V2. (C) Variac&o linear de Ep vs. log (V).
Assim, a dependéncia da corrente de pico com v *2 pode ser expressa
pela seguinte equacéo [36].
Ip = 2.99 x 10° n(any)/2AC,DLY/ *v1/2 (1)
Onde C, é a concentracdo do analito (mol cm™®), D, representa o
coeficiente de difusdo (cm? s™), o valor do coeficiente de difusdo do ALA em solucéo
aquosa é de 1,1 x 10° cm? s™ [27]. A é a area geométrica do eletrodo (cm?), n o
namero total de elétrons envolvidos no processo de oxidagdo de ALA, n, refere-se
ao numero de elétrons envolvidos na etapa determinante da velocidade e a o
coeficiente de transferéncia de elétrons, que pode ser determinada pela
dependéncia linear do pico de potencial E, com o logaritmo da velocidade de

varredura do potencial, de acordo com: [43]
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Ep =k + [%] log vini 2)

Onde K € uma constante. A partir das equacdes 1 e 2 e das inclinacbes
extraidas das figuras 14B e 14C, o valor de n =~ 2 foi calculado, o que indica
provavelmente que a eletroxidacdo de ALA conduz a formacdo do acido B-lipdico

como o principal produto da reacédo (Esquema 2), como ja foi sugerido na literatura

[22, 66].
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Figura 15. Representacdo esquematica da eletroxidagéo do ALA

4.4 Estudo do pH e do tampdes

O valor do pH no eletrdlito de suporte pode afetar a resposta
eletroquimica para ALA e, assim, influenciar a sua quantificagdo. Assim, o estudo de
pH foi realizado usando tampéao Britton-Robinson (BR) como eletrdlito suporte, com

valores de pH’s variando de 2, 0 a 12, 0 (Figura 16).
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Figura 16. (A) Voltamograma de varredura linear sobre o eletrodo GP/ CoPc em tampé&o BR
em diferentes pH’s contendo 1, 0 x 10° mol L™ de ALA. v = 50 mV s™ (B) Gréfico da
variagado de Ip e Ep vs. pH.

Embora tenha sido observado um aumento do sinal na regido acida, o pH

7, 0 foi adotada neste estudo uma vez que tal valor é proximo ao pH fisiolégico,

sendo importante este valor de pH em aplicacbes de amostras de interesse
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farmacoldgico. Além disso, foi realizado o estudo dos tamples, respostas
voltamétricas foram registradas em diferentes tampdes em 0, 1 mol L™ (pH 7, 0):
Mcllvaine, Sérensen, BR e PBS (Figura 17) indicaram que a melhor resposta do
eletrodo GP/ CoPc para oxidacdo de ALA foi o PBS, este foi escolhido para dar

prosseguimento aos novos experimentos.
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Figura 17. Voltamogramas ciclicos de ALA 1 x 10° mol L™ com eletrodo GP/ CoPc em
diferentes tampdes: (A) Mcllvaine, (B) Sérensen, (C) BR e (D) PBS. V=50 mV s™

No gréfico da variagdo do pico de corrente com pH, (Figura 16B) mostra
gue a maxima corrente de pico € meio acido e que a corrente de pico diminui com o
aumento do pH, sendo concordante com a literatura [27]. Na tabela 1, mostra os

valores de corrente referentes aos pH’s.

Tabela 1. Valores de Ip e Ep referentes a diferentes pH’s na oxidagdo de ALA.

pH Ip/ pA Ep (V)
2,0 88, 22 0, 90
3,0 79, 57 0, 89
50 70, 92 0, 88
7,0 60, 83 0, 88
10,0 51, 27 0, 88
12,0 48, 93 0, 89
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4.5Voltametria Ciclica de ALA

ApoOs estabelecer as condi¢cdes analiticas otimizadas para a deteccao
voltamétrica de ALA com o eletrodo GP/ CoPc, voltamogramas ciclicos foram
registrados. A Figura 18 mostra sinais a partir das condi¢des: adicbes consecutivas
de 20 pL de ALA (1, 0 x 10° mol L) em 10 ,0 mL de PBS (pH 7, 0) e velocidade de
varredura de 50 mV s em eletrodo GP/ CoPc. O sinal obtido para cada
concentracdo de ALA foi muito estavel e reprodutivel. A dependéncia linear entre a
corrente de pico e a concentracdo de ALA apresentou uma faixa de 1, 9 x 10° a9, 0
x 10™ mol L™?, tal como pode ser visto na figura inserida (Figura 18). A regresséo
linear foi dada pela equacao (Ipa/ pA): 0,38 + 7,6 x 10° [ALA] mol L, com coeficiente

de regresséo linear foi de 0,999 e o desvio padrao relativo (RSD) foi de 2, 8%.

