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voltametria de onda quadrada (do inglés, Square Wave
Voltammetry)

tempo de duracédo do pulso

tampdo Britton-Robinson

ultravioleta

voltametria ciclica

volume/volume

comprimento de onda de emissao

comprimento de onda de excitacao

velocidade de varredura

raiz quadrada da velocidade de varredura
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RESUMO

DETERMINAQAO VOLTAMETRICA DE ANALITOS DE INTERESSE
FARMACEUTICO UTILIZANDO UM ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM
BORO. Neste trabalho, descreve-se o desenvolvimento de procedimentos
eletroanaliticos para a determinacdo de &cido acetilsalicilico (AAS), propranolol
(PROP), atenolol e sildenafila (Viagra®) em formulagdes farmacéuticas utilizando um
eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) e as técnicas voltamétricas de onda
quadrada e pulso diferencial. O AAS foi determinado diretamente em H,SO,
0,01 mol L™, sem a necessidade da etapa de hidrélise alcalina, com um eletrodo de
BDD e voltametria de onda quadrada (SWV). A curva analitica foi linear no intervalo
de concentracéo de AAS de 2,5 x 10° a 1,0 x 10 mol L™, com limite de deteccado de
2,0 x 10° mol L. Na sequéncia, a determinacdo do propranolol foi realizada em
H,S04 0,1 mol L™ sobre o eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente empregando
a SWV. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de propranolol de
2,0 x 107 a 9,0 x 10°® mol L™, com limite de deteccéo de 1,8 x 10”7 mol L. Ademais,
a determinacdo do atenolol foi realizada em NaNOs 0,5 mol L™ (pHcong 1,1 ajustado
com HNOj; concentrado) sobre o eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente
empregando a SWV. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de
atenolol de 2,0 x 10° a 4,1 x 10° mol L* com limite de deteccdo de
9,3 x 107 mol L*. Finalmente, foi desenvolvido um procedimento para a
determinac&do do sildenafila em H,SO, 0,1 mol L™ sobre o eletrodo de BDD pré-
tratado catodicamente empregando a voltametria de pulso diferencial. A curva
analitica foi linear no intervalo de concentracdo de sildenafila de 7,3 x 107 a

7,3 x 10°® mol L™, com limite de deteccdo de 4,8 x 107 mol L™
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ABSTRACT

VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF ANALYTES OF PHARMACEUTICAL
INTEREST USING A BORON DOPED DIAMOND ELECTRODE. The development
of electroanalytical procedures for acetylsalicylic acid (ASA), propranolol (PROP),
atenolol and sildenafil (Viagra®) in pharmaceutical formulations using a boron doped
diamond (BDD) electrode, square wave and differential pulse voltammetric
techniques are described. ASA was directly determined in a 0.01 mol L™ H,SO,
solution without the need of a previous alkaline hydrolysis step with the BDD
electrode and square wave voltammetry (SWV). The analytical curve was linear in
the ASA concentration range 2.5 x 10° to 1.0 x 10 mol L™ with a detection limit of
2.0 x 10° mol L™. Then, the analytical determination of PROP was carried out in a
0.1 mol L™ H,S0, solution using a cathodically pre-treated BDD electrode employing
SWV. The analytical curve was linear in the PROP concentration range 2.0 x 10" to
9.0 x 10°® mol L™ with a detection limit of 1.8 x 10" mol L™. The determination of
atenolol was accomplished in 0.5 mol L* NaNOs; (pHeond 1.1 adjusted with
concentrated HNO3) on a cathodically pre-treated BDD electrode employing SWV.
The analytical curve was linear in the atenolol concentration range from 2.0 x 10 to
4.1 x 10 mol L™ with a detection limit of 9.3 x 10 mol L. Finally, a procedure for
the determination of sildenafil in 0.1 mol L™ H,SO, on a cathodically pre-treated BDD
electrode employing differential pulse voltammetry was developed. The analytical
curve was linear in the sildenafil concentration range 7.3 x 107 to 7.3 x 10°® mol L*

with a detection limit of 4.8 x 10" mol L™.
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracfes gerais

Os farmacos sao substancias responsaveis desde o alivio de dores e ou
sintomas, até a cura de doencas crbnicas e, também, pelas reacdes adversas dos
medicamentos. A demanda por produtos farmacéuticos tem aumentado e uma das
consequéncias deste aumento é a crescente necessidade do desenvolvimento de
procedimentos analiticos adequados que fornegcam resultados de maneira rapida,
simples, limpa (sem o emprego de solventes organicos, muitas vezes de média ou
alta toxicidade) e de baixo custo para o controle de qualidade dos farmacos
langados no mercado para o consumo da populacdo. Quando usados em doses
excessivas ou abaixo da dosagem, os farmacos podem ser nocivos a saude,
levando até a morte do paciente. Por isso, o controle do teor do farmaco no
medicamento administrado € importante para o sucesso do tratamento e
minimizacao dos efeitos colaterais.

A determinacdo de farmacos em um laboratério de uma industria
farmacéutica ou uma farmacia de manipulagcdo é realizada rotineiramente, para
garantir a qualidade de cada medicamento produzido e uma maior seguranga aos
seus usuarios, que consiste nos principais aspectos para o sucesso da empresa no
mercado.

Os procedimentos que normalmente sdo adotados para o controle de
qualidade em uma industria farmacéutica sdo os métodos oficiais descritos pelas
farmacopéias, que servem de referéncia para os diversos parametros de controle de
qualidade, tanto para a matéria prima, como para o produto acabado'. Cada
substancia descrita em uma farmacopéia possui metodologias especificas para sua
caracterizagdo e determinagdo. A maioria dos métodos utilizados para a dosagem
do principio ativo nas formulacdes farmacéuticas se mostra pouco pratico, visto que
necessitam de etapas de pré-tratamento e extracdo da amostra, que aumentam o
custo do processo e demandam uma grande quantidade de tempo, além de
empregarem solventes organicos de média ou alta toxicidade. Nesse sentido, torna-
se importante o desenvolvimento de um procedimento simples, rapido e de baixo
custo para a identificagdo, caracterizacdo e quantificacdo de analitos de interesse

farmacéutico.



Em quimica analitica, varios métodos tém sido aplicados na determinagao
de espécies quimicas presentes em formulagbes farmacéuticas, alguns dos quais
baseados em medidas espectrofotométricas, que se caracterizam por serem simples
e robustos, além de envolverem instrumentagcdo de baixo custo. Entretanto, para
algumas aplicacdes, a seletividade é insuficiente e ou utilizam reagentes de alta
toxicidade, que terminam por contaminar o meio ambiente, caso ndo sejam tratados
adequadamente.

Como se sabe, o uso de técnicas analiticas bastante sensiveis é
imprescindivel para o controle de qualidade de medicamentos em qualquer
segmento do mercado farmacéutico. Sob esses aspectos, as técnicas
eletroquimicas estdo se difundindo cada vez mais, pois sdo capazes de fornecer
limites de detecgao excepcionalmente baixos e uma abundancia de informagdes que
caracterizam e descrevem eletroquimicamente determinados sistemas. As medidas
sdo normalmente especificas para um estado de oxidagao particular de um elemento
e a sua instrumentacdo € relativamente barata, quando comparada a outros
equipamentos, como os utilizados na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
ou na eletroforese capilar. Essas vantagens levaram a um aumento substancial da
popularidade da eletroanalise. Porém, a principal vantagem das técnicas
eletroanaliticas frente as técnicas tradicionais € a possibilidade de analise direta da
amostra sem a necessidade de etapa de separagao ou de um tratamento prévio das
amostras e dessa forma, sem demandar um alto tempo de analise e o gasto
excessivo de solventes organicos. Além disto, a aplicagdo de métodos
eletroanaliticos possibilita a analise de solugdes coloridas ou com particulas sélidas
suspensas>.

Algumas limitagdes das técnicas eletroquimicas podem ser observadas
quando se trabalha com eletrodos s6lidos. De um modo geral, o eletrodo de carbono
vitreo, pasta de carbono, grafite pirolitico, ouro e platina apresentam problemas de
adsorcao, seja ela por compostos constituintes das solugbes de analise ou dos
produtos das reacdes redox, provocando o envenenamento da superficie eletrodica,
limitando a regido de potencial de trabalho e aumentando a corrente residual®*. A
renovacdo da superficie por polimento ndo é trabalhosa, mas podem ocorrer
inevitaveis mudancgas na area ativa do eletrodo.

O eletrodo de mercurio (HMDE - gotejante e de gota pendente) mostra

algumas caracteristicas interessantes em relagdo aos eletrodos solidos. A agéo do



gotejamento é reprodutivel e a superficie € continuamente renovada, nao sendo
modificado permanentemente por reagdes que ocorrem na interface eletrodo
solugdo, contrario ao eletrodo de filme de mercurio (MFE) que pode ocorrer
formagdo de amalgama ou processo de adsorcao®. Quando comparados ao HMDE,
os eletrodos metalicos solidos apresentam maior corrente residual, menor
reprodutibilidade e homogeneidade de superficie, além de menor potencial de
sobretensdo de hidrogénio e maior dificuldade de serem oxidados. No entanto,
podem ser utilizados para determinagdes de espécie com potencial redox positivo®®.
Apesar do numero ainda significativo de trabalhos empregando o HMDE, ha uma
tendéncia crescente de se trabalhar com eletrodos alternativos que causem menor
impacto ao meio ambiente, ou menor preocupacao e cautela durante a execugao
das analises.

Os eletrodos de carbono, no geral, sdo bastante utilizados. Possuem
propriedades mecénicas e eletroquimicas que os tornam atraentes, a0 mesmo
tempo apresentam faixa ampla de potencial de trabalho, sdo razoavelmente inertes
quimicamente e mostram facilidade de modificacdo. No entanto, principalmente o
eletrodo de carbono vitreo, o mais utilizado dentre os eletrodos de carbono, possui
corrente de fundo muito alta, o que dificulta a diminuigdo do limite de deteccao no
desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos, além de ser passivel a efeitos
de adsorgdo superficial, especialmente de espécies organicas, ocasionando
problemas de bloqueio de resposta e dificuldade de renovacéo superficial®.

Com o avango nas técnicas eletroanaliticas, a pesquisa por materiais
eletrédicos mais eficientes passou a ser feita, visto a importancia de melhorar ainda
mais o desempenho das técnicas desenvolvidas. Dentre as mais recentes
descobertas de materiais com aplicabilidade eletroanalitica, o eletrodo de diamante
dopado com boro (BDD) surgiu como uma alternativa aos eletrodos convencionais,
principalmente na determinagcdo de compostos orgénicos e inorganicos, em diversas
matrizes®. Adicionalmente, ha outros trabalhos na literatura que mostram a utilizacgo

do eletrodo de BDD para a determinagcdo de diversos compostos orgénicos7'2°,

inclusive neste grupo de trabalho®'%>,

SUFFREDINI et al.>* ao estudarem reacdes de desprendimento de oxigénio
e hidrogénio utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro observaram que
ha dificuldade da superficie deste em adsorver espécies intermediarias de reacgao.

Além da fraca adsorcéao, o eletrodo de BDD apresenta varias outras caracteristicas,



dentre elas, amplo intervalo eletroquimico de potencial de trabalho, elevada
reprodutibilidade, baixas correntes residuais, alta estabilidade em solugcbes acidas
ou basicas. Sendo assim, o eletrodo de BDD é um excelente material alternativo
para as mais variadas aplicacdes analiticas, principalmente na analise de compostos
que apresentam eletroatividade baixa, como por exemplo, o acido acetilsalicilico
(AAS), cuja determinagdo, utilizando eletrodos solidos convencionais ou
modificados, é feita indiretamente apds a sua conversao a acido salicilico (AS) pela
hidrolise alcalina, como abordado mais adiante.

Tendo em vista essas caracteristicas e sua boa interacdo com diversos
compostos organicos, promovida principalmente pelas terminagbes carbono
hidrogénio do eletrodo, surge o interesse de se desenvolver procedimentos
analiticos para alguns compostos com propriedades farmacoldgicas, como o acido
acetilsalicilico, o cloridrato de propranolol, o cloridrato de atenolol e o citrato de
sildenafila (Viagra®), uma vez que sdo farmacos populares amplamente consumidos
pela populagao.

Nota-se a seguir, na revisao bibliografica de cada um destes analitos, que a
maioria dos procedimentos descritos na literatura requer aquecimento, longo tempo
reacional, necessidade de extragdo com solventes organicos e meios reacionais
desfavoraveis, que induz a necessidade do desenvolvimento de procedimentos
analiticos menos agressivos ao meio ambiente, com reduzido consumo de
amostra/reagente e sem a necessidade de um tratamento especial da amostra.

1.2. Acido acetilsalicilico®>?°

Em 1897 o quimico aleméo Felix Hoffmann, com base nos trabalhos do
quimico francés Charles F. Gerhardt, sintetizou o acido acetilsalicilico (FIGURA 1.1),
no intuito de substituir o salicilato de sédio, que era indicado para o tratamento da
doencga reumatica e que provocava irritacao e fortes dores estomacais na maioria
dos pacientes, além de ter um gosto bastante desagradavel. Em 1899, a empresa
alema Bayer patenteou o acido acetilsalicilico com o nome de Aspirina® (A-spirin;
Spiraea ulmaria) e a introduziu macigamente na medicina, primeiramente em po,
depois em pequenos comprimidos, ja que os granulos eram pouco soluveis em

agua.



0] 0] OH ')
H,SO
OH 2=a O_ _CH
. H3C)k0)kCH3 N e e R
OH 0] Acid £t
. . Anidrido acético ] cido acetico
Acido salicilico Acido acetilsalicilico

FIGURA 1.1. Reacéao de formagao do acido acetilsalicilico.

Seu uso mais frequente passou a ser feito para aliviar a dor, particularmente
as dores musculares e a dor de cabeca, febres e no tratamento da diferentes formas
de artrite. Com o passar dos anos, foi acrescentado indicacbes para 0 seu uso.
Quando usada regularmente, pode ter papel importante na prevengédo do cancer e
de algumas doencas degenerativas, como Alzheimer. O acido acetilsalicilico
bloqueia a sintese das prostaglandinas, evitando a formagdo de plaquetas
(responsaveis pelo bloqueio de fluxo de sangue para o coragdo) e
consequentemente, impedindo o derrame e o infarto do miocardio, mostrando uma

enorme importancia na prevengao e tratamento de doengas cardiovasculares.

1.2.1. Métodos para a determinacédo de acido acetilsalicilico

Em geral, o acido acetilsalicilico € determinado indiretamente apds a sua
conversdo a acido salicilico (AS) e acido acético (AA) por meio da hidrdlise alcalina.
A maioria destes procedimentos requer diversas etapas de tratamento da amostra
em virtude da hidrélise da amostra, o que acarreta um maior tempo de analise e a
introducdo de erros nas medidas, sendo incompativel para a utilizagdo em analises
de rotina.

A Farmacopéia Britanica® recomenda a determinacdo de AAS em
formulagdes farmacéuticas apds o tratamento de cada amostra em solugdo aquosa
de hidroxido de sodio e aquecimento sobre refluxo por 10 min. Nessas condicdes, o
AAS sofre hidrolise. O excesso de NaOH é entdo titulado com solugao padrao de
acido cloridrico utilizando fenolftaleina como indicador.

Medidas espectrofotométricas baseadas na reacdo de Trinder®' também sao
recomendadas como método de referéncia para a determinacao indireta do AAS
como AS. Nesse método o AS reage com ions Fe(lll) para formar um complexo de

coloragao roxa. Entretanto, interferéncias podem ser esperadas para amostras que



apresentem corantes em suas formulagdes. Essa reacao foi adaptada para analise
por injecdo em fluxo com detecgdo espectrofotométrica por PEREIRA et al.®? Os
ions AS gerados “on line” apds a hidrolise alcalina do AAS em microondas reagem
com os ions Fe(lll) injetados no sistema para formar um complexo colorido que foi
monitorado espectrofotometricamente em 525 nm. O limite de detec¢cdo encontrado
foi de 2,2 x 10° mol L™ com uma frequéncia de amostragem de 90 determinacdes
por hora. MATIAS et al.>®* empregaram a mesma reacdo de formagdo do complexo
de cor roxa entre o AS, obtido da hidrélise alcalina do AAS, e ions Fe(lll) para
proporem um procedimento de quantificagdo do AAS utilizando “spot test” e
reflectancia difusa. A reflectancia da mistura final, colocada sobre um papel de filtro,
pode ser medida diretamente.

VERMA e JAIN** utilizaram a reac&o de trans-acetilacdo do 4-aminofenol pelo
AAS para a determinacao do AAS em amostras comerciais. O produto dessa reagao
(N-acetil-4-aminofenol) foi oxidado com iodilbenzeno em acetona formando
iodilbenzeno e monitorado espectrofotometricamente em 430 nm ou titulado
fotometricamente na mistura agua/acetona com o 2-iodilbenzoato, em 444 nm.

A fluorimetria e a cromatografia também foram utilizadas para a determinagéo
de AAS em formulagbes farmacéuticas. A cromatografia é preferida perante os
demais métodos, devido a possibilidade de determinar simultaneamente AAS e
AS*. Entretanto, esta técnica envolve a utilizacdo de reagentes organicos,
procedimentos morosos para o tratamento da amostra, além de necessitarem
instrumentos de alto custo e/ou sofisticados. MILES e SCHENK?®* propuseram a
determinacao fluorimétrica do AAS na presenca de AS. A reagao baseia-se na
medida da fluorescéncia do AAS em cloroférmio contendo acido acético 1% v/v
(hexc = 280; Aem = 335 nm). GANDHIMATHI et al.*” desenvolveram um método
utiizando HPLC para a determinagdo simultdnea de AAS e mononitrato de
isossorbida em uma formulacdo combinada, em uma coluna de fase reversa de
octadecilsilano (C4g) com deteccdo na regido do UV, em 215 nm. A fase moével
continha agua:metanol (60:40 v/v) pH 3,5 (ajustado com H3POy,).

341 amperometria*? e

As técnicas eletroquimicas, tais como potenciometria
voltametria®*** foram utilizadas para a determinagdo de acido acetilsalicilico em
formulagdes farmacéuticas. Em todos os procedimentos a determinacao de AAS foi

feita indiretamente, medindo-se o acido salicilico obtido pela hidrélise alcalina.



FERREIRA et al.*® construiram um eletrodo de segunda espécie,
Ptl Hgl Hg2(AS)Jl grafite, para a determinagdo de AAS apés a sua hidrélise alcalina.
Este eletrodo apresentou um coeficiente angular de 58,66 mV/década para o AS no
intervalo de concentragdo de 6,0 x 10* a 1,0 x 10" mol L' em pH 6,0 e forca idnica
0,50-3,0 mol L™, ajustada com NaClOs,.

ROVER Jr et al.*® desenvolveram um sistema FIA com detecgéo
potenciomética para a quantificacdo de AAS utilizando um eletrodo constituido do
par salicilato-tricaprililmetilaménio (Aliquat® 336 S) imobilizado em membrana de
acetato de etilenovinila (EVA). A curva analitica foi linear no intervalo de
concentragdo de AS de 5,0 x 102 a 5,0 x 10 mol L™ em tampao Tris-HCI (pH 7,5)
com coeficiente angular de 58,3 mV/década. Posteriormente, KUBOTA et al.*0
utilizaram este mesmo sistema para a determinacdo de AAS, porém com a sua
hidrélise alcalina “on line”. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracao
de AAS de 4,0 x 10° a 4,0 x 102 mol L', com limite de deteccdo de
2,5 x 10° mol L™ e frequéncia de amostragem de 28 determinagdes por hora. Outro
procedimento empregando este eletrodo foi proposto por FERNANDES et al.*’
adaptando-o em um sistema de andlise por injecdo em batelada (BIA). A curva
analitica foi linear no intervalo de concentracdo de AAS de 7,5 x 102 a
7,5 x 102 mol L™, com uma frequéncia de amostragem de 90 determinagbes por
hora.

