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RESUMO

ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO PARA A
DETERMINACAO VOLTAMETRICA/AMPEROMETRICA DE ANTI-
HELMINTICOS E ANTI-HIPERTENSIVOS. Neste trabalho de doutorado
desenvolveu-se, primeiramente, um método para determinagdo do anti-
helmintico albendazol (ABZ) utilizando-se voltametria de pulso diferencial
(DPV) e o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) pré-tratado
catodicamente (BDD-CPT). A curva analitica obtida apresentou resposta linear
de 0,08 a 8,36 umol L' com um LD de 0,06 umol L™'. O método foi aplicado
na determinacdo de ABZ em trés formulagdes farmacéuticas com resultados
similares aos obtidos empregando-se um método comparativo. A segunda etapa
do trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de dois procedimentos
eletroanaliticos utilizando um sistema de anélise por inje¢do em fluxo (FIA) e
deteccdo amperométrica para a determinagao individual de dois anti-helmiticos,
a ivermectina (IVM) e o levamisol (LVM), sendo empregado o BDD pré-tratado
anodicamente (BDD-APT) para o LVM e o BDD-CPT, para a IVM. As
correspondentes curvas analiticas apresentaram boas linearidades nas faixas de
concentragdes de 0,60 a 50,0 umol L™ (IVM) e 0,01 a 6,00 pumol L™ (LVM),
com LDs iguais a 0,30 pmol L™ e 1,0 nmol L', respectivamente. Estes analitos
foram determinados em amostras comerciais de formulacdes farmacéuticas e
amostras de urina sintética sendo os resultados obtidos concordantes com os
resultados obtidos empregando-se dois métodos comparativos (um para cada
analito). A frequéncia analitica para cada método foi de 48 e 56 determinagdes
por hora para IVM e LVM, respectivamente. Outro procedimento desenvolvido
foi a determinacdo simultdnea de dois anti-helminticos, LVM e sulfoxido de
albendazol (ABZ-SO), em amostras de urina sintética utilizando um sistema FIA
com deteccdo por amperometria de multiplos pulsos (MPA) empregando-se um

eletrodo de BDD-APT. O método proposto foi baseado na determinagdo direta
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do ABZ-SO e indireta da LVM. A sequéncia de aplicacdao dos pulsos em fungao
do tempo, previamente otimizada, foi, Eg; = +1,40 V / 200 ms (pulso de
potencial no qual ocorre a oxidacao apenas de ABZ-SO) e E4e, = +1,90 V /200
ms (pulso de potencial no qual ocorre a oxidacdo de ambos os anti-helminticos
ABZ-SO e LVM). As curvas analiticas obtidas apresentaram linearidades de
2,00 a 100,0 umol L' (ABZ-SO) ¢ 0,03 a 1,00 pmol L' (LVM), com LDs de
1,00 umol L™" e 6,0 nmol L™ para ABZ-SO e LVM, respectivamente. Amostras
de urina sintética dopadas com ABZ-SO e LVM em duas diferentes
concentragdes apresentaram recuperagdes de 93,3 a 100 %. O procedimento
desenvolvido mostrou-se simples, preciso e rdpido, com uma frequéncia
analitica de 53 determinagdes por hora. No ultimo procedimento desenvolveu-se
um método para a determinagdo simultdnea de hidroclorotiazida (HTZ) e o
enalapril (ENP) (anti-hipertensivos) utilizando-se um sistema FIA-MPA e o
eletrodo de BDD-CPT. O método FIA-MPA proposto também foi baseado na
determinagdo direta da HTZ e indireta do ENP. A sequéncia de aplicacdo dos
pulsos em funcao do tempo utilizada foi, Ege; = +1,50V / 150 ms (pulso de
potencial no qual ocorre a oxidacao apenas do HTZ) € Egr=+1,80V / 150 ms
(pulso de potencial no qual ocorre a oxidagao de ambos os analitos (HTZ e
ENP)). As curvas analiticas obtidas apresentaram linearidades de 0,40 a 8,00
umol L' para 0 HTZ e de 0,03 a 1,00 umol L™' para o ENP e os LDs obtidos
para HTZ e ENP foram de 0,20 pmol L™ ¢ 0,01 pumol L', respectivamente.
Foram analisadas trés amostras comerciais farmacéuticas contendo os dois
analitos e os resultados obtidos empregando-se o método FIA-FIA-MPA estao
em concordancia com aqueles obtidos empregando-se um método comparativo
(HPLC) em um nivel de confianca de 95%. O procedimento desenvolvido
mostrou-se simples e rapido, com uma frequéncia analitica de 89 determinagdes

por hora.
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ABSTRACT

BORON DOPED DIAMOND ELECTRODE FOR THE VOLTAMETRIC/
AMPEROMETRIC DETERMINATION OF ANTHELMINTIC AND
ANTIHYPERTENSIVE DRUGS. In this work it was developed, firstly, one
method for determination of anthelmintic albendazole (ABZ) using differential
pulse voltammetry (DPV) and the boron doped diamond (BDD) electrode
catholically pretreated (BDD-CPT). The corresponding analytical curve showed
linear response in the concentration range from 0.08 to 8.36 pmol L' with
detection limit (LD) of 0.06 pmol L™". The proposed method was applied in the
determination of ABZ in three pharmaceutical formulations with similar results
those obtained using a comparative method. The second part of this work it was
to develop two electroanalytical procedures using the amperometry technique
coupled to a flow injection analysis system (FIA) for the individual
determination of two anthelmintic, the ivermectin (IVM) and levamisole
(LVM), where it was used the BDD electrode anodically pretreated (BDD-APT)
for LVM and BDD-CPT for IVM. Good linear ranges were obtained for the
respective analytical curves with values of 0.60 to 50.0 umol L' for IVM and
0.01 to 6.00 pmol L™ for LVM with LD of 0.30 pmol L™ and 1.0 nmol L™,
respectively. These analytes were determined in samples of commercial
pharmaceutical formulations and synthetic urine and the results obtained are in
agreement with the results obtained using two comparative methods (one for
each analyte). The analytical frequencies for each method were 48 and 56
determinations per hour for IVM and LVM, respectively. Another procedure
was developed for simultaneous determination of two anthelmintics LVM and
albendazole sulfoxide (ABZ-SO) in synthetic urine samples using a FIA system
with multiple pulses amperometry (MPA) detection and the BDD-APT
electrode. This method was applied for directly determination of ABZ-SO and

for indirectly determination of LVM. The employed sequence of dual-potential
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waveform as a function of time, previously optimized, were Ey; =+1.40 V / ms
200 (pulse potential at which occurs only ABZ-SO oxidation) and Eg = 1.90 V
/ 200 ms (pulse potential at which the oxidation of both anthelmintic, ABZ-SO
and LVM, occurs). The analytical curves showed linearity from 2.00 to 100.0
pumol L™ (ABZ-SO) and 0.03 to 1.00 pmol L™ (LVM), with LD of 1.00 pmol
L' and 6.0 nmol L™' for ABZ-SO and LVM, respectively. Samples of synthetic
urine doped with two different concentrations of ABZ-SO and LVM presented
recoveries from 93.3 to 100%. The procedure was simple, accurate and fast,
with an analytical frequency of 53 samples per hour. In the last one procedure it
was developed a method for simultaneous determination of hydrochlorothiazide
(HTZ) and enalapril (ENP) (antihypertensives) using a FIA-MPA system and
BDD-CPT electrode. The FIA-MPA method was also proposed based on the
direct determination of HTZ and indirect of ENP. The sequence application of
the pulses as a function of time, were, Ege; = +1.50 V / ms 150 (pulse potential
at which HTZ occurs) and Eg», = +1.80 V / ms 150 (pulse potential at which
oxidation of both analytes (HTZ and ENP) occurs). The analytical curves
presented linearity from 0.40 to 8.00 pmol L ™' to HTZ and from 0.03 to 1.00
pmol L™ to HTZ and LD obtained for HTZ and ENP were 0.20 and 0.01 pumol
L', respectively. It was analysed three pharmaceutical commercial samples
containing both analytes and the results obtained using the FIA-MPA method
are in agreement with those obtained using a comparative method (HPLC) with
a confidence level of 95%. The procedure was simple and fast, with an

analytical frequency of 89 samples per hour.
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1- INTRODUCAO
1.1 — Anti-helminticos