81 8
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E/V vs. Ag/AgCI
Figura 18. Voltamogramas registrados com eletrodo GP/ CoPc em PBS 0, 1 mol L™ (pH 7, 0)

para concentracdes crescentes de ALA (faixa: 1, 9 x 10° a 9, 0 x 10° mol L). Velocidade de
varredura: 50 mV s™. Inserido o gréfico, Ip vs. [ALA], R = 0.999.
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Para o calculo dos limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ), utilizou-
se 0 desvio padrdo da média aritmética de 10 voltamogramas do branco. A partir

destes valores, calculou-se o LD e LQ de acordo com as Equacdes 4 e 5 [72]:

LD - 3xSd

b 3)
LO= 10xSd

b 4)

Onde Sd é a estimativa do desvio padrao da resposta e b o valor do
coeficiente angular da curva analitica. Os valores de LD e LQ obtidos foram 1, 7 x

107 mol L* e de 5, 9 x 107" mol L™, respectivamente.

4.6 Analise cronoamperométrica de ALA

Os estudos cronoamperométricos foram realizados no potencial aplicado
em + 0,9 V (vs. Ag/ AgCIl) com base nos resultados obtidos com os estudos de
voltametria ciclica. A corrente foi continuamente monitorada e injecoes de 20 pL de
ALA (1 x 10 mol L") em PBS (pH 7, 0) foram realizadas em intervalos de 30 s sob
agitacdo. A Figura 19 mostra a resposta cronoamperométrica bem definida para

eletrodo GP/ CoPc para determinagédo de ALA.
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Figura 19. Medidas cronoamperométricas de sucessivas adi¢des de 20 uL de ALA (1 x 107
mol L") em PBS pH 7, 0 em eletrodo GP/ CoPc. Potencial aplicado: +0,9 V vs. Ag/ AgCl.
Inserido o grafico, Ip vs. [ALA], R = 0.998.

Os sinais de corrente sdo proporcionais a faixa de concentracdo de ALA
(1,9 x 10% a 2, 5 x 10° mol L™), a regressao linear dada pela equacdo (Ipa/ pA):
0,22 + 1, 54 x 10° [ALA] mol L™, com coeficiente de regress&o linear foi de 0, 998 e
RSD de 2, 6%, foram obtidos (inscrito na Figura 19). Além disso, o método

cronoamperométrica produziu valores de LD e LQ de 9, 8 x 10% e 3, 2 x 107 mol L™,

respectivamente.

4.7 Voltametria de Pulso Diferencial de ALA

A voltametria de pulso diferencial (VPD) também foi explorada para a
determinacdo de ALA usando eletrodo GP/ CoPc. Para tal estudo foi usado como
parametros: amplitude de pulso: 80 mV, velocidade: 25 mV s™ e tempo de pulso: 200
ms.

A Figura 20 apresenta uma série de voltamogramas de pulso diferencial

obtidos por concentracdes crescentes de ALA. Para o intervalo de concentracbes
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situadas entre 4, 99 x 107 e 1, 96 x 10° mol L™ de ALA, uma boa linearidade foi
obtida, (inscrito na Figura 20), com equacéo (Ipa / pA): 1,35 + 2, 04 x 10° [ALA] mol
L™ com coeficiente de correlacdo R = 0, 999 e RSD = 2,1 %. Sob estas condices,

os valores de LD e LQ foram calculados a 3, 4 x 10° e 1, 2 x 10® mol L%,

respectivamente.
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Figura 20. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos por sucessivas adi¢ées de 20 pL de
ALA (1 x 10° mol L") em PBS 0, 1 mol L™ (pH 7, 0). ParAmetros: amplitude: 80 mV, tempo
de pulso: 200 ms e velocidade de varredura: 25 mV s™. Inserido o gréfico, Ip vs. [ALA], R =
0.999.

4.8 Comparacdes das técnicas eletroquimicas para a determinacéo de ALA

Apds os estudos das técnicas eletroquimicas e das construcdes das
curvas analiticas para a determinacdo do ALA por VC, VPD e cronoamperometria
foram realizada comparacao entre os resultados obtidos (Tabela 2). De acordo com
a tabela, as técnicas aplicadas obtiveram valores de sensibilidade da mesma ordem
de grandeza, no entanto a técnica de VPD foi a que apresentou os melhores valores

para LD e LQ.
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Tabela 2. Comparacao das técnicas eletroquimicas para a determinagéo do ALA.