QUINTINO et al.** propuseram a determinacdo indireta do AAS utilizando um
eletrodo de cobre em um sistema BIA, com detecgdo amperométrica. Foi obtida uma
linearidade no intervalo de concentragdo de AAS de 1,0 x 10® a 1,0 x 10 mol L™,
com um limite de detecgdo de 0,48 umol L. MAJDI et al.** desenvolveram um
eletrodo de niquel modificado com hidréoxido de niquel para a determinagao de AAS
em meio alcalino. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de AAS de
2,0 x 10* a 7,0 x 10° mol L', com um limite de deteccéo de 48 pmol L™, utilizando
cronoamperometria. SUPALKOVA et al.** usaram voltametria de onda quadrada
(SWV) em conjunto com um eletrodo confeccionado com grafite de lapis para a
determinacao indireta de AAS em amostras comerciais. As condigdes ideais para a
hidrélise foram obtidas em pH 12 a 90° C por 60 min.

Apesar de bons resultados obtidos empregando-se os respectivos métodos

supracitados, em todos ha necessidade da prévia hidrélise alcalina do AAS.



1.3. Anti-hipertensivos: propranolol e atenolol*

A hipertensdo arterial € uma das doencgas que mais afeta a populagdo. Em
muitos casos, € necessario o tratamento com agentes anti-hipertensivos e muitos
pacientes fazem uso continuo destes medicamentos para controlar a pressao
arterial.

Diversos tipos de farmacos sao disponiveis para o controle da hipertenséo,
com a finalidade de reduzir a pressdo sanguinea a niveis normais. Entre os
farmacos mais utilizados no tratamento da hipertensdo encontram-se o propranolol
(1-(isopropilamino)-3-(1-nafitiloxi)-2-propranol) e o atenolol (4-(2-hidroxi-3-
isopropilaminopropoxi) fenilacetamida) (FIGURA 1.2), pertencentes a classe dos
[bloqueadores, geralmente disponiveis na forma de comprimidos, comercializados
como medicamentos de referéncia, genéricos ou similares. Esses medicamentos
podem ser empregados individualmente ou em associagdes, de forma a manter uma

reducao eficaz da hipertensao.

NH,

FIGURA 1.2. Férmula estrutural do (a) cloridrato de propranolol e (b) cloridrato de
atenolol.
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Em virtude da importancia destes anti-hipertensivos no tratamento de
algumas doencgas cardiovasculares, torna-se necessario o desenvolvimento de
métodos quantitativos para a determinacao destes principios ativos em formulagcdes
farmacéuticas, a fim de ndo comprometer a eficacia terapéutica do medicamento e
para garantir que a quantidade que esta sendo ingerida pelo paciente seja a
recomendada, consequentemente garantindo o sucesso do tratamento.

A seguir serdo descritos sucintamente os trabalhos mais relevantes para a

determinacao dos anti-hipertensivos: propranolol e atenolol.
1.3.1. Métodos para a determinacgédo de propranolol

A titulacdo volumétrica®® e condutometria®’ sdo alguns dos procedimentos
quantitativos mais antigos para a determinagcdo de propranolol em formulagdes
farmacéuticas.

A espectrofotometria também pode ser utilizada para a determinacdo do
propranolol em formulacdes farmacéuticas, que vao desde procedimentos simples*

4930 "que requerem o uso de reagentes prejudiciais ao meio ambiente®”

|.52

a trabalhosos
®1 quando n&o tratados de forma adequada. Conforme PASSOS et al.*? a utilizagdo
de um procedimento espectrofotométrico adaptado para analise por injegcéo
sequencial (SIA) produz apenas 2,5 mL de efluentes por determinagdo, enquanto
que o método de referéncia proposto pela Farmacopéia Britanica® originam 140 mL.

Os métodos luminescentes tais como a espectrofluorimetria®®® e a
quimiluminescéncia®® tém sido utilizados na determinacdo de propranolol em
formulagdes farmacéuticas.

RAMESH et al.>* desenvolveram um procedimento espectrofluorimétrico para
a determinagao indireta de propranolol. A reacdo baseia-se na oxidagado deste
analito com o N-bromosuccinamida (NBS) e a determinagcdo do NBS em excesso
pela medida do decréscimo da fluorescéncia quando este reage com a metdilazina.
O produto da reagao apresenta fluorescéncia em 377 nm, apos ter sido excitado a
343 nm. Reacgao similar foi empregada por GOWDA et al.®® e SASTRY et al.®" para
determinagdes espectrofotométricas de propranolol em amostras comerciais.
TABRIZI®® baseou-se na reagdo de oxidacdo do propranolol com Ce(IV) gerando
Ce(lll) com emissao de fluorescéncia em 352 nm, quando excitado em 255 nm.

Determinacdo direta do propranolol em formulagcbes comerciais foi feita por
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RUIZ et al.*® utilizando a fluorescéncia natural obtida do propranolol em etanol/agua
(50% VIV) (hexc = 232 € 295 nm; Aem = 324 e 337 nm). Este mesmo procedimento
permitiu a determinacgao simultadnea de propranolol e pindolol em amostras de urina.

A analise por injecdo em fluxo com detecgdo quimiluminescente também é
utilizada para a determinagdo de propranolol em formulagdes farmacéuticas. A
emissao luminescente gerada pela oxidagdo do pirogalol com o periodato de
potassio que nao foi consumido na reagao prévia deste reagente com o propranolol
foi utilizada por TSOGAS et al.’” para a determinacdo indireta deste farmaco.
TOWNSHEND et al.®® propuseram um procedimento baseado na
quimiluminescéncia induzida pela oxidagédo do grupo amino com permanganato de
potassio em acido sulfurico para a determinacdo direta deste farmaco.
Posteriormente, MARQUES et al.®® utilizaram a mesma reagdo supracitada
empregando analise em fluxo com multicomutagdo, o que proporcionou a
minimizagao no consumo de reagentes e na geragao de residuos.

MARTINEZ et al.?? desenvolveram um procedimento para a determinacéo de
propranolol em produtos farmacéuticos utilizando HPLC em uma coluna de fase
reversa C4g com detecgdo na regidao do UV, em 225 nm. A fase movel contendo
dodecilsulfato de sédio 0,15 mol L™, propanol 15 % v/v e NaH,PO,4 0,01 mol L™ em
pH 3,0 (ajustado com HCI) foi utilizada, permitindo a eluicdo do propranolol e dos
demais anti-hipertensivos avaliados em menos de 15 min. EL-SAHARTY et al.®®
determinaram simultaneamente furosemida e propranolol empregando HPLC em
uma coluna de fase reversa Cqg com detecg¢ao na regiao do UV, em 235 nm e como
fase movel foi utilizada a mistura NaH.PO,4 (0,02 mol L ™"):acetonitrila (80:20 v/v) em
pH 4,5.

GOTARDO et al.® empregaram espectroscopia de reflectancia difusa
utilizando “spot test” quantitativo para a determinacdo de propranolol em
formulagdes farmacéuticas, tanto em amostras comerciais como em amostras
suspeitas de falsificagcdo ou adulteracdo. Esse procedimento baseia-se na reacgao
em papel de filtro, utilizando 2,6-dicloroquinona-4-cloroimida como reagente
cromogénico. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracédo de PROP de
8,45 x 10™ a 8,45 x 102 mol L!, com um limite de deteccéo de 1,01 x 10™ mol L™.

Algumas técnicas eletroquimicas também foram utilizadas para a

quantificacdo do propranolol em formulagdes farmacéuticas. O procedimento que
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envolve essas técnicas € extremamente atrativo, principalmente do ponto de vista da
simplicidade, baixo custo de instrumentacgao, além da facilidade de miniaturizagao.

HASSAN et al.?® desenvolveram um eletrodo seletivo pela formagdo de
tungstofosfato de propranolol com cloreto de polivinila (PVC) para a determinagéo
potenciométrica de propranolol em formulagdes farmacéuticas. A resposta para o
propranolol foi linear no intervalo de concentracéo de 2,0 x 107 a 1,0 x 102 mol L™,
em pH 3-8 com uma resposta subnernstiana de 48,1 mV/década e limite de
detecgao de 3,5 x 107 mol L. Além desse eletrodo, foram construidos mais quatro,
para a determinagéo de atenolol, bisoprolol, metoprolol e timolol, todos empregando
0 mesmo trocador.

A polarografia de pulso diferencial foi utilizada por EL-RIES et al.%® para a
determinacao indireta de propranolol em formulagdes farmacéuticas, apds a nitragao
do propranolol pelo acido nitrico. O nitropropranolol formado reduz-se em -0,275 V
vs. Ag/AgCl (KCI saturado), em tampao Britton-Robinson pH 2,0 no eletrodo de gota
estatica de mercurio. A resposta foi linear no intervalo de concentracido de PROP de
5,0 x 107 a 5,0 x 10° mol L™, com um limite de deteccdo de 1,0 x 107 mol L™,
Resultados similares, em termos de linearidade (6,0 x 107 a 5,0 x 10° mol L") e
limite de deteccdo (2,0 x 107 mol L") foram obtidos por RADI et al.%’, que utilizaram
um eletrodo de pasta de carbono em conjunto com a voltametria de pulso diferencial
adsortiva por redissolu¢cao anddica em tampao BR pH 2,0 para a determinagdo do

propranolol em amostras comerciais.
1.3.2. Métodos para a determinacédo de atenolol

AMIN et al.®® descreveram um procedimento colorimétrico para a
determinacdo do atenolol, utilizando o reagente cromogénico 4-cloro-7-nitro-2,1,3-
benzoxadiazole em meio de metanol:agua (30 % v/v), com absor¢gdo maxima em
485 nm, necessitando-se de 2 horas para a formacdo do complexo. Para minimizar
este tempo para 10 min, é necessario aquecimento a 70° C.

ELSHANAWANE et al.® determinaram simultaneamente amilorida, atenolol,
hidroclorotiazida e clortalidona empregando HPLC em uma coluna de cianopropil
com detecgao em 275 nm e como fase movel foi utilizada a mistura tampao fosfato

pH 4,5:metanol, na proporg¢ao 75:25 v/v.
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AL-GHANNAM'® utilizaram a espectrofotometria no visivel para a
determinacado de complexos coloridos formados na reacédo de atenolol com azul de
bromofenol, azul de bromotimol e azul de bromocresol. As reacbes com formacao
desses complexos ocorrem em cloroformio. Os complexos apresentaram absorg¢ao
maxima em 415 nm. A Farmacopéia Britanica®® recomenda medidas
espectrofotométricas em 275 nm utilizando metanol como solvente.

ARVAND et al.”" construiram um eletrodo seletivo para a determinacéo de
atenolol, utilizando uma membrana de PVC contendo fosfotungstato de atenolol. As
condigdes analiticas permitiram resposta nernstiana (58,1 mV/década) no intervalo
de concentracdo de 5,0 x 107 a 1,0 x 102 mol L™, com limite de detecgdo de
1,0 x 107 mol L', sendo aplicado seletivamente na determinacdo do atenolol.

Alguns procedimentos utilizando técnicas eletroquimicas foram desenvolvidos
para a determinacao do atenolol em formulagdes farmacéuticas.

GOYAL et al.”? desenvolveram um eletrodo de ITO (éxido de indio e estanho)
modificado com nanoparticulas de ouro para a determinagao de atenolol utilizando
voltametria de pulso diferencial. A curva analitica foi linear no intervalo de

concentragdo para o atenolol de 0,5 x 10% a 1,0 x 10° mol L' com limite de

deteccdo de 0,13 umol L' em tampéo fosfato pH 7,2.

Segundo GOYAL and SINGH®, o atenolol ndo apresenta processos redox na
superficie de um eletrodo de carbono vitreo em tampao fosfato pH 7,2. Entretanto,
quando modificado com fulereno (Cgp) foi possivel obter um pico de oxidag&o para
esse analito, em aproximadamente 1,04 V vs. Ag/AgCl (KCI 3 mol L"), em tampao
fosfato pH 7,2, permitindo a quantificagao do analito no intervalo de concentragao de
25 x 10% a 1,5 x 10° mol L, com limite de deteccdo de 1,6 x 10* mol L™
Recentemente, GRIESE et al.”* mostraram que o atenolol oxida-se em um eletrodo
de carbono vitreo em aproximadamente 1,17 V, em tampé&o fosfato pH 7,2, de
acordo com as condigdes experimentais usadas por aqueles autores’.

CERVINI et al.”® desenvolveram um eletrodo de grafite/resina de poliuretana
sem modificagdo, cuja oxidagao do atenolol é obtida em 760 mV versus o eletrodo
de calomelano saturado, empregando voltametria de pulso diferencial. O eletrodo
apresentou resposta linear no intervalo de concentracdo de atenolol de 4,0 x 10° a
1,0 x 10 mol L™ com limite de detecgdo de 3,16 umol L' em tampéo fosfato pH 10
Posteriormente, este eletrodo foi adaptado para FIA com deteccdo amperométrica’®.

A frequéncia de amostragem alcangada foi de 90 determinagdes por hora com uma
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curva de calibracdo linear no intervalo de atenolol de 2,0 x 10* a 3,0 x 10° mol L™

com limite de deteccgdo de 18,1 umol L™ em tampao fosfato pH 10.
1.4. Citrato de sildenafila®

A disfuncgao erétil é definida como a inabilidade persistente de obter e manter
uma erec¢ao adequada para permitir um desempenho sexual satisfatorio.

A crescente elucidacado das bases fisioldgicas e bioquimicas da fungao erétil,
nos ultimos anos, possibilitou a evolugado das opgdes de tratamento da disfuncao
erétil. No mercado, sdo encontradas formas farmacéuticas de aplicagao local e de
administragao oral.

A procura por uma terapia farmacoldgica ideal para o tratamento da disfungéo
erétil tem o objetivo de satisfazer caracteristicas como eficacia, facil administracao,
reducdo da toxicidade e efeitos adversos. Devido a isso, os farmacos de
administracao oral tornaram-se a terapia de primeira escolha para os mais diversos
casos de disfungao erétil, destacando-se entre eles o citrato de sildenafila (Viagra®),
designado quimicamente como citrato de 1-[[3-(6,7-diidro-1-metil-7-oxo-3-propil-1-H-
pirazolo[4,3-d]pirimidin-5-il)-4-etoxifenil]Sulfonil]-4-metilpiperazina, cuja estrutura é
apresentada na FIGURA 1.3.

NCHs
FIGURA 1.3. Férmula estrutural do citrato de sildenafila.
A eregcdo peniana € mediada por nervos NANC (n&o-adrenérgicos-nao-

colinérgicos), os quais liberam oéxido nitrico (NO) no corpo cavernoso durante a

estimulagao sexual, promovendo a relaxagdo dos musculos nessa regiao, permitindo
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influxo de sangue. A sintese do NO, no organismo, ocorre durante a transformagao
do aminoacido semi-essencial L-arginina (L-Arg) em L-citrulina (L-Cit), em uma
reagdo mediada pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), devendo estar presente
oxigénio, NADPH, calcio, entre varias outras substancias. O NO, assim produzido,
difunde-se em uma acéo tipica de mensageiro para as células alvo, onde ativa o
sistema da guanilciclase, com aumento da produgdo de guanosina 3’5’-monofosfato
ciclico (GMPc), por meio da qual ocasiona seu efeito biolégico. Dessa forma, o NO
nao é armazenado “in vivo” como outros neurotransmissores, mas sintetizado sob
demanda, difundindo-se rapidamente até seu sitio de agao. Sua deficiéncia no
organismo, dentre outras consequéncias, promove a impoténcia sexual.

O sildenafila pertence a classe de agentes inibidores das fosfodiesterases,
enzima que degrada o GMPc no interior dos corpos cavernosos. A fosfodiesterase
tipo 5, predominante no corpo cavernoso, age na hidrélise do GMPc , convertendo-o
em GMP, sua forma inativa. Pela inibicao da fosfodiesterase, o sildenafila prolonga a
atividade do GMPc, promovendo relaxamento da musculatura lisa cavernosa,
melhorando a funcao erétil. O pico de concentracdo plasmatica desse composto

ocorre 30 a 120 min apds ingestao oral, em jejum.

1.4.1. Métodos para a determinacdo de sildenafila em formulacdes

farmacéuticas

O consumo elevado de Viagra® em todo o mundo indica a necessidade do
desenvolvimento de novos métodos analiticos para o controle de seu principio ativo
(sildenafila), a fim de garantir a sua qualidade e a autenticidade. Até o presente
momento ndo ha um método analitico descrito em qualquer farmacopéia para a
determinacao do sildenafila em formulagdes farmacéuticas.

Varios métodos tém sido propostos para a sua determinacdo, entre eles:
cromatografia liquida de alta eficiéncia’’’®, espectroscopia no infravermelho
proximo’®, espectroscopia Raman®’, eletroforese capilar®', colorimetria® e analise
por injecdo em fluxo com detecgao espectrofotométrica®®. Entretanto, alguns desses
procedimentos sao de alto custo, enquanto outros sido trabalhosos e/ou requerem
alto tempo de analise, pois envolvem diversas etapas analiticas.

ABD-ELBARY et al.”” desenvolveram um procedimento para a determinagao

de sildenafila em produtos farmacéuticos utilizando HPLC e uma coluna de fase
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reversa Cig com deteccado na regiao do UV, em 290 nm. Como fase movel foi
utilizado metanol:agua:acetonitrila (60:20:20 v/v/v) pH 6,1 ajustado com acido
acético 0,1 % v/v. DARAGHMEH et al.”® também utilizaram HPLC para a
determinagcado do sildenafila na presenca de seus produtos de degradagado. Foi
utilizada uma coluna de fase reversa Cig € como fase mdvel a mistura tampao
acetato (pH 7,0):acetonitrila (1:1, v/v). O método se mostrou bastante seletivo para a
separacao e identificagao do sildenafila de seus produtos de degradacgéo.

VREDENBREGT et al.” descreveram um procedimento para a determinagao
rapida de sildenafila em comprimidos, em formulacdes suspeitas de adulteracéo e
em imitacdes de Viagra®, utilizando espectroscopia no infravermelho préximo. O
procedimento € adequado para determinagcbes de formulagdes que contenham
apenas um principio ativo, pois nao requer preparo de amostra, sem sua destruicao
durante a analise. VEIJ et al.® utilizaram espectroscopia Raman para a andlise
direta de amostras adulteradas de Viagra®, comparando com amostras néo
adulteradas. Para obter essa diferenciacdo foi necessario utilizar um tratamento
quimiométrico, utilizando anélise de componentes principais (PCA) combinada com
a analise hierarquica de grupo (HCA).

FLORES et al.®' utilizaram a eletroforese capilar para a determinagdo
simultanea de sildenafila (Viagra®), vardenafila (Levitra®) e tadalafila (Cialis®)
(farmacos empregados para o tratamento da disfuncdo erétil) em formulacdes
farmacéuticas em apenas dois minutos. Porém, foi utilizado metanol para a
dissolucdo dos farmacos. Foram observados limites de detecgdo de
4,0x10"molL", 4,8x10" molL" e 9,1 x 107 mol L, respectivamente.