Os helmintos s3o animais metazoarios (organismos pluricelulares)
de vida livre ou parasitas de plantas e animais, incluindo o homem. E um grupo
muito numeroso, composto de varios filos, entre os mais importantes estdo,
platelmintos, asquelmintos e nematelmintos'. Estes filos sio divididos em
classes, onde as mais importantes em relagdo as infec¢des parasitdrias sdo:
cestddeos (ténias), nematddeos (lombrigas) e vermes trematddeos (do figado).
As infecgdes por helmintos sdo controladas através da administracdo de agentes
anti-helminticos.

Estima-se que cerca de 200 milhdes de pessoas, apenas no
continente americano, estejam infectadas por algum tipo de parasita intestinal e
que milhares de ébitos ocorrem a cada ano devido a este tipo de infecgdo, sendo
também este tipo de doenga bastante comum entre os animais™.

No Brasil, a contaminag¢ao populacional por helmintos ¢ intensa,
principalmente em determinadas regides como norte e nordeste, em fungdo,
sobretudo, da deficiéncia de saneamento basico e da precaria educacdo
sanitaria™. Desta maneira, este tipo de doenca pode ser considerado um
problema de satde publica, apesar do avanco nos medicamentos
antiparasitarios®’.

Os anti-helminticos s3o medicamentos que agem expelindo os
vermes do trato gastrointestinal ou, de forma sistémica, erradicando os
helmintos adultos ou formas de desenvolvimento que invadem 6rgaos e tecidos.
Estes medicamentos sdo amplamente utilizados tanto no tratamento de seres
humanos, quanto na medicina veterinaria®.

Existem no mercado diversos produtos anti-helminticos com

diferentes tipos de acdo, podendo também ser de diferentes classes
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farmacologicas’. Os anti-helminticos estdo agrupados em duas categorias: de
amplo espectro, que atuam em praticamente todos os nematodeos, e de curto
espectro, que atuam em alguns outros géneros de helmintos®.

O controle das helmintoses com a utilizagdo de farmacos ¢ o
método mais empregado atualmente. Porém, a utilizacao indiscriminada e o uso
incorreto destes medicamentos, t€m como consequéncia a selecao de populagdes

) ) ) , 10,11
de helmintos resistentes aos diferentes farmacos

, sendo uma das alternativas
encontradas a associagdo de principios ativos'>'*. Assim, a combinagdo dos
diferentes compostos ja existentes pode ser um dos caminhos para o controle da
resisténcia anti -helmintica’.

Para evitar problemas de residuos em produtos de origem animal e
de intoxicagdo devido ao consumo diario, o Brasil, via ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), estabelece os limites maximos de residuos
(LMR) em diversos alimentos e valores maximos de ingestao diaria aceitaveis
(IDA) para estes compostos'. No entanto, os limites nacionais ainda ndo foram
definidos pelo setor de satude brasileiro, e, portanto, vem-se utilizando no Plano
Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal (Instrugao
Normativa/MAA N° 42, de 20 de dezembro de 1999), os niveis obtidos de
referéncias internacionais como, MERCOSUL, Codex Alimentarius, FDA/USA

.~ 1i 16
e Unido Européia .

1.1.1 — Albendazol (ABZ) e sulfoxido de albendazol (ABZ-SO)

O ABZ (FIGURA 1.1), ¢ um anti-helmintico pertencente a classe

dos benzimidazdis.
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FIGURA 1.1 — Estruturas quimicas dos anti-helminticos ABZ e ABZ-SO.

De acordo com VAN DEN ENDEN' o ABZ ¢ um dos mais
importantes medicamentos anti-helmintico disponivel no mercado (juntamente
com praziquantel e ivermectina) sendo de facil utilizacdo e com atividade contra
diversos helmintos. Ha também disponivel no mercado o medicamento na forma
de sulfoxido de albendazol (ABZ-SO) (metabdlito do ABZ), também chamado
de ricobendazol'®.

ABZ ¢ um anti-helmintico extensivamente metabolizado para seu
principal metabolito ativo, o ABZ-SO e depois metabolizado na sua forma
inativa, albendazol sulfona (ABZSOz)lg’zo. Devido a este extenso metabolismo,
concentracdes de ABZ em plasma sdo baixas, assim estudos farmacocinéticos
sao desenvolvidos usando-se seus principais metabolitos, ABZ-SO ¢ ABZSO,
1921

O ABZ ¢ excretado principalmente pela urina na forma de seus
principais metabolitos (ABZ-SO, ABZSO; e albendazol 2-amino sulfona)®. Os
principais residuos de ABZ ocorrem no figado e rim>.

De acordo com estudos realizados por MARRINER et al.**, um
individuo excreta, via urina, 0,88 % de todo o ABZ ingerido (400 mg de ABZ -
dose didria recomendada para um individuo) na forma de ABZ-SO. Assim,
considerando-se estes valores em concentragdo (utilizando a massa molar da
ABZ = 265,34 g mol™") e considerando esta ingestdo em um litro de urina, este
individuo deve excretar 1,51 mmol L™' de ABZ, sendo 13,3 pmol L™ excretado

pela urina na forma de ABZ-SO.
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Enquanto ABZ possui um efeito terapéutico, alguns estudos
farmacocinéticos indicam que ABZ-SO ¢ responsavel tanto pelo efeito anti-
helmintico quanto pelos efeitos toxicos™.

Os anti-helminticos, geralmente, apresentam baixa toxicidade, no
entanto, alguns estudos relatam a observagdo de mal formacdo congénita
resultante da administracdo de ABZ durante a gestagdo em ovelhas, porém o uso
de ABZ durante a gravidez nio ¢ contra-indicado para o gado™*. Em
contrapartida, a seguranca em expor, a essas substincias, as criangas menores de
um ano de idade, durante a gravidez e lactagio tem sido questionada™.

Para evitar problemas, a legislagdo do MERCOSUL, estabelece
valores de IDA de 0 —50 pg kg' " (peso corporeo do individuo) para os
residuos de ABZ (ABZ-SO e ABZSO,) em alimentos de origem animal.

A determinacdo de ABZ em diversas matrizes biologicas requer a
determinagdo simultdnea deste com seus metabolitos, ou apenas de seus
metabolitos, considerando que, estes sdo os principais componentes encontrados
apds sua ingestao.

Diversos métodos analiticos para determinagdao individual ou
simultanea de ABZ e seus metabdlitos sdo descritos na literatura, como por
exemplo métodos espectrofotométricos” e cromatograficos™ . Além disso,
muitos destes métodos cromatograficos foram desenvolvidos para a
determinagdo de ABZ e seus metabdlitos em diferentes matrizes, tais como,

282934 - 35 1 .. 36 ~ A3
“" urina™, leite™, formulagdes farmacéuticas !

tecidos biologicos™, plasma
entre outros. Porém, poucos métodos sao descritos na literatura para a
determinagio de ABZ utilizando técnicas eletroquimicas®*' e nenhum trabalho
descrevendo a determinagdao de ABZ-SO empregando-se técnicas eletroquimica
foi descrito.