Parametros VC CRON VPD
Equacio da reta 0,38+7,6x10° | 0,22+1,54x10° | 1,35+2,04x10°
(Ipa/pA) [ALA] [ALA] [ALA]
LD (mol L™ 1,7x107 9,8x10° 3,4x107
LQ (mol L™ 5 9x10 3,2 x 10" 1,2x10%
Faixa de concentracdo 1,9x10°a 1,9x10° a 4,9x10" a
(mol L™ 9,0x10™ 2,5x10° 1,9x10°

VC: voltametria ciclica, CRON: cronoamperometria e VPD: voltametria de pulso diferencial.

4.9 Determinacdo de ALA em suplemento dietético por VPD

O sensor foi aplicado para a determinacdo de ALA usando a técnica de
VPD em amostras comercias de suplemento dietético, por apresentar uma melhor
resposta analitica em frente das demais técnicas. As concentracdes de ALA foram
determinadas usando o método de adicao de padrdo. Todas as medidas foram feitas
em triplicata. Comprimidos comerciais de ALA (MRN ®, EUA) contendo 300 mg
foram utilizados como amostras reais. Os resultados sdo apresentados na Figura 21.

A regressao linear das respostas foi dada pela equacéo: (Ipa/ pA): 9,72 +
4, 38 umol L™ [ALA], com coeficiente de correlacéo de 0, 999. A Tabela 3 resume os
resultados da determinacdo de ALA em solucbes padrdes. Os resultados foram
verificados pelo método de adicdo e recuperacdo. As percentagens de recuperacéo
foram calculadas comparando a concentragédo obtida a partir das concentracdes de

amostras reais com as adicionadas.
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Figura 21. Voltamograma de pulso diferencial para determinagdo do ALA em amostras
comerciais em PBS 0,1 mol L™ (pH 7,0) usando o método de adicdo de padréo. (a) Amostra,
(b - e) quatro adicdes padrdes de ALA: (b) Amostra + 2, 20 umol L™; (c) Amostra + 3, 87
pumol L™; (d) Amostra + 5, 05 pmol L™; (e) Amostra + 6, 28 umol L. Parametros: amplitude:
80 mV, tempo de pulso: 200 ms e velocidade de varredura: 25 mV s™. Inserido o gréfico, Ip
vs. [ALA], R = 0,999.

Tabela 3. Dados de adi¢é@o e recuperagcdo em amostra de ALA (n = 4) obtidos com eletrodo
GP/ CoPc

Amostra Adicionado Encontrado  Recuperacéo
umol L™ umol L™ %
1,33 1, 40 105, 2
2,00 1,98 99, 0
Acido a-
Lipbico 3,30 3,29 99, 6
5, 00 5,01 100, 2
6, 60 6, 80 103, 0

4. 10 Analise por Injecdo em Batelada com deteccdo amperométrica
Conforme ja mencionado anteriormente, o trabalho experimental é
dedicado na determinacédo de ALA por técnicas eletroquimicas, associando também

ao sistema BIA com deteccdo amperométrica (condicdo nédo estacionaria), com vista
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as aplicacdes analiticas. Nos testes com BIA foi usado como eletrélito suporte, PBS
0,1 mol L™ (pH 7, 0).

Na Figura 22 mostra o voltamograma hidrodinamico obtido pelo eletrodo
GP sem modificacdo (Figura 22a) e eletrodo GP modificado com CoPc (Figura 22b)
em 0,1 mol L™ de PBS (pH 7,0) com adi¢des de ALA (100 pmol L™). Apresenta uma
faixa de potencial no intervalo de 0,0 a +1,05 V, que abrange a oxidacéo
eletroquimica de ALA e de possiveis interferentes que podem ser encontrados em
formulacbes farmacéuticas. As respectivas correntes de pico de cada potencial
foram monitoradas durante 10 injecfes de 100 pL de ALA através da micropipeta.

Em seguida, foi calculado o desvio padréo das medidas.
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Figura 22. Voltamograma hidrodindmico obtido por BIA. (a) Eletrodo GP sem modificacao,
(b) Eletrodo GP modificado com CoPc , ambos na presenca de ALA (100 umol L™).
Condicdes: eletrolito suporte: PBS 0,1 mol L*, volume de injecdo: 100 pL, potenciais
variaveis (vs. Ag/ AgCl).