AMIN et al.®® desenvolveram um procedimento colorimétrico para a
determinacdo de sildenafila em amostras comerciais e em soro. Os complexos
coloridos formados pela reagcéo entre o sildenafila com os corantes vermelho do
Congo, vermelho de Sudao e o violeta de Genciana em valores de pH 2,5, 6,5 e
11,0, respectivamente, foram determinados em 523, 554 e 569 nm, respectivamente.

ALTIOKKA et al.®® utilizaram analise por injecdo em fluxo com detecgdo
espectrofotométrica na regido do UV, em 292 nm, para a determinagao de sildenafila
em amostras de Viagra® 50 mg em tampao fosfato pH 8,0 contendo metanol 10 %
viv. A curva analitica foi linear na faixa de sildenafila de 1,0 x 10°a 5,0 x 10° mol L™

e uma quantificacdo de sildenafila da ordem de 8,9 x 107 mol L' foi possivel.
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Sao poucos os procedimentos eletroquimicos utilizados na determinacédo de
sildenafila em formulagdes farmacéuticas encontrados na literatura.

HASSAN et al.®* desenvolveram dois eletrodos potenciométricos seletivos ao
sildenafila constituido dos pares-ibnicos: sildenafila-tungstosilicato e sildenafila-
reinecato imobilizados em membrana polimérica de PVC. Estes sensores
apresentaram resposta Nernstiana no intervalo de concentracéo de sildenafila de 7,9
x 107 a 1,0 x 102 mol L™ e 1,0 x 10®° a 1,0 x 102 mol L, respectivamente.
OTHMAN et al.®* construiram outros dois eletrodos seletivos. Nesse caso, foram
empregados os trocadores tetrafenilborato e acido fosfomolibdico em membrana de
PVC. Esses dois eletrodos apresentaram coeficiente angular de 55,5 e 53,5
mV/década, respectivamente, no intervalo de concentragdo de sildenafila de 102 a
10®° mol L™, com tempos de resposta de 30 e 40 s, respectivamente. Ambos os
eletrodos foram também utilizados para a determinacdo de sildenafila em soro
sanguineo.

Baseando-se na reacao de redugao do sildenafila em um eletrodo de mercurio
de gota pendente (HMDE), BERZAS et al.®® propuseram dois procedimentos
voltamétricos para a determinagdo desse analito em amostras de Viagra® (25, 50 e
100 mg) em meio de HCIO4 pH 2,0, utilizando SWV e a voltametria de onda
quadrada adsortiva por redissolugao catédica (SWAdSV). Esta ultima promoveu uma
melhor linearidade, 5,0 x 10° a 1,0 x 107 mol L com potencial e tempo de
acumulacao de -0,8 V e 10 s, respectivamente, quando comparada aquela obtida
por SWV, 1,0 x 10® a 2,0 x 10°® mol L. Ainda ha um numero significativo de
trabalhos empregando esse eletrodo.

OZKAN et al.®” estudaram a oxidacado do sildenafila utilizando um eletrodo de
carbono vitreo em acido sulfurico, em tampao fosfato, acetato e amoénia, na faixa de
valores de pH condicional de 2-8, contendo acetonitrila 30 % v/v para assegurar a
solubilidade. A sua determinagdo em formulagdes farmacéuticas, em Viagra® 50 mg,
foi feita em tampao fosfato pH 2,0 e em tampao acetato pH 3,5 empregando

voltametria ciclica, voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada.
1.5. Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

O diamante natural € um material isolante (com excecédo do tipo llb, que

)88

contém boro em sua estrutura)®™, de dificil acessibilidade e de elevado custo
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comercial. Estas caracteristicas ndo despertavam o interesse de sua utilizagdo nos
diferentes segmentos da industria. Porém, com o desenvolvimento de métodos mais
eficientes e relativamente mais baratos para a obtencao de filmes finos de diamante
sintético passou a ter aplicagdes de grande importancia nas mais variadas areas,
principalmente devido a alta dureza, condutividade térmica e forgca de flexdo, baixa
corrente dielétrica e coeficiente de friccdo, isolamento elétrico, resisténcia a alta
temperatura de operagao e transparéncia ptica®.

Os dois métodos empregados para a sintese do diamante foram
desenvolvidos na década de 50, que constam do crescimento a alta pressao/alta
temperatura (HPHT (High Pressure/High Temperature)) e da deposicdo quimica a
partir da fase vapor (CVD (Chemical Vapor Deposition)). Este ultimo, devido a
viabilidade econbmica, a versatilidade e ao manuseio simplificado, passou a ser o
mais utilizado para a sintese dos filmes de diamante em série®.

O método CVD baseia-se na deposicdo de um filme de diamante em
diferentes tipos de substrato (silicio, tungsténio, molibdénio, titanio, grafite, carbono
vitreo, inclusive o préprio diamante), sob condigdes termodinamicamente
metaestaveis, a partir da ativagdo de uma fase gasosa (geralmente metano diluido
em hidrogénio) introduzida em um reator. Além do metano, pode-se utilizar como
fonte de carbono: metanol, acetona, etanol, ou ainda, qualquer outro composto
organico volatil. O melhor substrato € aquele que possui boa resisténcia mecanica e
coeficiente de dilatagdo parecido com o do filme de diamante, para facilitar o
crescimento de um filme aderente e de qualidade, além de ser resistente a
temperatura de operagao do reator®.

Quanto ao dopante, diferentes compostos podem ser utilizados e injetados no
reator. Entre eles, o mais utilizado € o boro, geralmente proveniente do trimetilboro,
numa concentragdo entre 10 e 20000 ppm, que € injetado no reator
simultaneamente com hidrogénio e metano, para o crescimento de filmes de
diamante com caracteristicas semicondutoras (baixa concentracdo de boro), tais
como o diamante natural tipo llb ou ainda, com caracteristicas de um semimetal (alta
concentracdo de boro)**®. Outros elementos usados como dopantes s&o: enxofre,
nitrogénio, fésforo e litio, podendo-se alterar o tipo de semicondutor obtido®.

Apos o crescimento do filme de diamante dopado com boro, um dos
parametros mais importantes na montagem do eletrodo € o estabelecimento do

contato elétrico, que normalmente é feito com indio/galio, galio, subcamada de
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titanio, pasta de prata, ouro ou ouro/talic®. O isolamento de todas as partes do
eletrodo faz-se necessaria, para que somente a superficie do diamante dopado fique
exposta a solucdo de medida.

O estabelecimento do método de dopagem de filmes de diamantes viabilizou
economicamente sua producao, despertando o interesse da fabricagao de eletrodos
para o desenvolvimento de procedimentos analiticos para a determinacdo de
compostos organicos e inorganicos, em diferentes matrizes. No Brasil, mais
precisamente no Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE), em Sao José dos
Campos/SP, eletrodos de diamante dopado com boro sdo preparados pelo método
CVD88,90,91 )

As aplicagdes dos eletrodos de diamante dopado com boro em eletroanalise
estdo relacionadas as propriedades eletroquimicas distinguiveis de outros eletrodos
comumente utilizados, como o carbono vitreo, platina e pasta de carbono, que
incluem: estabilidade quimica a corrosdo em meios agressivos, baixa e estavel
corrente de fundo, extraordinaria estabilidade morfologica e microestrutural a
temperaturas altas, boa resposta a alguns analitos em solugdes aquosas e nao-
aquosas com pré-tratamento convencional, adsor¢cao fraca de moléculas polares, o
que melhora a resisténcia do eletrodo a desativagdo ou envenenamento,
transparéncia optica nas regides do UV/Vis e IV e finalmente, uma larga janela de
potencial em meio aquoso e ndo aquoso com o desprendimento de hidrogénio
comecgando em -1,5 e o desprendimento de oxigénio em +2,5 V vs. Ag/AgCl (KCI
3,0 mol L)%,

Alguns artigos de revisdo fornecem o historico de pesquisas relacionadas ao
eletrodo de BDD%**%_ O comportamento eletroquimico observado para os eletrodos
de BDD em diferentes experiéncias e, em diferentes laboratérios, ndo podem ser
satisfatoriamente comparados, pois depende das propriedades fisicas, quimicas e
eletrénicas do material. Estas propriedades sao afetadas pela quantidade e tipo de
dopante, fatores morfolégicos e defeitos no filme, presenga de impurezas (carbono
sp?), orientacdo cristalografica e terminagdo da superficie (hidrogénio e/ou oxigénio).

A terminacdo em hidrogénio da ao eletrodo uma natureza hidrofébica e
consequentemente elevada condutividade. A terminacdo em oxigénio mostra
tendéncia hidrofilica e apresenta baixa condutividade. Essa terminacao superficial
pode ser gerada usando tratamento eletroquimico (redugcéo da agua para produzir

terminacdes hidrogénio e oxidagao da agua para produzir terminagdes oxigénio) ou
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por plasma. A superficie oxidada por meio do pré-tratamento anddico pode ser
recuperada, por meio de um pré-tratamento catédico adequado e vice-versa®.

O conhecimento sobre o tipo de pré-tratamento superficial nos eletrodos de
BDD sobre as eventuais aplicagdes eletroanaliticas dos mesmos é um ponto
fundamental. O pré-tratamento anddico mostrou-se seletivo na determinagcao de
dopamina®’ e acido urico® na presenca de grande quantidade de acido ascorbico.
Por outro lado, as terminagdes hidrogénio desempenham um importante papel na
resposta eletroquimica do eletrodo. GRANGER e SWAIN®® estudando a influéncia
das terminacgbes superficiais do eletrodo de BDD (obtidas por tratamento com
plasma) na reversibilidade do sistema Fe(CNg)*/Fe(CNg)*> observaram que a reacéo
ocorre mediante interagdes especificas na superficie do eletrodo com terminacdes
em hidrogénio e que estas interagbes superficiais sdo bloqueadas quando a
superficie do boro contém terminagcbes em oxigénio. Em estudos posteriores
realizado por SUFFREDINI et al.*® foi observado que o pré-tratamento catédico
facilitava a interacdo de espécies eletroquimicas com esta superficie, assegurando
uma alta condutividade na superficie do eletrodo. Aumento similar da atividade
eletroquimica do sistema, apds um pré-tratamento catédico da superficie do eletrodo
de BDD também foi relatado posteriormente em nosso grupo de trabalho, na

199190 oy simultanea®' de aspartame e ciclamato em

determinacao individua
adocantes, na determinagao simultdnea de paracetamol e cafeina em formulacdes
farmacéuticas®®’, e também na determinacdo simultinea de sulfametoxazol e
trimetoprima em formulacdes farmacéuticas®®. MAHE et al."®" observaram que o pré-
tratamento catédico incrementa a reprodutibilidade e o valor da constante de
velocidade de transferéncia de carga do par reversivel Fe(CN)s*”* sobre a superficie
do eletrodo de BDD, quando comparado a resultados obtidos para a superficie
oxidada do eletrodo. SALAZAR-BANDA et al.’® observaram que apds o pré-
tratamento catdédico o eletrodo de diamante dopado com boro apresentou uma
mudanga no comportamento eletroquimico, onde a resposta voltamétrica do sistema
ferrocianeto se mostrou mais definida e reversivel, mostrando a importancia das
terminagcdes de hidrogénio para a resposta eletroquimica. Por espectroscopia
Raman foi possivel mostrar que nenhuma mudanga estrutural € acrescentada ao
eletrodo no pré-tratamento, nem qualquer mudanca na relacdo sp?/sp°. As
mudancas no comportamento eletroquimico do eletrodo refletem perda da

reversibilidade em funcdo do tempo de exposicdo ao ar, provavelmente em
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decorréncia da perda de hidrogénio superficial pela oxidacdo da superficie do
eletrodo de BDD pelo oxigénio do ar. Esses autores reforcam a necessidade de pré-
tratar catodicamente o eletrodo de BDD antes de realizar algum experimento para se
obter resultados reprodutiveis e confiaveis, especialmente se o eletrodo nao foi

utilizado por um longo periodo de tempo.

1.6. Objetivos

Essa tese de doutorado teve como objetivo desenvolver procedimentos
eletroanaliticos combinando as vantagens do emprego das técnicas de voltametria
de onda quadrada e voltametria de pulso diferencial e aquelas do diamante dopado
com boro para a determinacdo de acido acetilsalicilico, propranolol, atenolol e

sildenafila (Viagra®) em formulagées farmacéuticas.
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Reagentes utilizados e preparo das solucdes de trabalho

Todas as solugbes empregadas nos experimentos foram preparadas a partir
de reagentes comerciais de grau analitico e todas as solugdes foram preparadas
com agua destilada e desionizada, purificada em um sistema Milli-Q (Millipore®,
Bedford, MA), modelo UV-Plus ultrabaixo teor de substancias organicas dissolvidas.

As solugdes de acido sulfurico (Merck) foram preparadas em diferentes
concentragdes, diluindo-se volumes apropriados desse acido em agua desionizada.

As solugdes de nitrato de potassio e cloreto de potassio, ambas de
concentracdo 0,5 mol L™ foram preparadas por dissolugdo de 12,6 ge 932gde
cada sal (Synth), respectivamente, em agua desionizada em baldo volumétrico de
250 mL.

A solugdo de nitrato de sédio 0,5 mol L™ foi preparada pela dissolucdo de
42,5 g desse sal (Synth) em agua desionizada em baldo volumétrico de 1 L. Ajustes
de pH foram feitos por adigbes de acido nitrico (HNOs, Synth) concentrado e
hidréxido de sédio (NaOH, Synth) 2,0 mol L.

O tampé&o BR pH 2,2 foi preparado pela mistura de acido acético (Synth),
acido fosférico (Synth) e acido bdrico (Synth), cada qual na concentragcéo
0,04 mol L. Para o ajuste do pH 7,5 e 9,0 foi utilizado solu¢ao de NaOH 0,2 mol L.

A solucdo de hidroxido de sodio 0,2 mol L foi preparada a partir da
dissolugédo de 0,8 g do NaOH em agua desionizada em baldo volumétrico de 100
mL. A partir desta solucdo, com diluicdbes adequadas, foi preparada a solugao de
NaOH 0,1 mol L™", também empregada nesse trabalho.

O tampao acetato pH 4,8 foi preparado pela mistura das solugdes de acetato
de sodio (Synth) e acido acético, ambas de concentracdo 2,0 mol L.

Os tampodes fosfato pH 5,6 e 7,0 foram preparados pela mistura das
solugdes de fosfato de sédio monobasico, NaH,PO4.H,O (Mallinckrodt), e fosfato de
sodio bibasico, Na,HPO, (J.T.Baker), ambas de concentragédo 0,1 mol L.

O tampao citrato pH 5,0 foi preparado pela mistura das solugdes de citrato
de sodio (J.T.Baker) e acido citrico (Merck), ambas de concentragdo 0,1 mol L™,

A solucdo estoque de AAS 1,0 x 102 mol L foi preparada diariamente

dissolvendo-se 0,0182 g de acido acetilsalicilico (Sigma) em baldo volumétrico de
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10 mL com H>SO; 0,01 mol L' e sonicada por 10 min em banho ultrasom
BRASONIC, modelo 1510R-MTH, para obter uma completa dissolucdo do AAS. A
partir dessa solugdo, com diluicdes adequadas, foram preparadas as demais
solugdes de AAS empregadas neste trabalho.

A solugdo estoque de PROP 1,0 x 102 mol L™ foi preparada diariamente
dissolvendo-se 0,0259 g de cloridrato de propranolol (Sigma) em baldo volumétrico
de 10 mL com H,SO4 0,1 mol L™, A partir dessa solucéo, com diluicdes adequadas,
foram preparadas as demais solugdes de PROP empregadas neste trabalho.

A solugdo de atenolol 1,0 x 102 mol L' foi preparada diariamente
dissolvendo-se 0,0266 g de cloridrato de atenolol (Sigma) em baldo volumétrico de
10 mL com solugdo de NaNO3 0,5 mol L' em pHcong 1,1 (ajustado com HNO3 conc.).
A partir dessa solugcdo, com diluicbes adequadas, foram preparadas as demais
solugdes de atenolol empregadas neste trabalho.

A solugado estoque de sildenafila 1,0 x 10 mol L™ foi preparada diariamente
dissolvendo-se 0,0667 g de citrato de sildenafila (Pfizer) em baldo volumétrico de
10 mL com H,SO4 0,1 mol L ™. A partir dessa solugdo, com diluicdes adequadas,

foram preparadas as demais solugdes de sildenafila empregadas neste trabalho.
2.2. Preparo das amostras

As amostras contendo acido acetilsalicilico, propranolol, atenolol e sildenafila
de diferentes marcas e dosagens foram adquiridas em drogarias locais.

Para cada amostra foram tomados cinco comprimidos, que foram pesados
em balanga analitica e pulverizados em almofariz. Uma quantidade adequada de
cada amostra foi dissolvida no eletrélito suporte respectivo para cada analito.
Eventuais excipientes insoluveis contidos nas amostras, foram removidos por
filtragdo simples por gravidade em papel de filtro Whatman n° 1. As amostras
contendo AAS foram sonicadas por 10 min em banho ultrasom, para completa
dissolucédo do AAS.

2.3. Instrumentacao

Foram utilizadas micropipetas volumétricas Eppendorf® de volumes variaveis

de capacidade maxima de 5000, 1000, 100 e 10 L, sendo que todas continham
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ponteiras descartaveis de polietileno. Todo o material utilizado (baldes volumétricos,
béqueres, espatula, etc.) foi devidamente lavado antes do uso com solu¢ao de HNO3;
10% v/v e posterior lavagem com agua, para assegurar a auséncia de quaisquer
impurezas que pudessem interferir nas medidas.

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanca analitica BEL®,
modelo 210A, com precisao de = 0,1 mg.

As medidas de pH das solu¢des foram feitas utilizando-se um pHmetro
ORION Expandable lon Analyser, modelo EA-940 e um eletrodo de vidro combinado
ANALION, modelo V-620, com um eletrodo de referéncia externa de Ag/AgCl (KCI
3,0 mol L ).

As medidas voltamétricas foram realizadas em um
Potenciostato/Galvanostato EGG&PAR, modelo 273A, acoplado a um
microcomputador para aquisi¢ao de dados (FIGURA 2.1).

Para os experimentos voltamétricos foi utilizada uma célula de vidro de
compartimento Unico de 20 mL equipada com uma tampa de Teflon®, contendo
orificios para o posicionamento de trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) e
capilar para desaeragdo da solugdo com nitrogénio (White Martins), como
representado na FIGURA 2.2.

FIGURA 2.1. Foto do Potenciostato/Galvanostato EGG&PAR 273A utilizado nas
medidas voltamétricas.
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FIGURA 2.2. Representacdo esquematica da célula eletroquimica utilizados nas
medidas voltamétricas.
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2.3.1. Sistema de eletrodos

Como eletrodos de referéncia e auxiliar foram usados Ag/AgCl (KCI
3,0 mol L'1) e uma placa de platina de 0,5 cm de largura e 1 cm de comprimento,
respectivamente. O eletrodo de referéncia foi construido inserindo-se um fio de prata
recoberto anodicamente com AgClis) em um tubo de vidro de 3 mm de diametro
interno contendo solucéo de KCI 3,0 mol L™, no qual uma das extremidades continha
um disco de vidro sinterizado. O mesmo foi mantido imerso na mesma solucéo de
preenchimento, em KCI 3,0 mol L.

O eletrodo de trabalho utilizado nas medidas voltamétricas foi um eletrodo
de diamante dopado com boro (8000 ppm) com area geométrica de 0,33 cm?
(FIGURA 2.3), produzido pelo Centro Sui¢co de Eletrénica e Microtécnica (CSEM),
Neuchéatel. Esse eletrodo foi sintetizado sobre um substrato de silicio pela técnica de
HFCVD (Hot Filament Chemical Vapor Deposition), cuja fase gasosa consistia em
metano (CH,4), com excesso de hidrogénio (H;) e trimetilboro como gas de dopagem.