MSAGATI e NGILA®*® desenvolveram um método eletroanalitico

para a determinacdo de anti-helminticos da classe dos benzimidazoéis utilizando

um eletrodo rotativo de carbono vitreo modificado com poli (3-metil-tiofeno).
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Para ABZ, o LD obtido utilizando-se voltametria de onda quadrada (SWV) foi
de 0,33 pumol L', com uma faixa de concentragdo linear de 3,9 a
29,3 umol L.

DE OLIVEIRA e¢ STRADIOTTO™ desenvolveram um método
voltamétrico para a determinacdo de ABZ em formulagdes farmacéuticas
utilizando voltametria de varredura linear (LSV), SWV, voltametria de pulso
diferencial (DPV) e um eletrodo de carbono vitreo (GC) como eletrodo de
trabalho. Os limites de deteccdo, utilizando estas técnicas voltamétricas, foram
de 0,30, 0,62, ¢ 0,40 pmol L, respectivamente.

ABU ZUHRI et al.*' determinaram ABZ utilizando DPV e
redissolucdo catddica em eletrodo gotejante de mercurio, utilizando o pico de
reducdo do complexo de ABZ-Cu(Il) em —0,28 V (vs. SCE), apés acimulo do
complexo no eletrodo em 0,00 V por 180 s. A curva analitica foi linear de 0,03

a 0,90 pmol L' e o LD obtido foi de 0,01 pmol L.

1.1.2 — Ivermectina (IVM)

Na metade da década de 70 foi descoberto um novo grupo de
medicamento, que passou a ser comercializado no Brasil a partir de 1981,
conhecido como lactonas macrociclicas, compreendendo as avermectinas e
milbemicinas, caracterizadas pela possibilidade de utilizagdo em diversas
espécies de animais e pela elevada eficacia contra artropodes e nematodeos ™.

Na FIGURA 1.2 ¢ apresentada a estrutura quimica da IVM, um
anti-helmintico representante da classe das avermectinas, sendo este uma
mistura de dois homoélogos de no minimo 80% da avermectina 22,23-
dihidroavermectina B;, ¢ de no maximo 20% da avermectina 22,23-
dihidroavermectina By, s

Este agente antiparasitario ¢ um dos mais frequentemente utilizados

no tratamento de vérias infeccdes de nematdides e artropodes que infectam
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animais, bem como seres humanos, devido ao seu amplo espectro de atividade,
. 44,45
elevada eficacia e ampla margem de seguranca™ .

Outras aplicagdes da IVM na satide humana incluem o tratamento

: : N s : 46
da sarna, piolhos e infecgdes parasitarias em pacientes com AIDS™.

FIGURA 1.2 — Estrutura quimica da [VM.

Nos ultimos anos, tem sido relatado na literatura médica
intoxicacao do sistema nervoso central em seres humanos por avermectinas.
Estado mental alterado, hipotensao e insuficiéncia respiratoria sdo alguns
sintomas de envenenamento grave em seres humanos causadas por doses mais
elevadas de avermectinas quando penetram na barreira hemato-encefalica®”*.

A fim de evitar problemas de intoxicagdo, a legislagdo do

MERCOSUL, por exemplo, estabelece a quantidade de ingestdo diaria aceitavel

(IDA) de 0 a 1,0 mg kg™' por peso corporeo”’.
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Estudos farmacocinéticos demostram que a IVM ¢ sistemicamente
absorvida depois da administragdo oral ou subcutidnea, porém ¢ melhor
absorvida quando administrada por via subcutinea®".

A partir de estudos com IVM radiomarcada em bovinos, ovinos,
suinos e ratos, verificou-se que a IVM ¢ essencialmente excretada pelas fezes e
apenas porcentagens de 0,5 a 2,0 % sdo excretadas pela urina®"*.

Em humanos, a ivermectina excretada, via urina, ¢ de no maximo
2% de toda IVM ingerida. A dose didria recomendada para um individuo ¢ de

45,51 :
~", sendo assim, uma pessoa com 70

200 pg de IVM por kg de peso corporeo
kg pode ingerir uma dose de 14,0 mg de IVM por dia. Transformando-se estes
valores em concentragdo (utilizando a massa molar da IVM = 875,10 g mol™') e
considerando esta ingestdo em um litro de urina, este individuo deve excretar
16,0 umol L™"'de IVM, sendo 0,32 umol L' via urindria.

Muitos métodos cromatograficos foram desenvolvidos nos ultimos
anos para a determinacdo de ivermectina em diferentes matrizes, tais como

53,54

. . 52 . 54 55 ~ A gt 56
tecidos bovinos’, leite’”", soro”", plasma™, formulagdes farmacéuticas™ entre

46,57,58

outros No entanto, ndo foram encontrados na literatura relatos sobre o

desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinacao de IVM.

1.1.3 — Levamisol (LVM)

Em 1966, o LVM foi identificado como a fragdo levogira do
farmaco ja existente, o tretramisol, € o responsavel pela eficacia do produto,
sendo atualmente comercializado nas formas de cloridrato e fosfato”.

O LVM (FIGURA 1.3) ¢ um anti-helmintico de amplo espectro
utilizado em bovinos, ovinos, caprinos, suinos, aves ¢ seres humanos bem como
em outras indica¢des, incluindo, em seres humanos, terapia adjuvante em
tratamento do cancer e¢ seu uso também tem sido focado em seus efeitos

imunomoduladores®. Recentemente LVM também tem sido identificado como
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61,62

um adulterante da cocaina’ ", pois potencializa os efeitos produzidos sobre a

estimulagdo do sistema nervoso central.

N
Ay

FIGURA 1.3 — Estrutura quimica do LVM.

Efeitos adversos na saude, tais como, agranulocitose, vasculite

63.64 _x , . .
", sao reportados apds a administragdo oral deste

cutinea e leucoencefalopatia
farmaco.

Embora sejam utilizados na industria de aves, os EUA
regulamentam o nivel de tolerdncia nos tecidos comestiveis (0,1 pg g ') apenas
para bovinos, ovinos, caprinos ¢ suinos. Alguns paises proibem seu uso em
espécies lactantes. No entanto, alguns estudos mostraram que hd um aumento na
producdo de leite devido ao tratamento com este anti-helmintico, sendo assim,
este é muitas vezes utilizado de forma indiscriminada®. No Brasil, a legislagdo
do MERCOSUL regulamenta para o LVM uma IDA de 0 — 1,0 pg kg ™' por
unidade de peso corpéreo do individuo".

Héa poucos relatos publicados sobre a farmacologia clinica de
levamisol e seus metabdlitos em seres humanos. Embora o LVM seja
extensivamente metabolizado in vivo, os unicos metabolitos confirmados em
urina humana sio p-hidroxilevamisole e seu metabélito glucoronido®.

O LVM pode ser administrado via oral, subcutanea ou transcutdnea
tendo absor¢do rdpida em todas as formas de administragdo. O LVM ¢
parcialmente metabolizado no figado e a eliminagdo se da pelas fezes, leite e

principalmente pela urina, sendo que apenas 5% ¢ excretado na urina de forma

~ . 6
ndo modificada®’.
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A dose padrao diaria comum em humanos, 150 mg, ¢ dada em um
dose unica ou em doses divididas, correspondentes a 2,5 mg por kg de peso
corporeo do individuo®.