Como pode ser observado, ALA é oxidado a partir de + 0, 8 V e chega a
valor préximo de +1,0 V, o que diferem pouco da voltametria ciclica (sistema

estacionario), onde a corrente maxima para oxidacao do ALA foi atingida em + 0, 84



43

V. Devido as possiveis oxidac¢des de interferentes proximos de potencial + 1, 0 V, foi

selecionado o potencial de +0, 9 V do eletrodo GP/ CoPc para determinacéo de ALA.

4.10.1 Estudo de repetibilidade e reprodutibilidade

O estudo da repetibilidade (Figura 23) foi realizado com 40 injecdes
sucessivas de 100 pL de ALA (100 pmol L™), as injeces foram feitas com uma
frequéncia analitica de 208 injecdes/ hora, com desvio padréo relativo estimado em
0, 46% (n = 40), observado assim uma boa repetibilidade das correntes, além de
uma boa estabilidade em periodos longos. Valores tdo baixos de RSD foram obtidos
em trabalhos anteriores empregando BIA, devido a elevada precisdo da injecao

obtida devido o uso da pipeta eletrénica [73-74].
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Figura 23. Amperogramas obtidos por BIA usando eletrodo GP/ CoPc. Cada pico
corresponde a uma injecdo de 100 uL de ALA. CondicGes - eletrdlito suporte: PBS 0, 1 mol
L™, potencial aplicado: + 0, 9 V (vs. Ag/ AgCl).

Na Figura 24 mostra repeticbes com alternadas injecbes de

concentracdes de ALA: 10 e 60 pmol L™ em PBS 0,1 mol L™ (pH 7, 0), verificou-se

mais uma vez uma boa repetibilidade e a ndo evidéncia do efeito de memaria, uma
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vez que o conjunto de analises sucessivas apresentou sinais equivalentes para as
concentracfes estudadas, apresentando RDS de 0, 516% e 0, 431% para 10 e 60

umol L™ de ALA, respectivamente.
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Figura 24. Resultados das injecdes consecutivas por BIA. (a) 10 e (b) 60 umol L™ de ALA.
Condicdes: eletrolito suporte: PBS 0,1 mol L™, potencial aplicado: + 0, 9 V (vs. Ag/ AgCl).

O estudo de reprodutibilidade do eletrodo GP foi realizado em triplicata
(Figura 25), empregando solucées padrées de ALA 100 pmol L™ em PBS 0,1 mol L™
(pH 7, 0), fazendo modificagéo no eletrodo GP em inter-dias (10 dias), apresentou

RSD =1, 59%.
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Figura 25. Grafico do estudo de reprodutibilidade inter-dias. Ip vs. nUmero de dias (n = 10).

4.10.2 Determinacdo de ALA em suplemento dietético e urina por BIA com

deteccdo amperométrica

O método desenvolvido para analise rapida de ALA foi testado em
amostra de suplemento dietético e em urina sintética. A Figura 26 exibe uma série
de injecBes de solucdes padrdes de diferentes concentracbes de ALA (0,1 a 1, 3 X
10 mol L™). O sensor proposto mostrou uma ampla faixa linear de resposta de 1, 0
x 10°a 1,0 x 10 mol L™, com a seguinte equacéo de reta: Ip (HA) = 1, 366 + 0, 432
C (umol L™ e coeficiente de correlacéo igual a 0,999. Os valores de LD e LQ foram
estimados de 1, 52 x 10® mol L e 5, 07 x 10® mol L?, respectivamente. A ampla
faixa linear do método amperométrico e a elevada sensibilidade permitem que
amostras com variadas concentracdoes de ALA possam ser analisadas sem prévias

diluicdes ou pré-concentracdes.
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Figura 26. Respostas de BIA-amperométrica para andlise de ALA em amostra de
suplemento dietético. Condic¢des: Potencial de trabalho: + 0, 9 V, volume de inje¢&o: 100 pL,
eletrolito: PBS 0,1 mol L™ (pH 7, 0). Inserido: curva de calibracdo obtida a partir das injecoes
de (a) 10, (b) 20, (c) 40, (d) 60, (e) 90, (f) 110, (g) 130 u mol L™ de solu¢des padrdes de
ALA, S: amostra de ALA.

A exatiddo do método foi avaliada a partir de testes de adicdo e
recuperacdo em urina sintética. Neste teste, trés concentracdes diferentes de ALA
foram adicionadas as duas amostras, suplemento dietético e urina sintética

fortificada com ALA. Os resultados estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Determinagdo de ALA em amostra de suplemento dietético e em urina

sintética dopada com ALA (n = 3).