Detalhes da preparacéo destes filmes foram reportados por GANDINI et al.'®
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FIGURA 2.3. Foto do eletrodo de diamante dopado com boro empregado nas
determinagdes voltamétricas de AAS, PROP, atenolol e sildenafila em formulagdes
farmacéuticas: (1) filme de diamante dopado com boro, (2) contato elétrico (liga
estanho/chumbo), (3) isolamento do eletrodo com resina ep6xi Araldite®, (4) camada
de cobre.

Para a determinacdo de propranolol, atenolol e sildenafila houve a
necessidade de realizar um tratamento catddico do eletrodo de BDD, sempre que
necessario, para a recuperagao da superficie eletrédica e consequentemente
garantir a reprodutibilidade das analises. Para isso, empregou-se
cronopotenciometria, aplicando-se ao eletrodo uma corrente de -1 A cm™ durante
120, 120 e 240 s vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L), respectivamente, em solugdo de
H»S0. 0,5 mol L. Para a determinagdo de AAS ndo houve a necessidade de um

pré-tratamento eletroquimico do eletrodo de BDD.

2.4. Procedimentos Experimentais

2.4.1. Voltametria ciclica, de onda quadrada e de pulso diferencial

Inicialmente, utilizou-se voltametria ciclica para estudar o perfil voltamétrico
do eletrodo de BDD na auséncia e presenga dos analitos de interesse utilizados
nesse trabalho, tais como, acido acetilsalicilico, propranolol, atenolol e sildenafila,
além da escolha do melhor eletrélito suporte e pH. A voltametria de onda quadrada e
a voltametria de pulso diferencial foram utilizadas para propor um procedimento
eletroanalitico para a determinagdo de cada um desses analitos em formulagdes
farmacéuticas sobre o eletrodo de diamante dopado com boro.

Para a realizacdo dessas medidas adicionaram-se 10 mL de eletrdlito

suporte respectivo a cada analito a célula eletroquimica, sem borbulhamento de gas,



28

com excegao do experimento em que se testou o efeito da eliminacdo de oxigénio,
quando o borbulhamento de nitrogénio foi feito por 10 min antes de cada leitura, sob
agitacdo. A agitacdo era entdo desligada ao registrar-se o voltamograma. Era
necessario um intervalo de 3 min entre cada medida e agitagdo da solugao
segundos antes de cada medida para todos os analitos estudados, a fim de garantir
repetibilidade.

Apos a otimizagdo do sistema, as curvas analiticas foram obtidas pela
adicdo de aliquotas da solug¢ao padrao na célula eletroquimica.

O limite de detecgao (LD) foi calculado a partir da média aritmética de 10
voltamogramas do branco, obtidos das correntes medidas no mesmo potencial de
pico de oxidagdo de cada analito, e a seguinte relagdo: LD = 3Sg/b, onde Sg
corresponde ao desvio padrdo da média aritmética de 10 brancos e b € o valor do
coeficiente angular da curva analitica.

O limite de quantificagéo (LQ) foi calculado a partir da média aritmética de 10
voltamogramas do branco, obtidos das correntes medidas no mesmo potencial de
pico de oxidagdo de cada analito, e a seguinte relagdo: LQ = 10Sg/b, onde Sg
corresponde ao desvio padrdo da média aritmética de 10 brancos e b é o valor do

coeficiente angular da curva analitica.
2.4.2. Determinacao de acido acetilsalicilico em formulacdes farmacéuticas

Para o procedimento proposto, uma aliquota de 60 uL de cada amostra
contendo AAS foi diretamente transferida para a célula eletroquimica contendo
10 mL de H,S04 0,01 mol L™ e os voltamogramas de onda quadrada foram obtidos.
A concentracdo de AAS em cada comprimido foi determinada diretamente utilizando
a curva analitica previamente obtida com solugdes de referéncia de
AAS 1,0 x 10° mol L. As medidas foram feitas em triplicata para cada amostra.

O procedimento de referéncia adotado foi o descrito pela Farmacopéia
Britanica®, utilizando titulagdo de retorno. Cinco comprimidos de cada amostra
foram pesados e pulverizados em almofariz, no qual massas exatamente
determinadas em balanga analitica, foram tratadas com 25 mL de solugao
padronizada de NaOH 0,492 mol L. Essa solucdo foi aquecida em um forno de
microondas, para assegurar a hidrolise completa do acido acetilsalicilico a acido

salicilico, evitando-se a ebulicdo da solugdo. Apos resfriamento da solugao a 25° C,
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o excesso de NaOH foi titulado com solugdo padronizada de HCI 0,508 mol L7
utilizando como indicador a fenolftaleina. O volume final da titulagao foi usado para

calcular o teor de AAS nos comprimidos.
2.4.3. Determinacao de propranolol em formula¢cdes farmacéuticas

Uma aliquota de 300 uL de cada amostra foi diretamente transferida para a
célula eletroquimica contendo 10 mL de H,SO4 0,1 mol L™ e os voltamogramas de
onda quadrada foram obtidos. A concentracao de propranolol em cada comprimido
foi determinada diretamente utilizando a curva analitica previamente obtida com
solugdes de referéncia de PROP 1,0 x 10“ mol L. As medidas foram feitas em
triplicata para cada amostra.

O procedimento espectrofotométrico descrito na Farmacopéia Brasileira®’ foi
aplicado como método de referéncia para o procedimento proposto. As amostras de
propranolol analisadas foram monitoradas espectrofotometricamente em 290 nm,
usando agua como branco. Massas acuradamente pesadas foram dissolvidas em
metanol e sua absorbancia foi obtida e comparada com uma curva analitica

preparada com solugdes padrdes de propranolol, da mesma forma que as amostras.
2.4.4. Determinacéao de atenolol em formulacdes farmacéuticas

Uma aliquota de 90 uL de cada amostra foi diretamente transferida para a
célula eletroquimica contendo 10 mL de NaNO3 0,5 mol L™ em pHeong 1,1 (ajustado
com HNO; conc.) e os voltamogramas de onda quadrada foram obtidos. A
concentracdo de atenolol em cada comprimido foi determinada diretamente
utilizando a curva analitica previamente obtida com solugbes de referéncia de
atenolol 1,0 x 10 mol L™. As medidas foram feitas em triplicata para cada amostra.

O procedimento de referéncia adotado foi o espectrofotométrico descrito na
Farmacopéia Britanica®®, com algumas alteragcdes. Esse meétodo consiste em
solubilizar a amostra com 30 mL de metanol, aquecer até 60° C, deixar atingir a
temperatura ambiente e completar o volume para 50 mL, com metanol. Por
conseguinte, as amostras foram filtradas e um volume adequado do filtrado foi
diluido em metanol, de forma a obter uma solugéo 0,01% de atenolol (m/v). Entao,

essa solucao foi monitorada espectrofotometricamente em 275 nm, usando metanol
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como branco. A absorbancia obtida foi comparada com uma curva analitica

preparada com solugdes padrdes de atenolol, da mesma forma que as amostras.
2.4.5. Determinacéao de sildenafila em formula¢8es farmacéuticas

Para o procedimento proposto, uma aliquota de 500 uL de cada amostra
contendo sildenafila foi diretamente transferida para a célula eletroquimica contendo
10 mL de H2S0, 0,1 mol L™ e os voltamogramas de onda quadrada foram obtidos. A
concentracdo de sildenafila em cada comprimido foi determinada diretamente
utilizando a curva analitica previamente obtida com solucbes de referéncia de
sildenafila 1,0 x 10* mol L. As medidas foram feitas em triplicata para cada
amostra.

O procedimento cromatografico descrito por ABD-ELBARY et al.”” foi
utilizado como método de comparagao para o procedimento proposto. As amostras
de sildenafila analisadas foram determinadas por cromatografia utilizando uma
coluna Cqg (60um x 150 mm, 5um), monitoradas espectrofotometricamente em
290 nm. Massas  acuradamente pesadas foram  dissolvidas em
metanol:agua:acetonitrila (60:20:20 v/v/v) pH 6,1 ajustado com &acido acético 0,1 %
viv. A resposta obtida foi comparada com uma curva analitica preparada com

solucdes padrdes de sildenafila, da mesma forma que as amostras.
2.4.6. Estudo de interferentes e teste de recuperacéo

As medidas para a determinagdo de interferentes foram efetuadas nas
mesmas condicdes experimentais estabelecidas para o AAS, PROP, atenolol e
sildenafila. Cada um dos concomitantes foi analisado sob uma concentragcao
constante de cada um destes analitos, sendo a propor¢cédo 1/1, 1/10 e 1/100
analito:concomitante.

O teste de recuperacao foi realizado adicionando-se as solugdes das
amostras, quantidades conhecidas de analito. Descontou-se entdo, dos resultados
finais de cada amostra, o valor presente originalmente na amostra, de modo a obter

o valor de recuperacéao frente ao padrao adicionado.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacdo de &cido acetilsalicilico sem a necessidade da hidrélise

alcalina
3.1.1. Voltametria ciclica

Inicialmente foram realizados experimentos de voltametria ciclica para
observar a presenca de processos de oxidacdo e/ou de redugdo do AAS
1,0 x 10™ mol L' sobre a superficie do eletrodo de BDD em H,SO, 0,01 mol L. Pela
FIGURA 3.1 pode-se observar que o AAS apresenta um pico de oxidagao em torno
de +2,0 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L"), com caracteristicas de um processo
irreversivel, uma vez que o voltamograma n&o apresenta pico no sentido da

varredura reversa.

250
200—-
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50

E/Vvs. Ag/AgCl

FIGURA 3.1. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') empregando o eletrodo de BDD,
na auséncia (A) e na presenga de AAS 1,0 x 10° mol L™ (B), em H,SO, 0,01 mol L™

As respostas voltamétricas da oxidacdo do AAS 1,0 x 102 mol L' em
diferentes eletrolitos suporte, a saber: acido sulfurico 0,01 mol L'1, tampao BR pH
2,2, KNO3 0,5 mol L™" e NaOH 0,1 mol L™ sd0 mostradas na FIGURA 3.2. O eletrdlito
suporte que proporcionou melhor resposta para o processo de oxidagao do AAS foi
o acido sulfurico, com um perfil voltamétrico melhor definido, intensidade de corrente
de pico ligeiramente maior e, ademais, apresentou um potencial de pico menos

positivo.
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FIGURA 3.2. Voltamogramas ciclicos (50 mV s') para a oxidagdo do AAS
1,0 x 10 mol L' empregando o eletrodo de BDD em diferentes eletrdlitos suporte:
H»S0, 0,01 mol L', tamp&o BR pH 2,2, KNO3 0,5 mol L™ e NaOH 0,1 mol L™,

O efeito da concentragdo do H,SO. no intervalo de 0,001 a 0,5 mol L™
também foi investigado na oxidacdo do AAS 1,0 x 10™ mol L™ sobre o eletrodo de
BDD. Os voltamogramas ciclicos para a oxidagdo do AAS em diferentes
concentragbes de H,SO, sdo mostrados na FIGURA 3.3. Pode-se observar que
tanto a corrente como o potencial de pico sao influenciados pela concentragdo do
acido. Maior intensidade de corrente de pico e menor potencial de pico foram obtidos
em H,SO, 0,01 mol L. Ademais, entre pH 2-3 a cinética de hidrdlise do AAS é

104

muito lenta ™", garantindo que a sua determinacéo nessas condi¢des nao passa pela

etapa de hidrolise.
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FIGURA 3.3. Voltamogramas ciclicos (50 mV s”) para a oxidacdo do AAS
1,0 x 10° mol L' em diferentes concentragdes de H,SOs.
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Como informacgao adicional para garantir que nao estaria havendo hidrdlise
do AAS nessas condi¢des de pH, durante a realizacdo das medidas, a estabilidade
da solugdo de AAS 1,0 x 10° mol L em H,SO, 0,01 mol L™ foi avaliada em um
periodo de 8 horas, monitorando-se a concentracdo de acido acetilsalicilico por
voltametria ciclica com um intervalo de uma hora entre cada medida. Os resultados
obtidos n&o apresentaram diferengas significativas, com desvio padrao relativo
(RSD) de 1,6 %, indicando efetivamente que a hidrélise do AAS em acido sulfurico
0,01 mol L™, neste periodo de tempo de trabalho, é desprezivel.

O comportamento voltamétrico do acido salicilico (AS) foi investigado no
eletrodo de BDD, nas mesmas condi¢gdes empregadas para o AAS. Nao se observa
processos redox para o AS no potencial de oxidagcdo do AAS, como pode ser
observado na FIGURA 3.4. Isso é mais um indicativo que o pico observado em torno
de +2,0 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") corresponde & oxidacdo do AAS, e n3o a
oxidacdo do acido salicilico. Ademais, de acordo com LOUHICHI et al.'® o AS
possui um comportamento similar ao dos fendis e apresenta dois picos irreversiveis
de oxidagcdo em 1,5 e 1,8 V vs. SCE em um eletrodo de BDD. O segundo pico

corresponde a oxidacéo do produto de oxidacado do AS.
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FIGURA 3.4. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') para a oxidacdo do (A) AS e
(B) AAS, ambos de concentracdo 1,0 x 10° mol L' em H,SO, 0,01 mol L™,
utilizando um eletrodo de BDD.

No caso do acido acetilsalicilico, deve ocorrer uma interagdo deste analito

com o radical hidroxila ("OH) eletrogerado em potenciais muito positivos, pela
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decomposicdo da agua®*, formando provavelmente, algum composto quindnico
(FIGURA 3.5), que requer maior energia para ser oxidado'®'%, Dessa forma, o AAS
pode ser determinado diretamente em potenciais mais positivos em um eletrodo de

BDD, sem a necessidade da etapa de hidrélise do mesmo.

(o] OH (@] OH (@] OH
(o] OH
o CHs o CHs o CHjs
o CHg \n/ . \n/ \n/
h 5 5 ] 5
O HO OH (@]
O
(@) OH (o] OH
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. @ g
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‘OH 'OH OH OH OH OH
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FIGURA 3.5. Proposta de possiveis etapas de hidroxilacido do AAS.

Em vista desses resultados, verifica-se que em H,SO, 0,01 mol L' a
hidrolise do AAS pode ser considerada desprezivel e consequentemente, 0 método
€ seletivo para o AAS, como pode ser visto mais adiante.

As medidas de AAS sobre o eletrodo de BDD foram realizadas na presenca
de oxigénio, uma vez que nao foram observadas diferengas significativas no perfil
voltamétrico da oxidagao do AAS na presencga e auséncia de oxigénio.

Os voltamogramas ciclicos de oxidagao do AAS em fungéo da velocidade de
varredura podem ser observados na FIGURA 3.6. O aumento da velocidade de
varredura desloca o pico de oxidacdo do AAS para valores ligeiramente mais
positivos, sendo que esse comportamento € caracteristico de processos

irreversiveis'®.
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FIGURA 3.6. Variagcdo da velocidade de varredura nos voltamogramas do
AAS 1,0 x 10° mol L™ em H,SO4 0,01 mol L™: (1) 5, (2) 15, (3) 25, (4) 50, (5) 75,
(6) 100, (7) 150, (8) 200 mV s™.

A corrente de pico varia linearmente com a raiz quadrada da velocidade de
varredura no intervalo de 5 a 200 mV s™ (r = 0,9957), como pode ser observado na
FIGURA 3.7(a). Esse comportamento € um indicativo que o transporte de massa é
controlado por difusdo de espécies na superficie eletrodica’®. Observa-se nesse
grafico que o coeficiente linear obtido é diferente de zero (Ip = 34,6 + 19,0 v'?),

devido provavelmente a processos de adsorgao no eletrodo de trabalho.
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FIGURA 3.7. (a) Dependéncia da variagado da corrente de pico com a raiz quadrada
da velocidade de varredura e (b) dependéncia do logaritmo da variagao de corrente
de pico com o logaritmo da velocidade de varredura para o eletrodo de BDD na
presenca de AAS 1,0 x 10 mol L™" em H,S0O,4 0,01 mol L™.
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O gréfico do logaritmo da intensidade de corrente de pico em fungdo do
logaritmo da velocidade de varredura (FIGURA 3.7(b)) apresentou comportamento
linear com inclinagcdo de 0,40. Esse valor esta proximo do previsto pela literatura

(0,50) para sistemas controlados pela difusdo de espécies'®.
3.1.2. Voltametria de onda quadrada

Os voltamogramas de onda quadrada apresentaram um comportamento
semelhante aquele obtido por voltametria ciclica, apresentando somente um pico de
oxidagdo em torno de +1,8 V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™).

A FIGURA 3.8 apresenta a separacdo das componentes de corrente para o
AAS sobre o eletrodo de BDD com a voltametria de onda quadrada. Observa-se que
a corrente resultante (utilizada para as medidas) é bastante semelhante a corrente
direta e ainda, a corrente reversa nao apresenta pico. Esse comportamento é

caracteristico de sistemas totalmente irreversiveis'™°.
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FIGURA 3.8. Voltamogramas de onda quadrada para o AAS 1,0 x 10™* mol L em
meio de H,SO,4 0,01 mol L™ (f =50 s, a = 40 mV, AEs = 3 mV): (A) corrente direta,
(B) corrente reversa e (C) corrente resultante.

Foi realizado um estudo do efeito do pré-tratamento do eletrodo de BDD na
resposta voltamétrica do AAS. Os voltamogramas obtidos para o AAS sobre o
eletrodo de BDD sem pré-tratamento e apds os pré-tratamentos anddico e catédico,
sao mostrados na FIGURA 3.9. Sem o pré-tratamento, o eletrodo de BDD

apresentou um perfil voltamétrico melhor definido para a oxidagdo do &acido
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acetilsalicilico. Dessa forma, optou-se por realizar as analises de AAS sobre o
eletrodo de BDD sem preé-tratamento. O eletrodo era lavado somente com agua

desionizada e armazenado ao ar livre.

1,7 1,8 1,9 2,0 2,1 2,2
E/Vvs. Ag/AgCl

FIGURA 3.9. Voltamogramas de onda quadrada para o AAS 1,0 x 10™* mol L em
H,S04 0,01 mol L™ empregando-se o eletrodo de BDD: sem pré-tratamento (A), com
pré-tratamento catddico (B) e com pré-tratamento anddico (C); (f =50 s™, a = 40 mV,
AEs =3 mV).

3.1.2.1. Otimizacdo dos parametros da voltametria de onda quadrada’™

No desenvolvimento de um método eletroanalitico empregando a voltametria
de onda quadrada faz-se necessario otimizar os parametros que possam influenciar
a resposta voltamétrica, como a frequéncia de pulsos de potencial (f), amplitude de
pulso de potencial (a) e o incremento de varredura de potencial (AEs), pois podem
melhorar de forma significativa a resposta voltamétrica.