Considerando-se que um individuo excreta de forma ndo
modificada, via urina, no maximo 5%% de todo LVM ingerido e que a dose
diaria recomendada para um individuo é de 150 mg®, calculando-se estes
valores em concentracdo (utilizando a massa molar da LVM = 240,75 g mol™' ) e
considerando esta ingestdo em um litro de urina, este individuo deve excretar
0,62 mmol L™ de LVM, sendo que 31,2 umol L™ ¢é via urindria.

Diversos métodos tém sido propostos na literatura para a
determinagdo de LVM. Estes métodos incluem principalmente cromatografia

626970 Entretanto, nenhum método

liquida acoplada com diferentes detectores
simultineo para LVM e ABZ-SO (principalmente metabdlito do ABZ
encontrado em urina) € descrito na literatura utilizando técnicas eletroquimicas.
Além disso, para a determinagdo individual de LVM, ha poucos métodos
eletroanaliticos ja propostos, sendo de nosso conhecimento, apenas dois.

HOLBROOK et al.”' determinaram cloridrato de tetramisol em
extratos de tecidos animais utilizando polarografia. Neste trabalho os autores
observaram dois picos de redu¢do da molécula, porém esta foi quantificada em
apenas um dos potenciais (1,50 V) e o composto pdde ser medido em
concentragio minima de 0,001 pg mL™' (0,004 pmol L™).

SADEGHI et al.” desenvolveram um sensor potenciométrico
baseado num polimero com impressdo molecular para o reconhecimento e
determinagdo de cloridrato de levamisol. As caracteristicas do sensor proposto
foram avaliadas utilizando o potencial de resposta do cloridrato de levamisol, no

intervalo de atividade de 2,5 pmol L™' — 100 mmol L™, com uma resposta quase

Nernstiana de 57,0 mV / década e um LD de 1,0 pmol L.
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1.2 — Anti-hipertensivos

Hipertensdo arterial, usualmente chamada de pressdo alta, ¢ uma
condi¢do definida por elevagdo do valor da pressdo arterial sistdlica acima de
140 mmHg (milimetros de mercurio) ou da pressao diastolica acima de 90
mmHg. A pressdo pode se elevar por varios motivos, mas, principalmente,
porque 0s vasos nos quais o sangue circula se contraem’”.

A hipertensdo arterial pode atacar os vasos sanguineos, coracao,
rins e cérebro sendo um dos mais importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, cerebrovasculares e renais’”.

E uma doenga com alta prevaléncia na populagdo brasileira e
mundial, com elevado custo econdmico-social, principalmente em decorréncia
das suas complicacdes .

De acordo com dados do ministério da saude, em 2006 no Brasil,
cerca de 17 milhdes de pessoas eram portadores de hipertensao arterial, 35% da
populagdo com 40 anos ou mais. Esse nimero ¢ bastante crescente, sendo seu
aparecimento cada vez mais precoce com uma estimativa de que cerca de 4%
das criangas e adolescentes também sejam portadoras’.

Existem, basicamente, duas abordagens terapéuticas para a
hipertensdo arterial: o tratamento baseado em modificacdes do estilo de vida,
como incentivo as atividades fisicas e alimenta¢do saudavel, e o tratamento
medicamentoso, utilizando-se, neste caso, os agentes anti—hipertensivos73 .

Com base em diversos estudos que mostram que em cerca de dois
ter¢os dos casos de hipertensao a monoterapia nao foi suficiente para atingir as
reducdes de pressao previstas, hd uma tendéncia atual para a introdugdo da
terapéutica combinada de anti-hipertensivos como medida medicamentosa.
Assim, a associagdo de medicamentos pode, através de efeitos sinérgicos ¢

aditivos, atingir mais rapidamente o objetivo do tratamento’.
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Medicamentos contendo os principios ativos, enalapril (ENP) e
hidroclorotiazida (HTZ) em associacdes, tém sido bastante comercializado para

~ . 176
o tratamento do controle da pressao arterial .

1.2.1 — Enalapril (ENP) e hidroclorotiazida (HTZ)

O ENP (FIGURA 1.4) ¢ classificado, dentro dos anti-hipertensivos,
como um inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA), a inibi¢do da
ECA resulta em um nivel plasmatico diminuido de angiotensina II, e como
consequéncia, leva a uma diminui¢do da atividade vasopressora e diminui¢do da
secrecao da aldosterona o que pode resultar em discreto aumento nos niveis
séricos do potassio’ .

E um monoetilester e derivado de dois aminoacidos, a L-alanina e a
L-prolina, precisando ser hidrolisado no figado para a producdo do enalaprilato
(forma ativa). Portanto, ¢ considerado uma pro-droga, com rapida absorcao e
boa biodisponibilidade ”’. O ENP ¢ administrado na forma do sal, maleato de
enalapril.

0 0
A~ NH AN
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O

FIGURA 1.4 — Estrutura quimica do ENP.

Seu comportamento farmacocinético ¢ linear, no qual hd um
aumento da concentragdo sérica proporcionalmente ao aumento da dose
administrada. A excrecdo do ENP ¢ renal, com uma fracdo de 40% da dose

eliminada na urina como enalaprilato, e o restante como enalapril intacto’””"".
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O ENP parece ser bem tolerado, porém apresenta alguns efeitos
adversos. Os efeitos adversos mais comuns associados com o uso de enalapril
sdao dor de cabeca, tonturas, fadiga, diarréia, nduseas, erupgdes cutaneas, tosse €
hipotensao, nos casos mais raros hd a ocorréncia de angioedema, hipercalemia,
ou insuficiéncia renal aguda’.

A HTZ ¢ um dos tipos de diurético da classe dos tiazidicos, a
FIGURA 1.5 apresenta a estrutura quimica deste composto. Os diuréticos sao
substancias que aumentam o fluxo urindrio e atuam na redugdo da capacidade
tubular de reabsor¢do de sodio e dgua. Possuem amplas indicagdes no
tratamento de doencas como edema renal, hepatico e cardiaco e também na

. ~ . e A . . . . ., . A - 80
hipertensao arterial sistémica, hipercalcemia e diabetes insipido nefrogénico .
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FIGURA 1.5 — Estrutura quimica da HTZ.

E bastante eficaz via administragcdo oral, sendo bem absorvida pelo
trato gastrintestinal e excretada, principalmente, via excrecdo renal pela urina
.~ 8l
sem sofrer metabolizacao® .
A HTZ apresenta como principais efeitos adversos o resultado de
suas acgoOes renais, como a redu¢do de potassio plasmatico, o que pode induzir
. . . 76 . . ey ~ rq:
arritmias ventriculares ™. Outros efeitos indesejaveis sdo a alcalose metabolica, o
aumento dos niveis plasmaticos de acido urico e a hiperglicemia, devendo por
- 82 81
1sso, ser usado com cautela™ °'.
Dentro deste contexto, ¢ importante e de interesse o

desenvolvimento de técnicas que sejam cada vez mais sensiveis na determinacao

destes compostos, porém, a maioria dos procedimentos descritos na literatura
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para estes compostos, emprega técnicas cromatograficas, que sdo técnicas com
uma instrumentacdo relativamente cara, nas quais, também podem ser
necessarios longos tempos de andlise e tratamento das amostras.