Adicionado Recuperado Recuperacgéo

Amostras — ~imol LY (umol LY (%)
5,0 51 100, 2

Acido a-lipoico 10, 0 9,8 98, 0
20,0 20, 2 101, 0
3,8 3,9 102, 6
Urina sintética 91 91 100, 0
15,0 14,9 99, 3
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Os valores percentuais de recuperacdo variaram entre 98,0 e 102,6 %
sugerindo assim, auséncia de interferéncia da matriz no procedimento em BIA.
Estudos das possiveis espécies interferentes também foram realizados com alguns
possiveis interferentes como acido ascorbico, acido Urico, cisteina, glicose e
glutamina. A influéncia destes compostos foi verificada comparando-se as correntes
de pico obtidas com uma solucédo de ALA com as correntes obtidas com as solucdes
de ALA aditivadas com o0s compostos interferentes acima mencionados. Os

resultados estéo presentes na Tabela 5.

Tabela 5. Efeito dos interferentes na determinacdo de ALA (1 ALA: 10 interferente)

Espécie interferente Resposta relativa (%)
L-(+)-Acido ascorbico 102,2
Acido Urico 98,9
L-(+)- Cisteina 107,0
D-(-+)-Glicose 99,9
L-(+)- Glutamina 101,4

Das substancias investigadas na interferéncia para a determinacdo de
ALA com excecao do cisteina que causa uma interferéncia na ordem de 7% quando

presente em concentragdes igual ou 10 vezes superior a de ALA, respectivamente.

4.11 Validac&o do método analitico

A técnica HPLC foi utilizada para fazer uma comparagdo com 0s
resultados obtidos na determinacdo de ALA em suplemento dietético por VPD e BIA
utilizando o eletrodo GP/ CoPc. (Figura 27). A curva analitica obtida por HPLC para
o ALA no intervalo de concentracdo de 5, 0 x 10° a 1, 0 x 10 mol L™ também

apresentou comportamento linear de acordo com a equacgéo: A (mUA) =-3,4+ 2,7
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x 10° [ALA] mol L. Os LD e LQ obtidos foram 3, 9 x 108 mol L e 1, 3 x 107" mol L™,

respectivamente.

0.3 1

0.2 4
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0.1

0.0

0.0

5.0x10° 1.0x10™
[ALA] mol L™

Figura 27. Curva analitica obtida para o ALA empregando HPLC.

Na Tabela 6 encontram-se os resultados obtidos para a determinacdo de

ALA no suplemento dietético analisado com as técnicas: VPD, BIA e HPLC.

Observa-se que os resultados obtidos pelo método proposto empregando GP/ CoPc

estdo em concordancia com os resultados obtidos pelo método de referéncia

empregado, HPLC.

Tabela 6. Determinac&do de ALA em comprimidos de suplemento alimentar.

Valor
Amostra rotulado VPD BIA HPLC
/ mg /' mg / mg / mg
ALA 300 303,34 (+1) 303,23 (+2) 303,07 (+2)

4.11.1 Tratamento estatistico
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A comparacdo entre os dois métodos aplicados foi realizada através do
teste t de Student, utilizando delineamento para amostras equivalentes ou pareadas.
Este procedimento foi realizado, visando a avaliacdo de diferenca estatisticamente
significativa entre as médias obtidas nos métodos.

Neste sentido, os dados da Tabela 6, permitiram construir a Tabela 7 o
teste de significancia estatistica (teste t). A partir do ganho médio e do erro padréao,
para a diferenca entre as médias [75], 0 Tca (t calculado) foi de 4,17. Este valor €
menor que 0 Ty (t tabelado) 4,30, indicando que as médias nao sao
significativamente diferentes, para nivel de significAncia estatistica inferior a um

ponto percentual (ns < 5%) e grau de confianca de 95%.

Tabela 7. Teste estatistico

Teste Graus de Erro Tean
aplicado liberdade Ganho médio padrao Teal (95%)
T student
pareado 2 0, 33 0,12 4,17 4,30

A analise dos resultados obtidos na determinacédo de ALA por VPD, BIA e
HPLC né&o apresentaram diferencas significativas e estao dentro de um erro relativo
aceitavel, esta conclusdo € perfeitamente coerente com o teste estatistico

empregado.