A frequéncia de aplicagao de pulso de potencial (f) € uma importante variavel
na voltametria de onda quadrada, pois € um dos parametros que determina a
intensidade dos sinais. A FIGURA 3.10(a) mostra os voltamogramas de onda
quadrada obtidos para o AAS em fung¢ao da variagao da frequéncia (f), no intervalo
de 10 a 150 s™. Observa-se um aumento da magnitude da corrente de pico com o
aumento da frequéncia de aplicagcédo de pulsos de potenciais e um deslocamento dos

potenciais de pico para valores mais positivos. Ha também um deslocamento da
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linha base para valores maiores de corrente. Dessa forma, a fim de se evitar altos
valores de corrente para a linha base, a frequéncia escolhida foi igual a 50 s

A corrente de pico, neste caso, € uma funcao linear da raiz quadrada da
frequéncia (Figura 3.10(b), com corre¢ao da linha base), indicando que o transporte

de massa é predominantemente controlado por difusdo das espécies.
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FIGURA 3.10. (a) Variagdo da frequéncia de aplicagado dos pulsos de potencial no
aspecto geral dos voltamogramas do AAS 1,0 x 10* mol L™" em H,SO, 0,01 mol L
(a =40 mV, AEs = 2 mV). Frequéncias: (1) 10, (2) 30, (3) 50, (4) 70, (5) 100, (6) 130,
(7) 150 s™. (b) Dependéncia da corrente de pico com a raiz quadrada da freqiiéncia
de aplicacao dos pulsos de potencial.

Outro parametro estudado foi a influéncia da variagao da amplitude de pulso
de potencial (a) na corrente de pico para a oxidagao do AAS sobre o eletrodo de
BDD, no intervalo de 10 a 100 mV.

A FIGURA 3.11(a) mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para
a oxidacdo do AAS em diferentes valores de amplitude de pulso de potencial.
Observa-se que para valores de amplitude até 40 mV o potencial de pico € mantido
e para valores acima deste ocorre deslocamento para potenciais menos positivos.

Com os dados extraidos dessa figura, construiu-se o grafico mostrado na
FIGURA 3.11(b) (com corre¢do da linha base), que mostra o comportamento da
corrente de pico em fungao da amplitude de pulsos de potencial da onda quadrada.
Observa-se que com o aumento da amplitude, ha um deslocamento nos potenciais
de pico para valores menos positivos e deslocamento da linha base para valores

maiores de corrente. Para valores de amplitudes menores que 40 mV, o aumento de
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intensidade de corrente € praticamente linear. Para amplitudes maiores ha perda
dessa linearidade, ndo atuando de modo significativo na sensibilidade para
propositos analiticos. Sendo assim, a amplitude selecionada para o desenvolvimento
deste trabalho foi a de 40 mV.
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FIGURA 3.11. (a) Variacdo da amplitude de pulso de potencial nos voltamogramas
do AAS 1,0 x 10* mol L' em H,SO4 0,01 mol L (f = 50 s, AEs = 2 mV).
Amplitudes: (1) 10, (2) 20, (3) 30, (4) 40, (5) 50, (6) 60, (7) 70, (8) 80 e (9) 100 mV.
(b) Dependéncia da corrente de pico com a variagdo de amplitude de pulso de
potencial para o AAS.

Por fim, estudou-se o efeito da variagao do incremento de varredura no sinal
analitico. Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para a oxidagdo do AAS em
diferentes valores de incremento de varredura (AEs), no intervalo de 1 a 7 mV, séo
mostrados na FIGURA 3.12. Observa-se que com o aumento do incremento de
varredura ocorre um aumento na intensidade de corrente de pico e o deslocamento
dos potenciais de pico para valores mais positivos. Observa-se que a corrente de
pico varia linearmente com o incremento de varredura (AEg) até 3 mV, onde ha um
deslocamento da linha base para valores maiores de corrente. Dessa forma, optou-

se em trabalhar com um valor de incremento de varredura de 3 mV.
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FIGURA 3.12. Variagdo do incremento de varredura nos voltamogramas do AAS
1,0 x 10 mol L™" em H,S0, 0,01 mol L™ (f =50 s™, a = 40 mV), sendo: (1) 1, (2) 2,
(3)3,(4)4,(5)5,(6)6, (7) 7mV.

3.1.2.2. Curva analitica

Apos a otimizacdo das melhores condigbes de trabalho e dos parametros
que envolvem a voltametria de onda quadrada, a curva analitica foi construida.
Realizaram-se medidas voltamétricas no intervalo de 1,72 a 2,15 V vs. Ag/AgCl (KClI
3,0 mol L") em diferentes concentracdes de AAS, de 2,5 x 10%a 1,0 x 10* mol L™
em H,S0, 0,01 mol L™, empregando-se o eletrodo de BDD.

A FIGURA 3.13(a) mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para
cada concentracdo de AAS. Observa-se que a corrente de pico aumenta
proporcionalmente com o aumento da concentracdo do acido acetilsalicilico e que
praticamente ndo ocorre deslocamento no valor dos potenciais de pico. A curva
analitica € mostrada na FIGURA 3.13(b) e a equagdo de reta obtida foi:
Ip/pA = 0,49 + 4,1 x 10° {{[AAS)/mol L'}, com coeficiente de correlacdo (r) de 0,9995.
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FIGURA 3.13. (a) Voltamogramas de onda quadrada em diferentes concentracdes
de AAS em H»SO4 0,01 mol L' (f = 50 s, a = 40 mV e AEs = 3 mV): (1) 0;
(2) 2,5 x 10 (3) 5,0 x 10®; (4) 7,5 x 10%; (5) 1,5 x 10°°; (6) 2,2 x 10; (7) 3,0 x 10,
(8) 3,8 x 10 (9) 4,5 x 10 (10) 5,2 x 107 (11) 6,0 x 10°; (12) 6,8 x 10™;
(13) 7,5 x 10°; (14) 8,2 x 10, (15) 9,0 x 10; (16) 9,8 x 10%; (17) 1,0 x 10 mol L;
(b) Curva analitica.

O limite de detecgédo (3 vezes o desvio padrédo do branco dividido pelo
coeficiente angular da curva analitica) obtido para o intervalo de concentracao
estudado foi de 2,0 x 10° mol L™ e o limite de quantificagdo (10 vezes o desvio
padrdao do branco dividido pelo coeficiente angular da curva analitica) foi de
6,8 x 10® mol L.

Um estudo comparativo empregando as técnicas voltamétricas de onda
quadrada e de pulso diferencial (DPV) para a quantificacdo do AAS em formulagdes
farmacéuticas foi realizado. Os resultados estdo mostrados na TABELA 3.1. Verifica-
se que a voltametria de onda quadrada apresentou maior sensibilidade, menor limite
de detecgao e de quantificacdo, sendo entdo selecionada para a determinagao de
AAS nas amostras comerciais.

Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para cada concentragdo de
AAS estado apresentados na FIGURA 3.14. A insergado nesta figura corresponde a

curva analitica obtida.
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TABELA 3.1. Paradmetros investigados na SWV em comparagdao a DPV para a

determinacao de AAS utilizando um eletrodo de BDD

Voltametria de onda quadrada

Voltametria de pulso diferencial

A Faixa Valores " Faixa Valores

Parametros . Parametros .
estudada selecionados estudada selecionados

Freqléncia Tempo

(Hz) 10-200 50 (ms) 5-20 5
Amplitude Amplitude

(mV) 10-100 40 (mV) 25—-150 75
Incremento Velocidade

Equacao da reta
Ip/pA = 0,49 + 4,1 x 10° {[AAS]/mol L™}
LD: 2,0 x 10° mol L™
LQ: 6,8 x 10° mol L™
Linearidade: 2,5 x 10® — 1,0 x 10* mol L™

Equacao da reta
Ip/uA = 7,5+ 2,0 x 10° {{[AAS]/mol L™}
LD: 4,4 x 10° mol L™
LQ: 1,5 x 10”° mol L
Linearidade: 9,0 x 10°—9,8 x 10° mol L™’
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FIGURA 3.14. Voltamogramas de pulso diferencial em diferentes concentragbes de
AAS em H;S0, 0,01 mol L (t=5ms,a=75mVeuv=7mVs"):(1)0; (2)9,0 x 10,
(3) 1,5 x 10 (4) 2,8 x 10%; (5) 4,8 x 10°; (6) 5,8 x 10™; (7) 6,8 x 10; (8) 7,8 x 10”;
(9) 8,8 x 10 (10) 9,8 x 10™° mol L™". A figura inserida corresponde a curva analitica
(r=0,9994).

3.1.2.3. Estudo da repetibilidade e da reprodutibilidade

O estudo da repetibilidade foi feito em decuplicata (n = 10) para uma solugéo

padrdo de AAS 4,5 x 10° mol L. Para o estudo da reprodutibilidade foram feitas 5
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medidas de corrente em dias diferentes com solugbes diferentes de AAS
5,0 x 10° mol L. Ambos os estudos foram realizados por voltametria de onda
quadrada.

O desvio padrao relativo (RSD) obtido para o estudo da repetibilidade foi de

1,4 % e para a reprodutibilidade foi de 3,2 %.

3.1.2.4. Estudo de interferentes

O efeito de interferentes em potencial na determinagcdo de AAS em
formulagdes farmacéuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em
amostras comerciais, como: amido, manitol, glicose, frutose, sacarose, acido
ascorbico, amarelo crepusculo (Cl 15.985) e vermelho de eritrosina (Cl 45.430).
Nesses experimentos, foi feita adicdo destes concomitantes a solugdo de AAS
5,0 x 10° mol L™ e os resultados foram comparados com os resultados obtidos para
as medidas feitas somente com a solugcao de AAS. Exceto para o amido e o acido
ascorbico, nenhuma das demais substancias investigadas causaram qualquer
interferéncia na determinagao de AAS.

Em concentragbes 1/10 analito:concomitante, o amido causou um aumento
de corrente de aproximadamente 12 % e um deslocamento no pico de oxidacido do
AAS para valores de potenciais mais positivos, quando comparado ao voltamograma
obtido somente para a oxidacdo do AAS. Porém, a concentracdo de amido nas
amostras € muito menor que a concentragdo do AAS, tornando assim possivel a
determinacdo do analito na presenca de amido com boa exatiddao. Para o acido
ascorbico (AA) foi observada uma variagao positiva na intensidade do pico de
oxidagao do AAS de 11 % e 12 % quando se adicionou concentragao de AA igual ou
10 vezes maior que a de AAS, respectivamente. Entretanto, nos medicamentos
encontrados no mercado, a concentragdao de acido ascorbico € menor que a

concentracido de AAS.

3.1.2.5. Teste de adicéo e recuperacéao

O estudo de adicao e recuperacdo do AAS nas formulagdes farmacéuticas

de interesse foi realizado, fornecendo informagdes sobre a influéncia de possiveis
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interferentes existentes na matriz das amostras desse analito sobre o procedimento
proposto.

Para esse estudo foram feitos experimentos em triplicata para as amostras
de AAS adulto e infantil. A TABELA 3.2 apresenta os resultados de recuperagao

obtidos.

TABELA 3.2. Estudo de adicdo e recuperagdao de AAS em formulacdes

farmacéuticas empregando um eletrodo de BDD e voltametria de onda quadrada

AAS (10° mol L™

Amostras Adicionado Encontrado Recuperacdo® (%)

ASA adulto

1,50 1,40 + 0,02 93,3

A 3,00 2,99 + 0,02 99,7

4,50 4,53 + 0,03 101

1,50 1,53 £ 0,02 102

B 3,00 3,17 + 0,01 106

4,50 4,80 + 0,03 107
AAS infantil

1,50 1,51 £ 0,02 101

A 3,00 2,99 + 0,05 99,7

4,50 4,59 + 0,03 102

1,50 1,42 + 0,03 94,7

B 3,00 3,07 £ 0,02 102

4,50 4,63 + 0,04 103

% média de 3 medidas/amostra.

As recuperacdes variaram entre 93,3 % a 107 %. Estes valores obtidos
indicam que nao houve interferéncia significativa da matriz das amostras na

determinacao do AAS pelo procedimento analitico proposto.

3.1.2.6. Aplicacéo analitica

O método proposto foi aplicado na determinacdo de AAS em produtos
farmacéuticos e os resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando-
se 0 método volumétrico recomendado pela Farmacopéia Britanica®.

Solucdes das amostras e solugdes de referéncia de AAS 1,0 x 10° mol L

foram adicionadas a célula eletroquimica. Os resultados obtidos estao apresentados
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na TABELA 3.3. Observa-se que os resultados obtidos empregando-se o método
proposto estdo em concordancia com os resultados obtidos empregando-se o
método de referéncia.

Os resultados obtidos empregando-se ambos os métodos foram
comparados aplicando-se o teste t pareado''’. O valor de t calculado (2,644) é
menor que o valor de t critico (3,182), indicando que o procedimento proposto possui
boa exatiddo, uma vez que nao foi observada diferenga significativa entre os

resultados obtidos, a um nivel de confianga de 95%.

TABELA 3.3. Determinagao de AAS em formulagdes farmacéuticas empregando-se

o procedimento voltamétrico proposto e o método volumétrico®

AAS (mg/comprimido)

Amostras Rotulado Referéncia® Proposto?® Erro relativo® (%)
AAS adulto
A 500 498 + 3 498 + 1 0,0
B 500 501 + 1 503 + 2 0,40
AAS infantil
A 100 99 +1 97 £ 1 -2,0
B 85 85+ 1 86 + 1 1,2

’média aritmética de 3 medidas/amostra;
®100 x (proposto-referéncia)/referéncia.
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3.2. Determinacéao de propranolol
3.2.1. Voltametria ciclica

Inicialmente foram realizados experimentos de voltametria ciclica para
observar a presenca de processos de oxidagdao e/ou redugdo do propranolol
1,0 x 102 mol L™ sobre a superficie do eletrodo de BDD em acido sulfurico
0,1 mol L. Pela FIGURA 3.15 pode-se observar que o PROP apresenta um pico de
oxidacdo em torno de +1,30 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™), com caracteristicas de
um processo irreversivel, uma vez que o voltamograma nao apresenta pico de

reducao no sentido inverso.
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FIGURA 3.15. Voltamogramas ciclicos (200 mV s™') empregando o eletrodo de BDD
na auséncia (A) e na presenca (B) de PROP 1,0 x 10 mol L™ em solucéo de H,SO4
0,01 mol L™

Como o propranolol possui uma estrutura semelhante aquela do atenolol, ha
grande possibilidade de estar sendo oxidado o grupo alcodlico de sua molécula’,
produzindo dessa forma o processo anddico observado na FIGURA 3.15.

As respostas voltamétricas da oxidacdo do PROP 1,0 x 10° mol L em
diferentes eletrolitos suportes, tais como: acido sulfirico 0,01 mol L™, tamp&o BR pH
2,2, tampao acetato pH 4,0, tampéao citrato pH 5,0 e tampao fosfato pH 6,0 sdo
mostradas nas FIGURAS 3.16(a) e 3.16(b). Em tampao acetato, citrato e fosfato foi

observada uma diminuigdo gradativa na corrente de pico com as varreduras
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sucessivas, 0 que nao foi constatado para os demais eletrdlitos suporte
investigados. Dessa forma, o acido sulfurico foi entdo selecionado como eletrolito

suporte, por proporcionar maior magnitude de corrente.
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FIGURA 3.16. Voltamogramas ciclicos (200 mV s™) para a oxidacdo do PROP
1,0 x 10 mol L' em diferentes eletrolitos suporte: (a): (A) tampao citrato pH 5,0,
(B) acido sulfirico 0,01 mol L™, (C) tampao BR pH 2,2 e (b): (A) tamp3o acetato pH
4,0 e (B) tampéo fosfato pH 6,0.

Posteriormente, foi realizado o estudo da influéncia da variacdo da
concentracdo do H,SO. no intervalo de concentragdo de 1,0 x 10* a 0,5 mol L. Os
voltamogramas ciclicos para o PROP em diferentes concentragcbes de H>SO4
encontram-se na FIGURA 3.17. Pode-se observar que tanto a corrente como o
potencial de pico sao influenciados pela concentracdo do acido sulfurico. Quanto
maior a concentragdo do H,SO4 observa-se maior magnitude do sinal analitico e
deslocamento do potencial de pico para valores menos positivos. No entanto, em
solugdo de H,SO,4 0,1 mol L™ foi observada melhor definigdo do perfil voltamétrico,
quando comparado ao perfil voltamétrico obtido em H,SO,4 0,5 mol L™, além do que
a variagdo de corrente entre eles €& pequena. Assim, selecionou-se uma
concentragao de H,SO4 igual a 0,1 mol L. Nesta concentracado do eletrolito suporte,
foi observado um potencial de pico do analito em torno de 1,25 V vs. Ag/AgClI
(KCI 3,0 mol L™).
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FIGURA 3.17. Voltamogramas ciclicos (200 mV s™) para a oxidacdo do PROP
1,0 x 10 mol L™ em diferentes concentracdes de H,SO.: (A) 0,5, (B) 1,0 x 107,
(C) 1,0 x 102, (D) 1,0 x 102 e (E) 1,0 x 10 mol L.

A FIGURA 3.18(a) mostra os voltamogramas ciclicos para o PROP sobre o
eletrodo de BDD apds os pré-tratamentos anddico e catddico, no qual foi aplicada ao
eletrodo uma corrente de 1 A cm? durante 60 s e -1 A cm? durante 120 s,
respectivamente. Com o pré-tratamento catddico o eletrodo de BDD apresentou um
perfil voltamétrico mais bem definido para a oxidagdo do PROP. Além do mais, nas
medidas realizadas apdés o tratamento anddico foi observada uma diminuicao
gradativa da corrente durante as varreduras.

Um estudo do melhor tempo de pré-tratamento catédico do eletrodo de BDD
para a oxidagdo do PROP foi também executado, podendo-se observar que nao
houve diferenca significativa na variagdo de corrente entre os pré-tratamentos de
120 e 180 s. Sendo assim, selecionou-se um tempo de pré-tratamento de 120 s para
dar sequéncia aos estudos posteriores (FIGURA 3.18(b)). Esse pré-tratamento
catédico era realizado somente no inicio de cada dia de trabalho, para garantir

resultados reprodutiveis.
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FIGURA 3.18. (a) Voltamogramas ciclicos (200 mV s™') para a oxidagdo do PROP
1,0 x 10™ mol L' em H,S04 0,1 mol L™" empregando-se o eletrodo de BDD com pré-
tratamento anddico (a) e com pré-tratamento catédico (b); (b) Pré-tratamento
catddico: (—) 120 s e (----) 180 s.

Todas as medidas do PROP sobre o eletrodo de BDD foram realizadas na
presenca de oxigénio, uma vez que nao foram observadas diferencas significativas
no perfil voltamétrico da oxidagdo do PROP na presenca e na auséncia de oxigénio.
Na presenca de oxigénio, a magnitude do sinal analitico foi ligeiramente superior
aquela obtida sem a retirada de oxigénio das solugoes.

A estabilidade da solugdo de PROP 1,0 x 10 mol L™" em H,SO4 0,1 mol L™
foi avaliada em um periodo de 8 horas, monitorando-se a concentracdo do
propranolol por voltametria ciclica. Os resultados obtidos nao apresentaram
diferencgas significativas, com desvio padréo relativo de 1,0 %, indicando que n&o
houve degradagao do propranolol nessas condi¢gdes neste periodo de trabalho.