Os métodos eletroanaliticos sao bem menos empregados neste tipo
de determinagdo, no entanto, estes podem apresentar algumas vantagens frente
aos métodos cromatograficos, como, por exemplo, menor consumo de reagentes,
menor tempo de andlise e instrumentagdo de menor custo. Alguns trabalhos
envolvendo métodos eletroquimicos para a determinacdo individual destes
compostos sdo encontrados na literatura. No caso do ENP, apenas um trabalho
envolvendo a determinagao eletroquimica ¢ descrito.

GUSAKOVA ¢ IVANOVSKAYA® desenvolveram um método
para a determinacdo de ENP em amostras biologicas utilizando voltametria de
redissolucdo anddica e um eletrodo de filme de mercurio. Neste método, os
autores realizaram uma pré-concentracdo do ENP em potencial de —1,3 V em
meio de KC1 1,0 mmol L™" durante 5 min. Apds esta etapa de pré-concentragio,
ao realizar a varredura (de —1,20 V a —0,20 V), obteve-se um pico de oxidagao
proximo a —0,9 V. Uma faixa linear foi obtida nas concentracdes de 2,6 pmol
L' —2,6 mmol L',

KARIMI-MALEH et al® desenvolveram um  método
eletroanalitico para a determinacdo de HTZ em formulagdes farmacéuticas e
urina, empregando-se um eletrodo de pasta de carbono modificado com &cido
ferrocenodicarboxilico e a técnica de voltametria de onda quadrada (SWV).
Foram obtidas duas faixas lineares nas concentragdes de 0,08 — 5,80 pmol L'e
5,80 — 500 umol L™, com um LD de 0,037 umol L

RAZAK® utilizou um eletrodo de carbono vitreo, juntamente com a
técnica de DPV para a determinacao de HTZ em amostras farmacéuticas e urina.
A faixa linear de concentracdo obtida neste trabalho foi de 24 —320 ng mL™'
com limites de detecdo de 5,0 ng mL™" (16,8 nmol L") para solucdes padrdes e

de 14,0 ng mL™" para urina.
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O estudo do comportamento eletroquimico e a determinacdo de
HTZ em amostras de urina ¢ formulacdes farmacéuticas sobre um eletrodo de
carbono vitreo, modificado com nanotubos de carbono, utilizando a voltametria
de redissolugdo anoddica em circuito aberto, foi descrita por REZAEI e
DAMIRI*. Sob as condicdes empregadas foram obtidas duas faixas lineares de
concentracdo: 2,0 — 20,0 nmol L™ ¢ 0,2 — 100,0 pmol L' com LD de 0,8 nmol
L™

Dentre os trabalhos encontrados na literatura para a determinagao
simultanea de ENP e HTZ em diversas matrizes, a grande maioria emprega os

. . 87-90
métodos cromatograficos™ .

1.3 — Métodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos compreendem um grupo de métodos
analiticos baseados nas propriedades elétricas de um analito em solucdo. Dentre
estes, se encontram os métodos voltamétricos, que se baseiam na medida da
corrente em funcao do potencial, em uma célula eletroquimica sob condi¢des de
polarizagdo, na qual a velocidade de reacdao (oxidacdo ou reducdo) da espécie
analisada ¢ limitada pela velocidade de transferéncia de massa e de carga entre a
espécie de interesse e a superficie do eletrodo’’.

Os diferentes tipos de voltametria podem empregar diversos tipos
de sinais de excitacdo em forma de onda, sendo a mais simples delas a LSV, a
qual o potencial varia linearmente entre um valor maximo e um valor minimo.

Dentre as técnicas voltamétricas, a CV ¢ bastante aplicada como
ferramenta de diagnoéstico para fornecer informagdes acerca do mecanismo de
reagoes redox.

Ja as SWV e DPV sdo técnicas com aplicagdes de pulsos de
potencial que possibilitam a aquisicdo de dados com sensibilidade comparével

aquelas obtidas com o emprego de técnicas cromatograficas com detec¢do por
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espectrofotometria de absorcao no ultravioleta, por isso, sdo as técnicas mais

J . ~ . . . . . 91
utilizadas nas quantificagdes de diversos analitos nas mais diversas matrizes .

1.3.1 — Amperometria de multiplos pulsos e sistema de analise por

injecao em fluxo (FIA-MPA)

A andlise por injecdo em fluxo (FIA) tem apresentado diversas
vantagens, tais como, baixo custo dos componentes do sistema, elevada
frequéncia de amostragem, possibilidade de automatizagdo, consumo reduzido
de reagentes e amostras e, consequentemente, reducao na geracao de residuos.

Dentro deste contexto, o sistema FIA pode ser facilmente associado
a detecgdo amperométrica convencial apresentando algumas vantagens em
comparagdo aos métodos voltamétricos convencionais considerando que pode
ser mais sensivel e apresentar menores efeitos de contaminagdo da superficie do
eletrodo de trabalho, uma vez que o tempo de contato da amostra e dos produtos
do processo redox com o eletrodo ¢ muito menor do que em processos
estacionarios e, além disso, a presenca de corrente capacitiva € negligenciavel, o
que favorece a deteccio de baixas concentracdes’”.

No entanto, a deteccdo amperométrica convencional apresenta uma
limitagdo que ¢ a dificuldade da determinacdo simultdnea de compostos
eletroativos com potenciais redox distintos’, este problema pode ser contornado
utilizando-se dois eletrodos de trabalho, porém nesse caso ¢ necessario a
utilizacdo de um bipotenciostato ou multipotenciostatos para controlar o
potencial de cada eletrodo de trabalho, aumentando a complexidade da analise e
consequentemente o custo da instrumentagao.

Assim, uma alternativa para a resolu¢do deste problema, em
questdoes de custos, seria a utilizacdo da amperometria no modo pulsado

utilizando um simples potenciostato.
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Na amperometria de modo pulsado os pulsos de potenciais sdo
aplicados ao eletrodo de trabalho, sequencialmente ¢ continuamente, em fungao
do tempo. Esta técnica amperométrica no modo pulsado ¢ disponibilizada em
diversos potenciostatos comerciais.

No potenciostato comercializado pela empresa Metrohm - Eco
Chemie, a técnica ¢ disponibilizada pelo software que controla este
potenciostato (software GPES). Este software permite a aplicacdo de até 10
pulsos de potenciais com a possibilidade de aquisi¢ao da corrente em funcao do
tempo em cada pulso de potencial (o que corresponde a aquisi¢do de 10
amperogramas distintos “simultaneamente™), essa técnica ¢ conhecida como
amperometria de multiplos pulsos (MPA)”.

Assim, os trabalhos descritos na literatura que aplicam a deteccao
MPA acoplada ao sistema FIA apresentam como vantagem a possibilidade de
aplicacdo de dois ou mais pulsos de potenciais nos quais, um pulso ¢ utilizado
para a deteccdo do analito e os outros pulsos sdo utilizados para realizar a
limpeza e/ou ativacao da superficie do eletrodo de trabalho no transcorrer do
experimento, ¢ ainda a possibilidade de deteccao simultanea de diversos analitos
de forma direta ou indireta, com a vantagem de nio necessitar de tratamento
prévio da amostra ou até mesmo, tratamentos quimiométricos dos resultados
obtidos™.

Além das vantagens apresentadas pela técnica FIA-MPA, a
utilizacao do eletrodo de BDD, via de regra, elimina a necessidade da utilizagao
de um potencial para a limpeza do eletrodo, uma vez que uma das caracteristicas
deste eletrodo ¢ a baixa adsor¢ao.