4.12 Comparagdes das técnicas eletroguimicas com valores reportados na
literatura para determinacao de ALA

Os resultados obtidos para a determinacao de ALA pelo método proposto
foram comparados com dados reportados na literatura para diversos eletrodos e sao

apresentados na Tabela 8. Estes dados indicam um melhor desempenho do eletrodo
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GP/ CoPc em relacdo aos resultados encontrados na literatura utilizando as técnicas
voltamétricas como método de determinacdo eletroanalitica de ALA em solucdes

aquosas.

Tabela 8. Comparacao de diferentes sensores para a determinagéo de ALA.

Eletrodo Eletrolito Técnica Faixa linear LD LQ Ref.
(mol L™ (mol LY (mol L™
FTO H,SO,  VC,VOQ 5,0x10°a 3,7x10° 1,2x10° [24]
5,0x 10™
CcVv PBS VOQ 1,0x10%°a 1,8x10° 6,1x10° [65]
1,5x 10"
CVINTC  H,SO.. VC 2,6x10%°a 1,9x10° - [66]
1,8 x 10"
cVv H,SO.,. VPD 1,1x10%a 5,7x10° - [27]
1,7 x 10"
GP/CoPc PBS VC 1,9%x10%a 1,7x107 5,9x107 Este
9,0x 10" trabalho
GP/CoPc PBS CRONO 1,9x10%°a 9,8x10% 3,2x10" Este
2,5x10° trabalho
GP/CoPc PBS VPD 4,9x10"a 3,4x10° 1,2x10° Este
1,9 x10° trabalho
GP/CoPc PBS BIA 1,9x10%°a 1,5x10%® 5,1x10°  Este
1,0x 10" trabalho

CV: Carbono vitreo, GP: Grafite pirolitico, FTO: Oxido de estanho dopado com flGior, NTC: Nanotubos
de carbono, VC: Voltametria ciclica, VPD: Voltametria de pulso diferencial, VOQ: Voltametria de onda
quadrada, CRONO: Cronoamperometria, BIA: Analise por Injecdo em Batelada.

O estudo demonstra que o eletrodo de GP/ CoPc apresenta um excelente
desempenho para determinacdo do ALA. Em estudos anteriores com os eletrodos
CV, FTO e CV modificado com NTC foram exploradas e observou-se que o melhor

limite de deteccéo foi observado para o eletrodo CV.
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No presente estudo, os valores de LD e LQ séo cerca de 500 vezes
menor do que os obtidos em estudos anteriores, demonstrando um desempenho

diferenciado do eletrodo GP/ CoPc.
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5 CONCLUSAO

Os estudos voltamétricos realizados permitiram concluir que o eletrodo
GP/ CoPc apresentou um pico de oxidacao irreversivel com potencial proximo a
+0,85 V vs. Ag/ AgCl. Além disso, o eletrodo mostrou um deslocamento do inicio da
corrente de oxidacdo em cerca de 100 mV para potenciais menos positivos, bem
como um aumento significativo na magnitude da corrente de pico. A utilizacdo deste
eletrodo em condi¢cdes hidrodindmicas também apresentou desempenho muito
satisfatorio.

Os resultados indicaram um comportamento linear utilizando as técnicas
eletroquimicas de VC, VPD e cronoamperometria. No entanto a técnica de VPD foi a
gue apresentou os melhores valores de LD e LQ, portanto foi a técnica utilizada para
aplicacdo da amostra. Quanta ao eletrodo GP/ CoPc acoplado ao sistema BIA,
convém destacar que sua utilizacdo como sensor proporciona inimeras vantagens
incluindo simplicidade, ampla faixa de linear de trabalho, baixo LD e LQ.

Para efeito de comparacao de métodos, os resultados obtidos por HPLC
foram concordantes com os resultados obtidos pelo método proposto ao nivel de
confianca de 95%. Quando comparados com resultados publicados na literatura
para a determinacdo do ALA, verificou-se que o método proposto nesse trabalho,
obteve menores valores de LD e LQ. Haja vista que o método proposto apresenta
vantagens sobre o meétodo padrdo (HPLC) como, por exemplo, rapidez, alta
frequéncia analitica, baixo custo, menor tempo de analise e menor consumo de
reagentes gastos em todo o procedimento analitico. Podendo ser facilmente
empregado em determinacbes no campo, pois o sistema BIA, assim como alguns

micropotenciostatos disponiveis comercialmente tém caracteristicas portateis.
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Os resultados demostraram uma potencialidade na determinacéo de ALA
com eletrodo GP/ CoPc tanto para as técnicas eletroquimicas estudadas quanto BIA

com deteccdo amperomeétrica.
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