A dependéncia da corrente de pico anddico com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potenciais (intervalo de 5 a 200 mV s™) também foi
investigada para a oxidagdo do PROP (FIGURA 3.19(a)). A existéncia de uma
linearidade (r = 0,9996) entre as correntes de pico anddico e a raiz quadrada da
velocidade de varredura indica que o transporte de massa é difusional para a
oxidagdo do PROP na superficie do eletrodo de BDD'®. Além do mais, o coeficiente
linear apresentado por esta reta estd muito préximo de zero (Ip = -0,071 + 1,4 v'?),
indicando que o transporte de massa é controlado por difusdo das espécies, com

pequena influéncia de algum processo adsortivo.
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Adicionalmente, o grafico do logaritmo da intensidade de corrente de pico
em funcédo do logaritmo da velocidade de varredura (FIGURA 3.19(b)) apresentou
comportamento linear com inclinacdo de 0,52, que esta proximo do previsto na

literatura (0,50) para o transporte de massa controlado pela difusao de espécies’°.
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FIGURA 3.19. (a) Dependéncia da variagdo da corrente de pico com a raiz quadrada
da velocidade de varredura e (b) dependéncia do logaritmo da variagdo de corrente
de pico com o logaritmo da velocidade de varredura para o eletrodo de BDD na
presenca de PROP 1,0 x 10 mol L™ em H,S0O4 0,01 mol L™,

3.2.2. Voltametria de onda quadrada

Assim como observado inicialmente por voltametria ciclica, o propranolol
apresentou somente um pico de oxidagdo, em torno de +1,20 V vs. Ag/AgCl
(KCI 3,0 mol L") em H,S0O4 0,1 mol L™,

A FIGURA 3.20 apresenta a separagao das componentes de corrente para o
PROP sobre o eletrodo de BDD com a voltametria de onda quadrada. A corrente
usada na determinacdo do propranolol (soma entre as correntes de varredura no
sentido direto e no sentido reverso de aplicagado de pulsos de potencial) é bastante
semelhante a corrente direta. Ademais, a corrente reversa nao apresenta pico,

indicando comportamento caracteristico de um sistema totalmente irreversivel"°.
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FIGURA 3.20. Voltamogramas de onda quadrada para o PROP 7,0 x 10° mol L' em
H,SO, 0,1 mol L' (f = 130 s, a = 50 mV, AEs = 6 mV): (A) corrente direta,
(B) corrente reversa e (C) corrente resultante.

3.2.2.1. Otimizac&o dos parametros da voltametria de onda quadrada'™

A FIGURA 3.21(a) mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para
o PROP em fungao da variagcao da frequéncia de aplicacao dos pulsos de potencial.
Observa-se que, a medida que se aumenta a frequéncia de aplicagao de pulsos de
potenciais ocorre um aumento na intensidade da corrente de pico e um minimo
deslocamento do potencial de pico para valores mais positivos. Ocorre também um
deslocamento da linha base para valores maiores de corrente. Sendo assim, para
evitar altos valores de corrente para a linha base, a frequéncia de aplicagdo dos
pulsos de potencial selecionada foi 130 s™.

A FIGURA 3.21(b) (com corregéo da linha base) mostra o comportamento da
corrente de pico para a oxidagao do PROP em fungao da variacdo da frequéncia.
Pela linearidade obtida, verifica-se que o transporte de massa é predominantemente

controlado por difusdo para a oxidagao do propranolol sobre o eletrodo de BDD.
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FIGURA 3.21. (a) Variagao da frequéncia de aplicagao dos pulsos de potencial nos
voltamogramas do PROP 1,0 x 10 mol L™" em H,SO4 0,1 mol L™ (a = 40 mV, AEs =
2 mV). Frequiéncias: (1) 10, (2) 30, (3) 50, (4) 70, (5) 100, (6) 130, (7) 150 (8) 200 s™.
(b) Dependéncia da corrente de pico com a raiz quadrada da frequéncia de
aplicagao dos pulsos de potencial.

A FIGURA 3.22(a) mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para
o propranolol em diferentes valores de amplitude de pulso. Até praticamente 50 mV
o potencial de pico € mantido e para valores acima deste ocorre deslocamento para
potenciais menos positivos e um alargamento nos voltamogramas, promovendo uma
alteracdo na sua largura de meia-altura, consequentemente nao atuando de forma
significativa na sensibilidade para propésitos analiticos. Em amplitudes elevadas
ocorre uma pronunciada deformagao do voltamograma.

Pela FIGURA 3.22(b) (com corregao da linha base) observa-se que para
valores de amplitudes menores que 50 mV, o aumento de intensidade de corrente é
praticamente linear. Ademais, para amplitudes de pulso de potencial maiores, os
valores afastam-se da linearidade. Assim, optou-se por trabalhar com uma amplitude

de pulso de potencial de 50 mV.
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FIGURA 3.22. (a) Variagdo da amplitude de pulso de potencial nos voltamogramas
do PROP 1,0 x 10* mol L' em H,SO, 0,01 mol L™ (f = 130 s, AEs = 2 mV).
Amplitudes: (1) 10, (2) 20, (3) 30, (4) 40, (5) 50, (6) 60, (7) 70, (8) 80 e (9) 100 mV.
(b) Dependéncia da corrente de pico com a variagao de amplitude de pulso de
potencial.

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para o PROP em diferentes
valores de incremento de varredura sdo mostrados na FIGURA 3.23. Observa-se
que com o aumento do incremento de varredura ocorre um aumento da intensidade
de corrente e um deslocamento minimo dos potenciais de pico para regides mais

positivas. Selecionou-se 6 mV para o incremento de varredura.
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FIGURA 3.23. Variagdo do incremento de varredura nos voltamogramas do PROP
1,0 x 10 mol L™" em H,S0, 0,1 mol L™ (f = 130 s™, a = 50 mV), sendo: (1) 1, (2) 2,
(3)3,(4)4,(5)5,(6)6, (7) 7 mV.
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3.2.2.2. Curva analitica

Apds a otimizacdo das melhores condi¢cbes de trabalho e dos parametros
que envolvem a voltametria de onda quadrada, a curva analitica foi construida.
Realizaram-se medidas voltamétricas no intervalo de 0,90 a 1,5 V vs. Ag/AgCl (KCI
3,0 mol L") em diferentes concentragdes de PROP, de 2,0 x 107 a 9,0 x 10° mol L™
em H,S0, 0,1 mol L™" empregando-se o eletrodo de BDD. A FIGURA 3.24(a) mostra
os voltamogramas de onda quadrada obtidos para cada concentragdo de
propranolol. Observa-se que a corrente de pico aumenta proporcionalmente com o
aumento da concentracao e que praticamente ndo ocorre deslocamento no valor dos
potenciais de pico.

A curva analitica € mostrada na FIGURA 3.24(b) e a equacao de reta obtida
foi: Ip/uA = 0,25 + 7,1 x 10° {[PROP)/mol L™}, r = 0,9994. Os limites de deteccéo e
quantificacdo obtidos para o intervalo de concentragdo estudado foram de

1,8 x 10" mol L' e 5,6 x 107 mol L™, respectivamente.
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FIGURA 3.24. (a). Voltamogramas de onda quadrada em diferentes concentracdes
de PROP em H,SO4 0,1 mol L™ (f = 130 s, a = 50 mV e AEs = 6 mV): (1) 0;
(2) 2,0 x 107; (3) 1,0 x 10% (4) 3,0 x 10% (5) 5,0 x 10% (6) 7,0 x 10%;
(7) 9,0 x 10 mol L"; (b) Curva analitica.

Um estudo comparativo empregando as técnicas voltamétricas de onda
quadrada e de pulso diferencial para a quantificacdo do propranolol em formulagdes
farmacéuticas foi realizado. Os resultados estdo mostrados na TABELA 3.4. Verifica-

se que a voltametria de onda quadrada apresentou maior sensibilidade, menor limite
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de detecgcao e de quantificagdo, sendo entdo selecionada para a determinagao de
PROP nas amostras comerciais.

Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para cada concentragdo de
propranolol estao apresentados na FIGURA 3.25(a) com a respectiva curva analitica
na FIGURA 3.25(b).

TABELA 3.4. Parédmetros investigados na SWV em comparagdo a DPV para a

determinacao de PROP

Voltametria de onda quadrada Voltametria de pulso diferencial

" Faixa Valores " Faixa Valores

Parametros . Parametros .
estudada selecionados estudada  selecionados

Freqliéncia Tempo

(Hz) 10-200 130 (ms) 5-20 7
Amplitude Amplitude

(mV) 10-100 50 (mV) 25—-150 75
Incremento Velocidade

Equacéo dareta
Ip/pA = 0,25 + 7,1 x 10° {{PROP]/mol L™}
LD: 1,8 x 107 mol L™
LQ: 5,6 x 107 mol L™
Linearidade: 2,0 x 107 —9,0 x 10° mol L™

Equacéo dareta
Ip/uA = 0,19 + 2,5 x 10° {{PROP])/mol L™}
LD: 1,9 x 107 mol L™
LQ: 6,4 x 107 mol L™
Linearidade: 2,0 x 107 —1,1 x 10° mol L™
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FIGURA 3.25. (a) Voltamogramas de pulso diferencial em diferentes concentracdes
de PROP em H;SO, 0,1 mol L' (t=7ms,a=75mVev=10mVs'): (1)0;
(2) 2,0 x 107; (3) 1,0 x 10°®; (4) 3,0 x 10%; (5) 5,0 x 10 (6) 7,0 x 10®; (7) 9,0 x 10%;
(8) 1,1 x 10° mol L'™"; (b) Curva analitica (r = 0,9980).
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3.2.2.3. Estudo de repetibilidade e reprodutibilidade

O estudo da repetibilidade foi feito em decuplicata (n = 10) para a solugéo
padréo de propranolol 5,0 x 10° mol L. Para o estudo da reprodutibilidade foram
feitas 5 medidas de corrente em dias diferentes com solucdes diferentes de PROP
5,0 x 10° mol L. Ambos os estudos foram realizados por voltametria de onda
quadrada.

O desvio padrao relativo obtido para o estudo de repetibilidade foi de 0,33 %

e para a reprodutibilidade foi de 3,5 %.

3.2.2.4. Estudo de interferentes

O efeito de interferentes em potencial na determinagdo de propranolol em
formulagdes farmacéuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em
amostras comerciais, como: manitol, lactose, amido, povidona (polivinilpirrolidona),
hidroclorotiazida e estearato de magnésio. Nesses experimentos, foi feita adigao
destes concomitantes a solugdo de PROP 3,0 x 10® mol L™ e os resultados foram
comparados com os resultados obtidos para as medidas feitas somente com a
solugdo de PROP. A hidroclorotiazida (associagdo com o propranolol) € insoluvel
nas condigdes experimentais utilizadas.

Pelos estudos realizados, somente a povidona e o amido, em concentragdes
1/10 analito:concomitante, apresentaram uma interferéncia de -7,4 e + 4,4 %,
respectivamente. Entretanto, cabe ressaltar que o teor desses excipientes nos
produtos farmacéuticos disponiveis no mercado sao inferiores aos testados nesse
estudo. O método pode ser aplicado para a quantificagdo do PROP nas referidas

amostras sem a interferéncia desses concomitantes, com boa exatidao.

3.2.2.5. Teste de adicéo e recuperacao

O estudo de adig¢ao e recuperacao do PROP nas formulagdes farmacéuticas
de interesse foi realizado, fornecendo informagdes sobre a influéncia de possiveis
interferentes existentes na matriz das amostras desse analito sobre o procedimento

proposto. Para esse estudo foram feitos experimentos em triplicata para as amostras
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de PROP nas dosagens 10, 40 e 80 mg, cujos resultados sdo apresentados na
TABELA 3.5.

TABELA 3.5. Estudo de adicdo e recuperacdo de PROP em formulacbes

farmacéuticas empregando um eletrodo de BDD e voltametria de onda quadrada

propranolol (10° mol L™

Amostras Adicionado Encontrado Recuperacio® (%)
1,65 1,60 + 0,02 97,0
A 3,53 3,70 £ 0,01 105
5,34 5,54 £ 0,03 104
1,65 1,62 + 0,02 98,2
B 3,53 3,72 £ 0,01 105
5,34 5,62 + 0,01 105
1,65 1,55 + 0,02 93,9
C 3,53 3,55+ 0,04 101
5,34 5,26 + 0,01 98
1,65 1,72 £ 0,01 104
D 3,53 3,36 £ 0,01 95,2
5,34 5,38 £ 0,02 101
1,65 1,61+ 0,01 97,6
E* 3,53 3,65+ 0,03 103
5,34 5,61+ 0,02 105
1,65 1,58 + 0,01 95,8
F 3,53 3,60 + 0,02 102
5,34 5,30 + 0,01 99,2

®média aritmética de 3 medidas/amostra;
*amostra continha 25 mg de hidroclorotiazida.

As recuperagbes variaram entre 93,9 % a 105 %. Estes valores obtidos
indicam que nao houve interferéncia significativa da matriz das amostras na

determinacdo de PROP empregando-se o procedimento analitico proposto.
3.2.2.6. Aplicacdo analitica

O método proposto foi aplicado na determinacao de propranolol em produtos
farmacéuticos e os resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando-
se 0 método espectrofotométrico descrito pela Farmacopéia Brasileira®'. Os

resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 3.6. Observa-se que o0s
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resultados obtidos empregando-se 0 método proposto estdo em concordancia com
os resultados obtidos empregando-se o método de referéncia.

Os resultados obtidos empregando-se ambos os métodos foram
comparados aplicando-se o teste t pareado''®. O valor de t calculado (1,170) é
menor que o valor de t critico (2,571), indicando que o procedimento proposto possui
boa exatiddo, uma vez que nao foi observada diferenga significativa entre os

resultados obtidos, a um nivel de confianga de 95%.

TABELA 3.6. Determinacdo de PROP em formulagdes farmacéuticas empregando-

se o procedimento voltamétrico proposto e o método espectrofotométrico®

propranolol (mg/comprimido)

Amostras Rotulado Referéncia® Proprosto? Erro relativo® (%)
A 10 9,93 + 0,04 9,97 £ 0,02 0,40
B 40 37,0+£0,8 37,6 +0,6 1,6
C 40 39,8+ 0,6 40,8 £0,5 2,5
D 40 40,3+0,7 38,6 +£0,8 -4,2
E* 40 43,7 +0,6 41,7+ 04 -4,6
F 80 78,8 +0,9 77,0+ 0,9 -2,3

’média aritmética de 3 medidas/amostra;
100 x (proposto—referéncia)/referéncia;
*amostra continha 25 mg de hidroclorotiazida
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3.3. Determinacé&o de atenolol
3.3.1. Voltametria ciclica

Inicialmente foram realizados experimentos de voltametria ciclica para
observar a presenca de processos de oxidacdo e/ou de reducdo do atenolol
1,0 x 10 mol L' sobre a superficie do eletrodo de BDD em NaNO; 0,5 mol L™
(FIGURA 3.26). A oxidagédo eletroquimica do atenolol € representada por picos
irreversiveis a +1,23 V (pico 1), +1,50 V (pico 2) e + 1,80 V (pico 3) vs. Ag/AgCI (KClI
3,0 mol L") em NaNO3 0,5 mol L™.

300
250—-
200—-
150—-
= 100 —

50

'50 T T T T T T T T T T T T
1,0 1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2
E/Vvs. Ag/AgCl

FIGURA 3.26. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') empregando o eletrodo de BDD,
na auséncia (A) e na presenca de atenolol 1,0 x 10° mol L™ (B), em NaNOs;
0,5 mol L™,

De acordo com GOYAL et al.”%, o processo anddico do atenolol se deve a
oxidagao do grupo alcodlico presente na estrutura da sua molécula, posteriormente
formando acido carboxilico, e que a oxidagdo dos grupos amino ndo ocorre em
baixos valores de pH. Em potenciais mais positivos (regido de decomposi¢cdo da
agua), nos quais € observado o terceiro processo anodico, deve estar ocorrendo
uma provavel hidroxilagdo do anel aromatico, como sugerido para o AAS, no Item
3.1.

Posteriormente foi investigado o efeito de diferentes eletrdlitos suportes, tais
como: H.SO4 0,1 mol L', tampao BR pH 2,2, tampao acetato pH 4,0, KNO3
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0,5 mol L, KCI 0,5 mol L' e NaNO3; 0,5 mol L. As respostas voltamétricas da
oxidagdo do atenolol 1,0 x 10° mol L sdo mostradas nas FIGURAS 3.27 (a) e
3.27(b). Dentre todos os eletrdlitos estudados, o atenolol mostrou um melhor perfil
voltamétrico em &cido sulfurico. Entretanto, para este e todos os tampdes foi
observada uma diminuigdo gradativa na corrente de pico com as varreduras de
potencial. Esse comportamento sugere uma provavel adsor¢do do atenolol ou de
seu(s) produto(s) de oxidagdao na superficie do eletrodo de BDD. Dessa forma, o
NaNOs; 0,5 mol L' foi escolhido como eletrdlito suporte para dar sequéncia a
determinacado de atenolol em formulagdes farmacéuticas, pois foi observada uma
melhor resolugdo do pico de oxidagdo em torno de +1,80 V vs. Ag/AgCl
(KCI 3,0 mol L"), além de se obter repetibilidade nas medidas com a obtencédo de

correntes mais estaveis.
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FIGURA 3.27. Voltamogramas ciclicos (50 mV s) para a oxidacdo do atenolol
1,0 x 102 mol L™ em diferentes eletrdlitos suporte: (a): (A) H.SO4 0,1 mol L™,
(B) tampéao BR pH 2,2, (C) tampao acetato pH 4,0, (b): (A) KNO3 0,5 mol L (B) KCI
0,5 mol L™ e (C) NaNO3 0,5 mol L.

O efeito da concentragdo do NaNOs, no intervalo de 0,01 a 0,5 mol L', sobre
o sinal analitico foi estudado em seguida. Como pode ser observado na FIGURA
3.28, ao ser aumentada a concentracao do NaNOs, ha um deslocamento da corrente
de pico para valores menos positivos de potencial e uma melhor resolugao do perfil
voltamétrico, especialmente para o processo andédico em torno de +1,80 V vs.
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L"). Sendo assim, foi selecionada uma solucdo de NaNOs;

0,5 mol L' como eletrdlito suporte.
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FIGURA 3.28. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) para a oxidacdo de atenolol
1,0 x 10 mol L™ em diferentes concentracdes de NaNOs.

O efeito da acidez do meio no intervalo de pH 1,1 a 10 (ajustado com HNO3
concentrado e/ou NaOH 2,0 mol L) foi também investigado. Os voltamogramas
ciclicos para o atenolol em diferentes valores de pH sdo mostrados na FIGURA 3.29.
Pode-se observar que a corrente e o potencial de pico nao sao influenciados pelo pH
do meio. Em pH < 2,0 verificam-se dois processos anodicos.

Em NaNO3 0,5 mol L™ (pHcong 1,1 ajustado com HNOs concentrado) observa-
se um perfil voltamétrico melhor definido para o processo anddico em torno de

+1,8 V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L"), sendo ent&o selecionado.
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FIGURA 3.29. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) para a oxidacdo de atenolol
1,0 x 10° mol L™ em diferentes valores de pHcond (1,1 — 10; ajustados com HNOs3
conc. e/ou NaOH 2,0 mol L™).
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Para a determinagcdo do atenolol foi utilizado o processo andédico em torno
de +1,80 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™). Ao se fazer a varredura entre 1,5 V a
1,85 V este pico continua a ser observado e mantém-se constante com o aumento
do numero de ciclos, indicando que este processo anddico € independente dos
demais, nao sendo resultante da oxidagao de algum produto de oxidagdo envolvido
nos processos anoddicos anteriores. Apesar de estar em um potencial desfavoravel
(proximo a regido de evolugdo de oxigénio), este pico de oxidagdo apresentou um
perfil voltamétrico melhor definido com uma intensidade de corrente de pico maior.
Ademais, para as determinacdes deste analito em formulagdes farmacéuticas nao
ocorre interferéncias sérias, como podera ser visto mais adiante.