Sendo assim, observa-se que a deteccio MPA associada a um
sistema FIA ¢ extremamente interessante para o desenvolvimento de
procedimentos eletroanaliticos para a andlise individual ou simultinea de

compostos eletroativos, direta ou indiretamente.
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1.4 — Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

O diamante, por ser naturalmente um isolante, ndo fornece
requisitos necessarios para sua utilizacdo em eletroquimica. Além disso, o
diamante que ¢ de dificil acesso natural, apresentava como desvantagem
condi¢des de sintese drasticas como altas temperaturas e altas pressdes, sendo
assim, n3o era viavel o uso deste material como material eletrodico’”.

Com a melhora na tecnologia para a fabricacdo de filmes de
diamante a partir da fase vapor, métodos efetivos para o crescimento de filmes
de diamante sintético comecaram a ser desenvolvidos. Utilizando a dopagem do
diamante com boro, filmes semicondutores comecgaram a ser fabricados, o que
fez aumentar a procura por este material para fins eletroquimicos”™ .

POFERL et al.”’, em 1973, foram os primeiros a crescer BDD a
baixas pressoes, empregando a técnica de CVD (deposi¢ao quimica a partir da
fase vapor), a partir da mistura B,Hs/CH,, usando graos de diamante natural
como substrato.

Os celetrodos de BDD possuem um numero importante de
propriedades eletroquimicas distinguiveis das de outros eletrodos a base de
carbono comumente utilizados, tais como o carbono vitreo, o grafite pirolitico e
a pasta de carbono. Algumas dessas propriedades sio’": a) estabilidades a
corrosdo em meios muito agressivos; b) baixa e estavel corrente de fundo; c)
estabilidade de resposta em longo prazo; d) fraca adsorcao e; e) larga janela de
potencial em meio aquoso e nado-aquoso. Neste eletrodo, a reacdo de
desprendimento de hidrogénio comeca em —1,5 V e a de desprendimento de
oxigénio em +2,3 V vs. Ag/AgCl (KC1 3 mol L™") em solucdo de 4cido sulférico
0,5mol L™".

Em fun¢do dessas propriedades unicas, o eletrodo de BDD esta

sendo cada vez mais utilizado no desenvolvimento de procedimentos
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norganicos , nas mais diversas matrizes

De acordo com muitos autores, as superficies dos filmes de BDD
recém-preparadas sdo terminadas em hidrogénio, entretanto, esta terminagao
pode ser facilmente mudada para oxigénio, por exposicdo da superficie a um
plasma de oxigénio ou a uma solugdo de acido forte em ebuli¢do ou ainda
usando-se polarizagdes anddicas. Por outro lado, para se obter novamante o
eletrodo de BDD com terminagdes superficiais em hidrogénio, pode-se realizar
uma polarizagdo catodica, por exemplo. Assim, € possivel que se tenha eletrodos
de BDD com terminagdes superficiais preferencialmente em hidrogénio ou em

grupos contendo oxigénio, sendo estas superficies hidrofébicas ou hidrofilicas,

como ilustrado na FIGURA 1.6.

Pré - tratamento Catodico Pré - tratamento Anoédico

BDD BDD
Hidrofobica Hidrofilica

FIGURA 1.6 — Esquema ilustrativo das diferentes terminagdes superficiais dos

eletrodos de BDD.

YAGI et al.'""” ¢ GRANGER e SWAIN'", foram os primeiros a
relatarem a influéncia da terminagdo superficial do eletrodo de BDD em seu

comportamento eletroquimico.
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No trabalho descrito por YAGI et al.''’ foram comparados os
comportamentos eletroquimicos de eletrodos de BDD sem tratamento (como
preparado) e com tratamento em plasma de oxigénio. Observou-se que a
superficie do eletrodo que ¢ hidrofébico antes do tratamento (terminagcdo em
hidrogénio), torna-se hidrofilica apos o tratamento.

De acordo com os autores, houve mudanga no comportamento
eletroquimico de diferentes pares redox apds o tratamento, a transferéncia de
elétrons dos pares redox Fe(CN)637/4feIrCl627/37 tornou-se mais lenta para o

3+/2+

eletrodo tratado, enquanto que, para o par redox Fe’ " a transferéncia de

elétrons foi acelerada e ainda, para os pares Ru(NH;)s'"** e Co(en);’"*" ndo
houve mudanga no comportamento eletroquimico. Os resultados obtidos
indicam, segundo os autores, que hd uma diminuicdo na velocidade de
transferéncia de carga para espécies com cargas negativas quando se utiliza o
eletrodo de BDD tratado com plasma de oxigénio (com terminacdes superficiais
em O).

SUFFREDINI et al.'"? utilizando um eletrodo de BDD, estudaram o
comportamento da sua resposta eletroquimica apds um pré-tratamento catddico
(3,0 V por 30 min em solu¢io de H,SO4 0,50 mol L") da superficie. Os
resultados destas investigacdes demonstraram que a resposta eletroquimica do
eletrodo de BDD ¢ extremamente afetada pelo tipo de pré-tratamento aplicado a
superficie deste eletrodo, sendo que, esse tratamento catddico promoveu o
aumento da atividade eletroquimica do eletrodo. Medidas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica dos eletrodos pré-tratados anddica e catodicamente
confirmaram as diferencas experimentais observadas e salientadas
anteriormente. Ademais, segundo os autores, os resultados obtidos sugerem que
ocorre uma transformac¢do interna do filme de BDD ou, mais provavelmente, a
presenca de uma camada ativa responsavel pelo comportamento observado.

Em um trabalho realizado por TERASHIMA et al.'”® o eletrodo de

BDD pré-tratado anodicamente apresentou voltamogramas bem definidos para
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compostos contendo enxofre, os quais sdo dificeis de oxidar em outros tipos de
eletrodos, incluindo o BDD com terminacdo em hidrogénio. Os autores
acreditam que os grupos funcionais oxigenados da superficie do BDD facilitam
a atracdo eletrostatica entre a superficie oxigenada e as moléculas carregadas
positivamente enquanto que os radicais OH adsorvidos, gerados a partir da
descarga de agua, facilitam a transferéncia de oxigénio para o enxofre na
molécula.

Adicionalmente, em trabalho realizado por CHAILAPAKUL et
al.'"", o eletrodo de BDD com terminagdes em grupos oxigenados também
apresentaram bons resultados na determina¢ao de homocisteina, enquanto que,
os eletrodos de BDD com terminac¢des em hidrogénio ndo apresentaram sinal de
oxidagdo para 0 mesmo composto.

Em contrapartida, MEDEIROS et al.'" relataram que apds a
realizagdo de um pré-tratamento catodico (500 mA cm > por 180 s em solucdo
de H,SO, 0,50 mol L_l) os corantes tartrazina e amarelo crepusculo
apresentaram uma melhora significativa da resposta eletroquimica quando
comparada ao eletrodo pré-tratados anodicamente (superficie oxigenada).

Em outros trabalhos realizados em nosso grupo de pesquisa,
eletrodos de BDD pré-tratados catodicamente, também apresentaram melhores
desempenhos com relagdo aos BDD pré-tratados anodicamente na determinacao

99,116,11 . 118
6176 antioxidantes''®,

de diversos farmacos

Assim, como discutido e demonstrado por diversos autores, o
comportamento eletroquimico do eletrodo de BDD ¢ extremamente dependente
das terminacdes superficiais do eletrodo, podendo estas tanto facilitar quanto
inibir diferentes tipos de reacdo quimica sobre a superficie do eletrodo de BDD,
porém nada ainda foi concluido com relag@o a interagdo analito — superficie do

eletrodo.
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2 - OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho de doutorado foi o desenvolvimento
de procedimentos eletroanaliticos para a determinacdo simultanea e/ou
individual dos anti-helminticos, albendazol, albendazol sulfoxido, ivermectina e
levamisol e dos anti-hipertensivos, hidroclorotiazida e enalapril, empregando-se
a técnica voltamétrica de pulso diferencial e amperométrica de multiplos pulsos
acoplada a um sistema FIA e o eletrodo de BDD como eletrodo de trabalho.

O objetivo especifico foi a avaliagdo do comportamento
eletroquimico de todos os analitos estudados sobre o eletrodo de BDD apos a

realizacdo de diferentes pré-tratamentos eletroquimicos neste.
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3 — PARTE EXPERIMENTAL

3.1 — Instrumentacio

As medidas eletroquimicas foram executadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 12 ou pAutolab do tipo III (Eco
Chemie) interfaciados a microcomputadores e gerenciados pelo programa
computacional GPES 4.9.

As balangas analiticas utilizadas para as pesagens foram, Shimadzu
(modelo AUW220D) e Mettler (modelo H10).

O banho de ultrassom utilizado foi um UNIQUE, modelo
Ultraclean 1400 A.

Para as medidas de pH e nas titulagdes potenciométricas, utilizou-se
um pHmetro Orion, modelo EA 940.

Na titulag@o potenciométrica foi utilizada uma bureta automatica da
Schott Gerate, modelo T80/20.

O espectrofotometro utilizado para o método comparativo foi o da
Shimadzu, modelo 2550.

As medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo
modelo LC-10AT Shimadzu com detector de UV-VIS modelo SPD-M10AVP,
coluna C;g Shim-Pack CLC-ODS (4,6 x 150 mm, 5 pm) e um injetor manual

com al¢a de amostragem de 50 ou 20 pL.

3.1.1 — Eletrodos

O eletrodo de referéncia utilizado em todas as medidas
voltamétricas foi o eletrodo Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L™"). Para as medidas
amperométricas foi utilizado o eletrodo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L™

miniaturizado construido como descrito por PEDROTTI et al.'”.
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O eletrodo auxiliar empregado nas medidas voltamétricas foi uma
placa de platina de 1,0 cm de largura e 1,0 cm de comprimento fixada em um
tubo de vidro contendo um fio de cobre. Nas medidas amperométricas foi
utilizado um tubo de aco inox acoplado na saida da célula eletroquimica com
configuracao mista (wall-jet/camada delgada).

Os eletrodos de trabalho utilizados para os estudos eletroanaliticos
foram de BDD (FIGURA 3.1) com areas de
0,56 cm’, nas determinagdes voltamétricas ¢ 0,33 cm’, nas medidas
amperométricas (MPA) realizadas com sistema FIA. Os eletrodos de BDD
foram fabricados pelo Adamant Technologies na Sui¢a, com um teor de boro de
8000 ppm.

O eletrodo de BDD utilizado nas medidas amperométricas era
inserido em um adaptador especial (tarugo) de tal forma que estivesse
firmemente preso por meio de um anel (o0-ring) de borracha, resultando em uma
area geométrica de 0,33 cm’, similar a 4rea exposta na célula eletroquimica com
configura¢ao mista. O contato elétrico foi estabelecido por uma placa de cobre
pelo lado do substrato recoberto por uma fina camada de ouro. Na FIGURA 3.1
sao mostradas as fotografias do eletrodo de BDD utilizado nas medidas
voltamétricas e o adaptador para o eletrodo de BDD utilizado nas medidas
amperométricas. Essa configuracdo especial foi necessaria porque o eletrodo de
BDD precisava ser removido e posteriormente inserido na célula eletroquimica

mista para as determinacdes amperométricas em fluxo.
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FIGURA 3.1 — (A) Fotografia do eletrodo de BDD com area de 0,56 cm’,
utilizado nas medidas voltamétricas. (B) Adaptador para o eletrodo de BDD com

area geométrica de 0,33 cm’ utilizado nas medidas amperométricas.

3.1.2 — Células eletroquimicas

Os experimentos voltamétricos foram realizados em uma célula de
compartimento Gnico de 15 mL, confeccionada em vidro Pyrex” e equipada com
uma tampa de Teflon”, contendo orificios para o posicionamento dos eletrodos
de trabalho, referéncia e auxiliar. Uma aliquota de 10 mL de eletrélito suporte
foi sempre adicionada para a realizagdo das medidas voltamétricas.

Outra c¢lula eletroquimica com volume de 50 mL foi utilizada
apenas para a realizagdo dos pré-tratamentos anodicos e catddicos no eletrodo de
BDD (com a utilizagdo do adaptador mostrado na FIGURA 3.1) que era inserido
na célula eletroquimica com configuragio mista para as medidas

amperométricas em fluxo.
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3.1.2.1 — Células eletroquimicas para medidas amperométricas

Para a realizagdo das medidas amperométricas acoplada a um
sistema FIA foi construida uma célula com configuragio mista entre a
configuracao wall-jet ¢ a configuracao camada delgada. Este modelo de célula
wall-jet/camada delgada, foi uma adaptacao feita pelo Prof. Dr. Leonardo
Santos Andrade (UFG), baseando-se em um modelo proposto pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Lucio Angnes (USP-SP)"*. Na FIGURA 3.2 sio
apresentadas as fotografias das partes necessarias para a confeccdo do detector

eletroquimico ¢ na FIGURA 3.3 apresenta-se o detector eletroquimico montado.

FIGURA 3.2 — Fotografia das partes necessarias para a confeccdo e montagem
da célula eletroquimica para analises em fluxo: (A) Haste em Al; (B) e (C)
suportes em acrilico para acomodacao de: (D) tubo em ago inoxidéavel (contra
eletrodo), (E) o-ring, (F) eletrodo de BDD, (G) eletrodo de referéncia de
Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L™") miniaturizado e (H) parafusos para acoplamento das
partes B e C da célula.
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FIGURA 3.3 — Fotografias da célula eletroquimica para andlises em fluxo
montada: zoom: (1) eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)
miniaturizado, (2) suporte em acrilico com o eletrodo de trabalho (BDD)
acomodado, (3) contato elétrico rosqueado pela parte inferior do detector, (4)
entrada da solugdo carregadora/amostra e (5) saida da solucdo

carregadora/amostra e contra eletrodo.
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3.1.3 — Sistema FIA

O sistema FIA foi constituido de uma linha inica € composto por
um sistema propulsor, um injetor, um detector eletroquimico e tubos de
polietileno 0,8 mm de diametro interno.

O sistema propulsor foi uma bomba peristaltica Ismatec, IPC-8
(com 8 canais). As amostras e solu¢des de referéncia foram introduzidas no
sistema em fluxo utilizando um injetor proporcional de geometria circular,
construido em trés pecas de acrilico e desenvolvido por pesquisadores do
CENA/USP "*!. Foram utilizados tubos e conexdes de polietileno com didmetro
interno de 0,8 mm, para confec¢do das bobinas reacionais, algas de amostragem
e linhas de condugdo das solugdes. Os tubos de propulsdo foram de Tygon®. O
detector eletroquimico foi a cé€lula eletroquimica com configuracdo wall-
jet/camada delgada (FIGURA 3.3) e o eletrodo de BDD como eletrodo de
trabalho. Na FIGURA 3.4 ¢ apresentada uma representacdo esquematica do

sistema FIA utilizado.