Realizou-se um estudo do melhor pré-tratamento do eletrodo de BDD
(anddico e catddico). Quando pré-tratado catodicamente (1 A cm™ durante 120 s) foi
possivel obter um aumento consideravel na magnitude de corrente de pico, além de
uma melhor definicdo de pico. Por conseguinte, o tempo de pré-tratamento também
foi avaliado em 120, 180 e 240 s (FIGURA 3.30). Pode-se observar que ndo ha
diferenga significativa entre os tempos e, como consequéncia, escolheu-se 120 s
para dar continuidade aos estudos. Esse pré-tratamento catédico foi realizado toda

vez, antes do inicio do experimento em cada dia de trabalho.
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FIGURA 3.30. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) para a oxidacdo do atenolol
1,0 x 10° mol L™ em NaNOs 0,5 mol L™ (pHeong 1,1 ajustado com HNOs conc.)
empregando-se o eletrodo de BDD em diferentes tempos de pré-tratamento catédico
(—) 120, (---) 180 e (--++-) 240 s.
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Todas as medidas do atenolol sobre o eletrodo de BDD foram realizadas na
presenca de oxigénio, uma vez que nao foram observadas diferencas significativas
no perfil voltamétrico da oxidagcdo do atenolol na presenca e na auséncia de
oxigénio. Na presenga de oxigénio, a magnitude do sinal analitico foi ligeiramente
superior aquela obtida sem a retirada de oxigénio das solugdes.

A estabilidade da solugdo de atenolol 1,0 x 10° mol L™ em solucdo de
NaNO3 0,5 mol L™ (pHeong 1,1 ajustado com HNO3 conc.) foi avaliada em um periodo
de 8 horas, monitorando-se a concentracdo do atenolol por voltametria ciclica com
um intervalo de uma hora entre cada medida. Os resultados obtidos nao
apresentaram diferengas significativas, com desvio padrdo relativo de 1,2 %,
podendo-se considerar que nao houve decomposicdao do atenolol em NaNOj3;
0,5 mol L™ (pHeong 1,1 ajustado com HNO3 conc.) neste periodo de trabalho.

A dependéncia da corrente de pico anddico com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potenciais (intervalo de 5 a 200 mV s™) foi investigada
para o processo anddico em torno de +1,80 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L7).
(FIGURA 3.31(a)).
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FIGURA 3.31. (a) Dependéncia da variagdo da corrente de pico com a raiz quadrada
da velocidade de varredura e (b) dependéncia do logaritmo da variagdo de corrente
de pico com o logaritmo da velocidade de varredura para o eletrodo de BDD na
presenga de atenolol 1,0 x 10° mol L™ em NaNO3 0,5 mol L™ (pHeong 1,1 ajustado
com HNOs3 conc.).

A existéncia de uma linearidade (r = 0,9955) entre as correntes de pico
anddico e a raiz quadrada da velocidade de varredura indica que o transporte de

massa é difusional para a oxidagdo do atenolol na superficie do eletrodo de BDD'%,
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Observa-se nesse grafico, que o coeficiente linear obtido é diferente de zero
(Ip =-8,01 + 16,5 0”2), devido provavelmente a processos adsortivos no eletrodo de
trabalho. Adicionalmente, o grafico do logaritmo da intensidade de corrente de pico
em funcédo do logaritmo da velocidade de varredura (FIGURA 3.31(b)) apresentou
comportamento linear com inclinagcdo de 0,60, que esta proximo do previsto pela

técnica voltamétrica (0,50) para sistemas controlados pela difuséo de espécies’®.
3.3.2. Voltametria de onda quadrada

Como mencionado anteriormente, o pico de oxidagdo em +1,80 V vs.
Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) (pico 3) obtido por voltametria ciclica foi selecionado para
a quantificagao do atenolol em formulagdes farmacéuticas utilizando a voltametria de
onda quadrada. Os voltamogramas de onda quadrada apresentaram um
comportamento semelhante aquele obtido por voltametria ciclica.

A FIGURA 3.32 apresenta a separacao das componentes de corrente para o
atenolol sobre o eletrodo de BDD com a voltametria de onda quadrada. Observa-se
que a corrente resultante (utilizada para as medidas) é bastante semelhante a
corrente direta e ainda, a corrente reversa nao apresenta pico. Esse comportamento

¢ caracteristico de sistemas totalmente irreversiveis''°.

. : . , . .
1,5 1,6 1,7 1,8 1,9
E/Vvs. Ag/AgCI

FIGURA 3.32. Voltamogramas de onda quadrada para o atenolol 6,1 x 10 mol L
em NaNO; 0,5 mol L™ (pH 1,1 ajustado com HNO3 conc.) (f = 100 s, a = 40 mV,
AEs =4 mV): (A) corrente direta, (B) corrente reversa e (C) corrente resultante.
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3.3.2.1. Otimizac&o dos parametros da voltametria de onda quadrada'™

A FIGURA 3.33(a) mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos para
o atenolol em funcdo da variagdo da frequéncia de aplicagdo dos pulsos de
potencial. Observa-se que, com o0 aumento no valor da frequéncia, ocorre um
aumento na intensidade de corrente de pico e também um minimo deslocamento
dos potenciais de pico para regides mais positivas. Had um deslocamento da linha
base para valores maiores de corrente, comportamento semelhante ao apresentado
pelos analitos anteriores, sendo assim, a frequéncia de aplicacdo dos pulsos de
potencial selecionada foi de 100 s™.

A corrente de pico, neste caso é uma fungado linear da frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial (FIGURA 3.33(b), com corre¢cdo da linha base),
indicando que ha participacdo de algum processo adsortivo, de produto e/ou

reagente, na superficie eletrédica.
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FIGURA 3.33. (a) Variagao da frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial nos
voltamogramas do atenolol 1,0 x 10 mol L' em NaNOs; 0,5 mol L™ (pHcong 1,1
ajustado com HNOj3 conc.) (a = 40 mV, AEs = 2 mV). Frequéncias: (1) 10, (2) 30,
(3) 50, (4) 70, (5) 100, (6) 130, (7) 150 (8) 200 s™. (b) Dependéncia da corrente de
pico com a frequéncia de aplicacao dos pulsos para o atenolol.

Na FIGURA 3.34(a) estdo apresentados os voltamogramas obtidos para o
atenolol em funcao da variagdo da amplitude de pulso de potencial. Observa-se que
para valores de amplitudes menores que 40 mV (FIGURA 3.34(b), com correcao da
linha base), o aumento de intensidade de corrente é praticamente linear. Por outro

lado, para valores acima de 40 mV ocorre deslocamento do potencial de pico para
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valores menos positivos, com perda da linearidade. Assim, optou-se por trabalhar

com uma amplitude de pulso de potencial de 40 mV.
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FIGURA 3.34. (a) Variacdo da amplitude de pulso de potencial nos voltamogramas
do atenolol 1,0 x 10 mol L™" em NaNO3 0,5 mol L™ (pHcona 1,1 ajustado com HNOs
conc.) (f = 100 s, AEs = 2 mV). Amplitudes: (1) 10, (2) 20, (3) 30, (4) 40, (5) 50,
(6) 60, (7) 70, (8) 80 e (9) 100 mV. (b) Dependéncia da corrente de pico com a
variagao de amplitude de pulso de potencial para o atenolol.

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para o atenolol em diferentes
valores de incremento de varredura sao mostrados na FIGURA 3.35. Observa-se
que com o aumento do incremento de varredura ocorre um aumento na intensidade
de corrente e deslocamento dos potenciais de pico para valores mais positivos. Ha
um aumento linear da corrente de pico com o incremento de varredura até 4 mV,
sendo esse valor entdo selecionado.
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FIGURA 3.35. Variagao do incremento de varredura nos voltamogramas do atenolol
1,0 x 10* mol L™ em NaNOs 0,5 mol L (pHeona 1,1 ajustado com HNO; conc.)
(f=100s", a=50mV), sendo: (1) 1, (2) 2, (3) 3, (4) 4, (5) 5, (6) 6, (7) 7 mV.
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3.3.2.2. Curva analitica

Apds a otimizacdo das melhores condi¢cbes de trabalho e dos parametros
que envolvem a voltametria de onda quadrada, a curva analitica foi construida.
Realizaram-se medidas voltamétricas no intervalo de 0,90 a 1,5 V vs. Ag/AgCl (KCI
3,0 mol L™") em diferentes concentracdes de propranolol, de 2,0 x 10° a 4,1 x 10
mol L™ em NaNO3; 0,5 mol L™ (pHcong 1,1 ajustado com HNO; conc.) empregando-se
o eletrodo de BDD. A FIGURA 3.36(a) mostra os voltamogramas de onda quadrada
obtidos para cada concentragao de atenolol.

A curva analitica € mostrada na FIGURA 3.36(b), e a equagao de reta obtida
foi: Ip/uA = 1,3 + 8,0 x 10° {[atenolol}/mol L}, r = 0,9997.

Os limites de detecgdao e quantificagdo obtidos para o intervalo de
concentracdo estudado foram de 9,3 x 107 mol L' e 3,1 x 10° mol L™,

respectivamente.
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FIGURA 3.36. (a) Voltamogramas de onda quadrada em diferentes concentragoes
de atenolol em NaNO3 0,5 mol L™ (pHcong 1,1 ajustado com HNO3 conc.) (f = 100 s,
a =40 mV e AEs = 4 mV): (1) 0; (2) 2,0 x 10 (3) 5,0 x 10 (4) 7,0 x 10%;
(5) 9,0 x 10 (6) 1,1 x 10%; (7) 2,1 x 10®; (8) 3,1 x 10™; (9) 4,1 x 10° mol L™"; (b)
Curva analitica.

Um estudo comparativo empregando as técnicas voltamétricas de onda
quadrada e de pulso diferencial para a quantificacdo do atenolol em formulacdes
farmacéuticas foi realizado. Os resultados estdo mostrados na TABELA 3.7. Verifica-

se que a técnica de onda quadrada apresentou maior sensibilidade, menor limite de
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deteccdo e de quantificacdo, sendo entdo selecionada para a determinacao de

atenolol em amostras comerciais.

TABELA 3.7. Parametros investigados na SWV em comparagdo a DPV para a

determinagao de atenolol utilizando um eletrodo de BDD

Voltametria de onda quadrada

Voltametria de pulso diferencial

" Faixa Valores " Faixa Valores

Parametros - Parametros .
estudada selecionados estudada selecionados

FreqUéncia 10-200 100 Tempo 5_20 7

(Hz) (ms)
Amplitude Amplitude

(mV) 10-100 40 (mV) 25-150 75
Incremento Velocidade

(mV) 1-7 4 (mV s‘1) 5-20 10

Equacgao da reta
Ip/uA = 1,3 + 8,0 x 10° {[atenolol]/mol L™}
LD: 9,3 x 107 mol L™
LQ: 3,1 x 10® mol L
Linearidade: 2,0 x 10% — 4,1 x 10° mol L™

Equacao da reta
Ip/pA = 0,73 + 4,9 x 10° {[atenolol]/mol L'}
LD: 1,3 x 10° mol L™
LQ: 4,4 x 10° mol L™
Linearidade: 2,0 x 10° — 4,1 x 10° mol L™

Os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para cada concentragao de

atenolol estdo apresentados na FIGURA 3.37. A inser¢ao nesta figura corresponde a

curva analitica obtida.
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FIGURA 3.37. Voltamogramas de pulso diferencial em diferentes concentragdes de
atenolol em NaNO; 0,5 mol L™ (pHeong 1,1 ajustado com HNOs conc.) (t = 7 ms,
a=75mVev=10mVs’): (1) 0; (2) 20 x 10% (3) 50 x 10% (4) 9,0 x 105;
(5) 1,1 x 10 (6) 2,1 x 10™; (7) 3,1 x 10°; (8) 4,1 x 10° mol L. A figura inserida

corresponde a curva analitica (r = 0,9993).
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3.3.2.3. Estudo da repetibilidade e da reprodutibilidade

O estudo da repetibilidade foi feito em decuplicata (n = 10) para a solugéo
padréo de atenolol 1,1 x 10”° mol L. Para o estudo da reprodutibilidade foram feitas
5 medidas de corrente em dias diferentes com solugdes diferentes de atenolol
1,1 x 10° mol L. Ambos os estudos foram realizados por voltametria de onda
quadrada.

O desvio padrao relativo obtido para o estudo da repetibilidade foi de 0,78 %

e para a reprodutibilidade foi de 4,5 %.

3.3.2.4. Estudo de interferentes

O efeito de interferentes em potencial na determinacdo de atenolol em
formulagdes farmacéuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em
amostras comerciais, como: amido, lactose, estearato de magnésio e carbonato de
magnésio. Nesses experimentos, foi feito adicdo destes concomitantes a solugao de
atenolol 1,1 x 10®° mol L e os resultados foram comparados com os resultados
obtidos para as medidas feitas somente com a solugdo de atenolol. Alguns destes
excipientes sdo insoluveis e/ou possuem baixa solubilidade. A clortalidona e o
nifedipino (associagbes com o atenolol) sdo insoluveis no eletrolito empregado, nao
interferindo assim nas determinacdes do analito.

Dentre as substancias investigadas, somente o carbonato de magnésio e a
lactose, em concentragdes 1/10 analito:concomitante, apresentaram interferéncia
negativa de 11,9 e 11,6 %, respectivamente. Entretanto, cabe ressaltar que o teor
desse excipiente nos produtos farmacéuticos disponiveis no mercado sao inferiores
aos testados nesse estudo. O método pode ser aplicado para a quantificacdo do
atenolol nas referidas amostras sem a interferéncia desses concomitantes, com boa

exatidao.
3.3.2.5. Teste de adicdo e recuperacao
O estudo de adicdo e recuperagdo do atenolol nas formulagdes

farmacéuticas de interesse foi realizado, fornecendo informagdes sobre a influéncia

de possiveis interferentes existentes na matriz das amostras desse analito sobre o
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procedimento proposto. Para esse estudo foram feitos experimentos em triplicata
para as amostras de atenolol nas dosagens 25, 50 e 100 mg, cujos resultados estao
apresentados na TABELA 3.8.

TABELA 3.8. Estudo de adicdo e recuperacdo de atenolol em formulagdes

farmacéuticas empregando um eletrodo de BDD e voltametria de onda quadrada

atenolol (10° mol L™Y)

Amostras Adicionado Encontrado Recuperacdo® (%)
1,98 1,93 + 0,01 97,5
A 2,92 2,72 £ 0,01 93,2
3,85 3,87 £ 0,02 100
1,98 2,10 £ 0,01 106
B 2,92 2,99 £ 0,02 102
3,85 3,81+0,04 99,0
1,98 1,92 + 0,01 97,0
C* 2,92 2,80+ 0,03 95,9
3,85 3,56 + 0,01 92,5
1,98 1,95 + 0,02 98,5
D* 2,92 2,83+ 0,01 96,9
3,85 3,86 £ 0,03 100
1,98 2,00 + 0,01 101
E 2,92 2,86 £ 0,02 97,9
3,85 3,78 £ 0,01 98,2
1,98 1,91 £ 0,02 96,5
F 2,92 2,90 £ 0,01 99,3
3,85 3,68 + 0,01 95,6

®média aritmética de 3 medidas/amostra;
*amostra continha 12,5 mg de clortalidona;
*amostra continha 10 mg de nifedipino.

As recuperagbes variaram entre 92,5 % a 106 %. Estes valores obtidos
indicam que nao houve interferéncia significativa da matriz das amostras na

determinacao de atenolol pelo procedimento analitico proposto.
3.3.2.6. Aplicacédo analitica
O método proposto foi aplicado na determinacdo de atenolol em produtos

farmacéuticos e os resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando-

se o método espectrofotométrico descrito pela Farmacopéia Britanica®>. Os
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resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 3.9. Observa-se que 0s

resultados obtidos empregando-se o método proposto estdo em concordancia com

os resultados obtidos empregando-se o método de referéncia.

Os resultados obtidos empregando-se ambos os métodos foram

comparados aplicando-se o teste t pareado''. O valor de t calculado (0,2700) é

menor que o valor de t critico (2,571), indicando que o procedimento proposto possui

boa exatiddo, uma vez que nao foi observada diferenga significativa entre os

resultados obtidos, a um nivel de confianga de 95%.

TABELA 3.9. Determinacgao de atenolol em formulagées farmacéuticas empregando-

se o procedimento voltamétrico proposto e o método espectrofotométrico®

atenolol (mg/comprimido)

Amostras Rotulado  Referéncia® Proprosto® Erro relativo® (%)
A 25 242 +0,9 23,6 £0,6 -2,5
B 25 251+0,5 25,8+0,8 2,8
Cc* 25 25,7+0,8 26,3 +0,7 2,3
D* 25 25,8+0,9 26,3+ 0,5 1,9
E 50 494 +0,8 47,7+ 0,5 -3,4
F 100 98,7+ 0,9 99,9 +0,7 1,2

®média aritmética de 3 medidas/amostra
®100 x (proposto— referéncia)/referéncia;
*amostra continha 12,5 mg de clortalidona;
*amostra continha 10 mg de nifedipino.
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3.4. Determinacgéo de sildenafila
3.4.1. Voltametria ciclica

A oxidacdo do sildenafila (1,0 x 102 mol L") foi estudada inicialmente
empregando-se a voltametria ciclica, com a finalidade de se observar a presencga de
processos de oxidacao ou de redugao deste analito sobre a superficie do eletrodo de
BDD vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") em H,S0,4 0,01 mol L. Pela FIGURA 3.38 pode-
se observar que o sildenafila possui resposta eletroativa no eletrodo de BDD, com
dois processos anddicos (Ep1 e Ep2) e nenhum pico no sentido da varredura

reversa, caracterizando-se um processo irreversivel'®.

1200+ ®
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E/V vs. Ag/AgCl

FIGURA 3.38. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') empregando o eletrodo de BDD:
(A) na auséncia e (B) na presenca de sildenafila 1,0 x 10> mol L, em H,SO,
0,01 mol L™

.87 utilizando um

O mesmo comportamento foi observado por OZKAN et a
eletrodo de carbono vitreo. Estes autores sugerem que o primeiro processo anédico
corresponde a oxidagao da forma nao protonada do anel piperazinico da molécula
do sildenafila e o segundo processo anddico a oxidagao do produto dessa oxidagao,
que é fortemente adsorvido na superficie deste eletrodo. No caso do eletrodo de
BDD, provavelmente o segundo processo anodico pode ocorrer em decorréncia de

uma possivel reacdo de hidroxilagdo do anel aromatico presente no grupamento p-
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alcoxibenzenossulfonamida da molécula de sildenafila, uma vez que esse segundo
processo esta em um potencial proximo a decomposi¢gao da agua com formacgao de
radicais hidroxila'®"%.

Para os demais estudos, sera utilizado o primeiro pico de oxidagao, Ep1, pois
apresentou um perfil voltamétrico melhor definido e o menor potencial de pico
devera aumentar a seletividade do método proposto.

As respostas voltamétricas da oxidagdo do sildenafila 1,0 x 10> mol L™ em
diferentes eletrdlitos suportes, tais como: H,SO,4 0,01 mol L', tamp&o BR pH 2,0 e
tampao acetato pH 3,5 sdo mostradas na FIGURA 3.39. O eletrdlito suporte que
apresentou um perfil voltamétrico melhor definido e maior magnitude de corrente foi

o acido sulfurico, sendo esse eletrdlito selecionado para os estudos posteriores.
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FIGURA 3.39. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) para a oxidacdo do sildenafila
1,0 x 10° mol L' em diferentes eletrdlitos suporte: (A) H.SO4; 0,01 mol L™,
(B) tampéao BR pH 2,0 e (C) tampéo acetato pH 3,5.

Posteriormente, realizaram-se estudos variando-se a concentracdo do
eletrdlito suporte e como pode ser observado na FIGURA 3.40, ha uma variagao
discreta da magnitude de corrente de pico com a concentragéo do acido empregado,
sendo a de maior magnitude aquela obtida em solugdo de H,SO, 0,1 mol L™

selecionada.
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FIGURA 3.40. Voltamogramas ciclicos (50 mV s™) para a oxidacdo de sildenafila
1,0 x 10° mol L' em diferentes concentragdes de H,SOs.

O estudo do pré-tratamento (anddico e catédico) do eletrodo de BDD foi
realizado. Quando pré-tratado catodicamente (1 A cm™ durante 240 s) foi possivel
obter um aumento significativo na magnitude de corrente de pico, além de uma
melhor definicdo de pico ao se comparar com o pré-tratamento anddico.

Todas as medidas eletroquimicas do sildenafila sobre o eletrodo de BDD
foram realizadas na presenga de oxigénio, uma vez que nao foram observadas
diferencgas significativas no perfil voltamétrico da oxidagao do sildenafila na presenca
e auséncia de oxigénio. Na presenga de oxigénio a magnitude do sinal analitico foi
ligeiramente superior aquela obtida sem a retirada de oxigénio das solugdes.

O estudo da estabilidade da solugéo de sildenafila foi realizado empregando-
se uma solugao padrao de sildenafila 1,0 x 10 mol L. Realizaram-se oito medidas,
com o intervalo de uma hora entre cada medida. O desvio padrao relativo obtido foi
de 2,1 %, podendo-se considerar que ndo houve degradagao do sildenafila nessas
condicdes durante este periodo de trabalho.

A dependéncia da corrente de pico anddico (Ip1) com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potenciais (intervalo de 5 a 150 mV s™') também foi
investigada (FIGURA 3.41(a)). A existéncia de uma linearidade (r = 0,9963) entre as
correntes de pico anddico (Ep1) e a raiz quadrada da velocidade de varredura indica
que o transpote de massa € predominantemente controlado por difusdo de espécies

para a oxidacdo do sildenafila na superficie do eletrodo de BDD'®. Entretanto,
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observa-se nesse grafico que o coeficiente linear obtido & diferente de zero
(Ip1 =-6,2 + 4,1 v'"?), devido provavelmente a algum processo adsortivo. Outrossim,
se ha algum processo adsortivo envolvido, este ndo é tao intenso, uma vez que nao
houve a necessidade de algum tipo de limpeza da superficie do eletrodo entre uma
medida e outra.

Adicionalmente, o grafico do logaritmo da intensidade de corrente de pico
em funcado do logaritmo da velocidade de varredura (FIGURA 3.41(b)) apresentou
comportamento linear com inclinagdo de 0,68, que esta proximo do previsto pela

literatura (0,50) para sistemas controlados pela difusdo de espécies’®.

1 (b)
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FIGURA 3.41. (a) Dependéncia da variagdo da corrente de pico com a raiz quadrada
da velocidade de varredura para o primeiro processo anodico e (b) dependéncia do
logaritmo da variagcdo de corrente de pico com o logaritmo da velocidade de
varredura para o eletrodo de BDD na presenca de sildenafila 1,0 x 10 mol L em
H2S04 0,1 mol L™

3.4.2. Voltametria de pulso diferencial

Os voltamogramas de pulso diferencial apresentaram um comportamento
semelhante aqueles obtidos por voltametria ciclica, apresentando o pico de oxidagao
para o sildenafila em torno de 1,35 V vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L™).

Para o desenvolvimento desse procedimento analitico realizou-se a

otimizacdo de parametros como a amplitude de pulso (a), a velocidade de varredura
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(v) e o tempo de duragédo do pulso (t), pois sdo fatores que podem melhorar de

forma significativa a resposta voltamétrica.

3.4.2.1. Otimizagdo dos parametros da voltametria de pulso diferencial

A FIGURA 3.42 mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o
sildenafila em fungcdo da variagdo da amplitude de pulso. Aumentando-se a
amplitude do pulso aumenta-se a magnitude da corrente, e desloca-se o potencial
de pico para valores menos positivo. Entretanto, um aumento da amplitude provoca
um aumento na largura do pico, reduzindo desta maneira a resolugédo do método.
Observa-se que para os valores de amplitudes até 100 mV ocorre um aumento
praticamente linear da magnitude de corrente (figura inserida). Desta forma, a

amplitude selecionada para o desenvolvimento dos experimentos foi de 100 mV.
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FIGURA 3.42. Variacdo da amplitude de pulso de potencial nos voltamogramas do
sildenafila 1,0 x 10* mol L' em H,S0,4 0,1 mol L™ (b =5 mV s™, t = 5 ms): (1) 25,
(2) 75, (3) 100, (4) 150 mV. A insergéo nesta figura corresponde a dependéncia da
corrente de pico com a variacdo da amplitude de pulso de potencial para o
sildenafila.

A FIGURA 3.43 mostra como varia a magnitude de corrente de pico com a
velocidade de varredura de potencial no intervalo de 5 a 15 mV s™'. Observa-se que,
a medida que se aumenta a velocidade de varredura o potencial de pico permanece
constante. H4 um aumento na intensidade da corrente de pico até 10 mV s,



78

decrescendo para a velocidade de varredura de 15 mV s (figura inserida). Assim,
foi selecionada uma velocidade de varredura de potencial de 10 mV s™' para dar

continuidade aos estudos.

—_—
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FIGURA 3.43. Variagdo da velocidade de varredura nos voltamogramas de pulso
diferencial do sildenafila 1,0 x 10* mol L™ em H,SO4 0,1 mol L (a = 100 mV,
t = 5 ms). A insergcdo nesta figura corresponde a variagdo da velocidade de
varredura sobre a corrente de pico.

Outro parametro estudado foi o tempo de duracédo do pulso, variando de 5 a
20 ms (FIGURA 3.44). Com o aumento do tempo de duragdo do pulso, observa-se
um deslocamento no potencial de pico para valores ligeiramente menos positivo e
um decréscimo na magnitude de corrente de pico, como pode ser visualizado na
figura inserida nesta figura. Desta forma, foi selecionado um tempo de duracdo de

pulso de 5 ms.



79

80 - 807 =
60
36 9 121518 21

< 404 t/ms
- {1

20] |

5
04 _T

1,2 1,3 ' 1:4 ' 1:5 ' 1,6 1,7
E/Vvs. Ag/AgCl

FIGURA 3.44. Variagcao do tempo de duracdo do pulso nos voltamogramas do
sildenafila 1,0 x 10 mol L' em H2S04 0,1 mol L™ (a =100 mV, v =10 mV s™): (1) 5,
(2) 7, (3) 10, (4) 15 e (5) 20 ms. A insercéo nesta figura corresponde a influéncia da
variagao do tempo de duragao do pulso sobre a corrente de pico.

3.4.3.2. Curva analitica

Apds a otimizacdo das melhores condi¢cbes de trabalho e dos parametros
que envolvem a voltametria de pulso diferencial, a curva analitica foi construida.
Realizaram-se medidas voltamétricas no intervalo de 1,27 a 1,5 V vs. Ag/AgCl
(KCI 3,0 mol L") em diferentes concentracdes de sildenafila, de 7,3 x 107 a
7,3 x 10 mol L™ em H»S04 0,1 mol L', empregando-se o eletrodo de BDD.

A FIGURA 3.45(a) mostra os voltamogramas de pulso diferencial obtidos
para cada concentracado de sildenafila. Observa-se que a corrente de pico aumenta
proporcionalmente com o aumento da concentracdo e que praticamente nao ocorre
deslocamento no valor dos potenciais de pico.

A curva analitica € mostrada na FIGURA 3.45(b), e a equagao de reta obtida
foi: Ip/uA = 0,14 + 6,3 x 10° {[sildenafila]/mol L™}, r = 0,9981.

Os limites de detecgdo e quantificagcdo obtidos para o intervalo de
concentragdo estudado foram de 4,8 x 107 mol L' e 1,6 x 10° mol L™,

respectivamente.
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FIGURA 3.45. (a) Voltamogramas de pulso diferencial em diferentes concentracoes
de sildenafila em H2SO4 0,1 mol L™ (a =100 mV, v =10 mV s, t = 5 ms): (1) 0;
(2) 7,3 x 107; (3) 1,5 x 10%; (4) 2,2 x 10®; (5) 2,9 x 10°%; (6) 4,4 x 10%; (7) 5,9 x 10°5;
(8) 7,3 x 10° mol L™; (b) Curva analitica.

Um estudo comparativo empregando as técnicas voltamétricas de pulso
diferencial e de onda quadrada para a quantificagdo do sildenafila em formulacdes
farmacéuticas foi realizado. Os resultados estdo mostrados na TABELA 3.10. Apesar
da voltametria de onda quadrada apresentar melhor linearidade, menor limite de
detecgao e quantificagdo, a voltametria de pulso diferencial apresentou melhor
sensibilidade, selecionando-a desta forma, para a determinagao de sildenafila nas

amostras de comerciais de Viagra®.

TABELA 3.10. Parametros investigados na DPV em comparagdo a SWV para a

determinacao de sildenafila utilizando um eletrodo de BDD

Voltametria de pulso diferencial Voltametria de onda quadrada
A Faixa Valores A Faixa Valores
Parametros . Parametros .
estudada selecionados estudada selecionados
Tempo 5-20 5 FreqUéncia 10-200 50
(ms) (Hz)
Amplitude Amplitude
(mV) 25-150 100 (mV) 10-100 30
Velocidade Incremento
(mV S-1) 5-20 10 (mV) 1-7 3
Equacgao da reta Equacao da reta
Ip/pA = 0,14 + 6,3 x 10° {[sildenafila]/mol L™} | Ip/uA = 0,53 + 3,6 x 10° {[sildenafila]/mol L™}
LD: 4,8 x 107 mol L™ LD: 4,1 x 107 mol L
LQ: 1,6 x 10° mol L LQ: 1,4 x 10° mol L
Linearidade: 7,3 x 107 = 7,3 x 10° mol L™ Linearidade: 5,0 x 107 = 1,0 x 10° mol L™
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Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para cada concentragédo de
sildenafila estdo apresentados na FIGURA 3.46(a). A curva analitica € mostrada na
FIGURA 3.46(b).
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FIGURA 3.46. (a) Voltamogramas de onda quadrada em diferentes concentracdes
de sildenafila em H,SO4 0,1 mol L™ (r = 0,9992): (1) 0; (2) 5,0 x 107; (3) 1,0 x 10°;
(4) 2,0 x 10%; (5) 4,0 x 10°; (6) 6,0 x 10°; (7) 8,0 x 10°; (8) 1,0 x 10° mol L™;
(b) Curva analitica.

3.4.3.3. Estudo de repetibilidade e reprodutibilidade

O estudo da repetibilidade foi feito em decuplicata (n = 10) para a solugéo
padrao de sildenafila 4,0 x 10° mol L. Para o estudo da reprodutibilidade foram
feitas 5 medidas de corrente em dias diferentes com solucbes diferentes de
sildenafila 4,0 x 10° mol L. Ambos os estudos foram realizados por voltametria de
pulso diferencial.

O desvio padrao relativo obtido para o estudo de repetibilidade foi de 1,1 % e

para a reprodutibilidade foi de 1,9 %.
3.4.3.4. Estudo de interferentes em potencial

O efeito de interferentes em potencial na determinacdo de sildenafila em
formulagdes farmacéuticas foi avaliado para os excipientes presentes em amostras
comerciais de Viagra®, como: fosfato de calcio dibasico, estearato de magnésio,

corante indigo carmin aluminio laca, lactose. Nesses experimentos, foi feita adigéo
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destes concomitantes a solugdo de sildenafila 1,0 x 10® mol L™ e os resultados
foram comparados com os resultados obtidos para as medidas feitas somente com a
solucao de sildenafila. Alguns destes excipientes sao insolluveis e/ou possuem baixa
solubilidade.

Dentre as substéancias investigadas, somente a lactose, em concentragdes 1/1
e 1/10 analito:concomitante, apresentou interferéncia positiva de 11,6 e 219 %,
respectivamente. A lactose mostrou-se eletroativa no eletrodo de BDD no potencial
de oxidacao do sildenafila, promovendo um aumento pronunciado em sua resposta
voltamétrica. A lactose esta presente na camada azul que reveste o comprimido
comercializado e a sua concentragao €, em geral, muito menor que a concentragao
do principio ativo (sildenafila), tornando possivel a sua determinagcdo com boa

exatiddo em amostras de Viagra® na presenca de lactose.

3.4.3.5. Teste de adicéo e recuperacéao

O estudo de adicdo e recuperacao do sildenafila nas formulacdes
farmacéuticas de interesse foi realizado, fornecendo informagdes sobre a influéncia
de possiveis interferentes existentes na matriz das amostras desse analito sobre o
procedimento proposto. Para esse estudo foram feitos experimentos em ftriplicata
para as amostras de Viagra® nas dosagens 25, 50 e 100 mg, cujos resultados sdo
mostrados na TABELA 3.11.

TABELA 3.11. Estudo de adigdo e recuperagao de sildenafila em formulagdes de
Viagra® empregando um eletrodo de BDD e voltametria de onda quadrada

sildenafila (10° mol L™

Amostras Adicionado Encontrado Recuperacdo?® (%)
1,90 1,74+ 0,01 91,5
Viagra® 25 mg 3,74 3,39 £ 0,02 91,7
5,50 5,12 £ 0,01 93,1
1,90 1,74 £ 0,03 91,5
Viagra® 50 mg 3,74 3,76 + 0,01 101
5,50 5,51 £ 0,02 100
1,90 1,88 + 0,01 99,2
Viagra® 100 mg 3,74 3,52 + 0,01 95,1
5,50 5,41 + 0,02 98,3

®média aritmética de 3 medidas/amostra.
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As recuperagoes variaram entre 91,5 % a 101 %. Estes valores obtidos
indicam que nao houve interferéncia significativa da matriz das amostras na

determinacao de sildenafila pelo procedimento analitico proposto.
3.3.2.6. Aplicacédo analitica

O método proposto foi aplicado na determinagéo de sildenafila em amostras
comerciais de Viagra® e os resultados foram comparados com aqueles obtidos
empregando-se 0 método cromatografico comparativo  descrito  por
ABD-ELBARY et al.”” (TABELA 3.12). Observa-se que os resultados obtidos
empregando-se o método proposto estdo em concordancia com os resultados
obtidos empregando-se o método comparativo.

Os resultados obtidos empregando-se ambos os métodos foram
comparados aplicando-se o teste t pareado'''. O valor de t calculado (0,9900) é
menor que o valor de t critico (4,303), indicando que o procedimento proposto possui
boa exatiddo, uma vez que nao foi observada diferenga significativa entre os
resultados obtidos empregando-se os dois métodos, a um nivel de confianga de
95%.

TABELA 3.12. Determinacéo de sildenafila em formulagdes de Viagra® de diferentes

dosagens empregando-se o procedimento voltamétrico proposto e o método

comparativo’’
sildenafila (mg/comprimido)

Amostras Comparativo? Proposto? Erro relativo® (%)
Viagra® 25 mg 25,7+0,9 26,5+0,9 3,1
Viagra® 50 mg 51,5+0,5 51,6 +0,7 0,2
Viagra® 100 mg 105,0 + 0,9 100,0 + 0,8 4,8

®média aritmética de 3 medidas/amostra;
100 x (proposto— referéncia)/referéncia.
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4. CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos neste estudo, referentes ao tratamento dos
dados experimentais e interpretacbes dos mesmos cabem aqui destacar as

principais conclusdes.
e Todos os analitos investigados, AAS, PROP, atenolol e sildenafila, oxidam-

se na superficie do eletrodo de BDD em reagdes irreversiveis, cujo transporte de

massa € controlado por difusao de espécies a superficie do eletrodo.
e Para o AAS nao houve a necessidade do pré-tratamento da superficie do

eletrodo. Enquanto para o PROP, atenolol e sildenafila fizeram-se necessario o pré-

tratamento catédico.
e O AAS foi determinado diretamente, sem a necessidade da etapa de

hidrolise alcalina, utilizando a voltametria de onda quadrada. A vantagem de se
determinar o AAS diretamente em potencial em torno de 1,95 V vs. Ag/AgCl
(KCI 3,0 mol L") empregando-se o eletrodo de BDD esta no intervalo amplo de
potencial eletroquimico de trabalho que este eletrodo apresenta (-1,5V a +2,5 V vs.
Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L"), que n&o é obtido ao utilizar o eletrodo de grafite de lapis*,

cuja determinagao necessitou da etapa de hidrdlise alcalina.
e O PROP e atenolol foram quantificados em diferentes amostras comerciais

utilizando a voltametria de onda quadrada. Para o PROP, o limite de deteccao obtido
utilizando-se o eletrodo de BDD foi maior que aquele obtido empregando-se o
eletrodo de gota pendente de mercirio®. Entretanto, ao utilizar este eletrodo a
determinacdo do PROP foi feita indiretamente, apds a nitragdo do propranolol pelo
acido nitrico. Além do mais, € interessante evitar o uso de mercurio devido a sua
toxicidade. Quando se utilizou o eletrodo de pasta de carbono em conjunto com a
voltametria de pulso diferencial adsortiva por redissolucdo anddica®’, foi necessario
um tempo para a acumulacdo do analito e a renovacado da superficie de trabalho.
Ademais, foi obtido limite de deteccdo maior que aquele obtido neste trabalho. Para
o atenolol, os procedimentos propostos na literatura empregam eletrodos modificado
e composito. O limite de detecgédo utilizando o eletrodo de BDD foi menor que aquele
obtido empregando um eletrodo de carbono vitreo modificado com fulereno e, maior
que aqueles obtidos empregando-se os eletrodos de 6xido de indio modificado com

nanoparticulas de ouro e eletrodo de grafite/resina de poliuretana. Por outro lado,
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quando se utiliza o eletrodo de BDD ndo ha necessidade de renovagao da
superficie, uma vez que neste tipo de eletrodo ha adsorcdo fraca de espécies
(reagentes ou produtos de oxidagao/redugdo), o que melhora a sua resisténcia a

desativagcao ou envenenamento de sua superficie.
e O sildenafila foi quantificado em amostras de Viagra® por voltametria de

pulso diferencial. Utilizando-se o eletrodo de BDD foi possivel obter menor limite de

1.8” usando um eletrodo de carbono

deteccdo que aquele obtido por OZKAN et a
vitreo. Entretanto, esse eletrodo era polido apés cada determinagao do analito. O LD
encontrado para o sildenafila neste trabalho de tese foi maior que aquele obtido por
BERZAS et al.?® ao utilizar um eletrodo de mercurio de gota pendente e voltametria
de redissolucido adsortiva de onda quadrada. No entanto, ambos os procedimentos

86,87

relatados na literatura empregaram solventes organicos para a determinagao do

analito, o que nao foi necessario utilizando-se o eletrodo de BDD.
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5. PERSPECTIVAS FUTURAS

O nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo métodos eletronaliticos para
a determinagdo de analitos de interesse alimenticio, ambiental, bioldgico,
farmacéutico e industrial empregando-se o eletrodo de diamante dopado com boro.
Uma proposta de investigacdo € a adaptacdo destes métodos analiticos em fluxo,
sendo que alguns destes trabalhos estdo sendo implementados. Outras
possibilidades que estdo sendo investigadas tem relacdo com adaptagdo destes
eletrodos como detectores amperométricos em cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Outra proposta de trabalho € a modificacdo da superficie do eletrodo de BDD

com polimeros, enzimas e nanoparticulas metalicas.
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