FIGURA 3.4 — Representacdo esquematica do sistema FIA, acoplado a célula
eletroquimica, utilizado para as medidas amperométricas em fluxo. (A) bomba
peristaltica; (B) injetor; (C) solug¢des analisadas; (D) entrada de solugao; (E)
eletrodo de referéncia; (F) contato elétrico para o eletrodo de BDD; (G) eletrodo

auxiliar (tubo de aco inox) / saida de solucao; zoom: (H) eletrodo de BDD.
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3.2 — Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de pureza
analitica (P.A.) e todas as solu¢des foram preparadas com agua ultrapura obtida
de um sistema Milli-Q (Milipore®) com resistividade maior ou igual a 18 MQ
cm.

As solugdes de acido sulfurico (H,SO, — Sigma-Aldrich) utilizadas
para o tratamento do eletrodo para os medidas eletroquimicas, foram preparadas
pela dilui¢dao do acido concentrado em agua, obtendo-se uma concentragdo final
de 0,50 mol L™, sendo as demais solucdes de H,SO, utilizadas para as medidas
eletroquimicas, obtidas a partir da dilui¢cao desta solugdo estoque.

As solucdes estoque dos padroes dos anti-helminticos ABZ, ABZ-
SO, IVM e LVM, adquiridos da Sigma-Aldrich, foram preparadas na
concentra¢do de 10,0 mmol L', por dissolucdo das devidas massas em acido
cloridrico (HCI) 0,10 mol L™ (ABZ ¢ ABZ-SO), etanol (IVM) e H,SO, 0,50
mol L™ (LVM). As solucdes estoque dos padrdes dos anti-hipertensivos HTZ e
ENP, também adquiridos da Sigma-Aldrich, foram preparadas na concentragao
de 10,0 mmol L' por dissolugdo das devidas massas em acetona e metanol,
respectivamente.

Todas as solugdes estoques foram estocadas em geladeira a
aproximadamente 4 °C e protegidas da luz. As solugdes mais diluidas dos
padrdes foram preparadas a partir da diluigdo da solucao estoque e diluidas nos
eletrolitos suporte selecionados para cada analito.

A solugdo de KNO; 0,10 mol L' foi preparada por dissolu¢do de
adequada massa em agua e o pH da solugdo ajustado conforme o interesse, com
acido nitrico 10 % v/v.

As solugdes de acido acético e HCI foram preparadas pela diluicao
do acido concentrado em agua, obtendo-se uma concentragao final de 0,50 mol

L™ e 0,10 mol L™, respectivamente.
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A solugdo de tampdo BR 0,04 mol L™ foi preparada utilizando-se
solugoes de acido acético, acido fosforico e acido borico 0,04 mol L'eo pH
final da solugao foi ajustado com hidroxido de sédio, de acordo com o pH
desejado.

A solugao de NaOH, utilizada na titulagdo potenciométrica foi
preparada pela dissolucdo da massa de interesse do NaOH em agua e esta
solucao foi, posteriormente, padronizada com hidrogenoftalato de potassio

empregando-se como indicador a fenolftaleina.

3.2.1 — Preparo das amostras

Todas as formulagdes farmacéuticas utilizadas neste trabalho foram

adquiridas no comércio local de Sao Carlos - SP.

3.2.1.1 — Amostras comerciais de ABZ

Para as medidas voltamétricas prepararam-se as solugdes das
amostras de ABZ macerando-se 10 comprimidos das amostras até a obtencao de
um po fino, e as massas de interesse pesadas em balanga analitica. As solucdes
foram preparadas em HCI e balao volumétrico de 5 mL, aliquotas de interesse

destas solu¢des foram entdo adicionadas na célula eletroquimica.

3.2.1.2 — Amostras comerciais de IVM

Para o preparo das amostras solidas de IVM, foram macerados 10
comprimidos, até a obtengdo de um poé fino, € as massas de interesse pesadas em
balanca analitica e transferidas para um baldao volumétrico de 25 mL cujo

volume foi completado com etanol. Aliquotas de interesse destas solugdes foram
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entdo diluidas em um baldo volumétrico de 10 mL e entdo injetadas no sistema
em fluxo.

Para as amostras liquidas, os volumes de interesse foram medidos
com o auxilio de micropipetas mecanicas monocanal de volume fixo e diluidos
em baldo volumétrico de 25 mL com etanol. Dilui¢des apropriadas foram feitas
em solucdes de H,SO4 0,50 mol L™ (30% etanol v/v) utilizando baldes de 10
mL.

3.2.1.3 — Amostra comercial de LVM

A amostra contendo LVM, na forma de comprimido, foi preparada
da mesma forma que as amostras de IVM, macerando-se os comprimidos e
pesando-se uma massa adequada. A solug¢ao inicial foi preparada em H,SO,4 0,50
mol L™ e baldo volumétrico de 10 mL e outras duas subsequentes dilui¢des

foram feitas em baldes de 25 ¢ 10 mL com H,S0O,4 0,50 mol L.

3.2.1.4 — Amostras comerciais de ENP e HTZ

Para as amostras comerciais contendo HTZ e ENP, o procedimento
foi 0 mesmo que os anteriores, ou seja, maceragao dos comprimidos e pesagem
das massas de interesse, as solugdes foram preparadas em metanol e baldo
volumétrico de 10 mL; aliquotas de interesse destas solu¢des foram entdo
diluidas em H,SO, 0,05 mol L' em baldes volumétricos de 10 e 25 mL,

sucessivamente.

3.2.1.5 — Urina sintética

As amostras de urina sintética foram preparadas contendo a maioria

dos interferentes presentes em uma amostra real. De acordo com o proposto por
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LAUBE et al.'" a urina foi preparada adicionando 2,92 g NaCl, 1,60 g KCI,
1,10 g CaCl,.2H,0, 2,25 g Na,SO,, 1,40 g KH,PO,, 1,00 g de NH,4Cl ¢ 25,00 g
uréia em baldo volumétrico de 1,0 L completados com agua. A solucdo foi usada
imediatamente apoOs a preparacgao.

Essas amostras foram dopadas com duas concentragdes diferentes
dos analitos de interesse e aliquotas de 200 ou 150 pL foram diluidas nos
respectivos eletrolitos suporte e, as solugdes finais foram injetadas no sistema

em fluxo para a quantificagao.

3.3 — Procedimento experimental

3.3.1 — Pré-tratamentos aplicados ao eletrodo de BDD

A fim de observar os diferentes comportamentos eletroquimicos do
eletrodo de BDD frente aos analitos, foram feitos dois tipos diferentes de preé-
tratamentos eletroquimicos. No estudo do pré-tratamento anddico foi aplicada ao
eletrodo uma corrente de 500 mA cm ° por 60 s em H,SO,4 0,50 mol L' eno
estudo do pré-tratamento catddico —500 mA c¢m > por 360 s.

Quando selecionado o tratamento catodico para o desenvolvimento
do método eletroanalitico, primeiramente, realizou-se o pré-tratamento anddico
(500 mA cm * por 30 s), a fim de limpar a superficie do BDD e, em seguida, foi
realizado o tratamento catddico (=500 mA c¢cm ° por 180 s) para condicionar a
superficie do eletrodo em terminacdo preferencialmente de hidrogénio. Este
procedimento foi realizado no inicio de cada dia de trabalho.

Quando o tratamento anddico foi selecionado para o
desenvolvimento do método eletroanalitico, inicialmente fez-se um preé-
tratamento catodico (=500 mA cm > por 120 s), a fim de garantir que a
superficie do eletrodo estivesse sempre nas mesmas condigdes, € em seguida,

realizou-se o pré-tratamento anddico, utilizando-se uma corrente de 500 mA
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cm® por 60 s, para condicionar a superficie do eletrodo em terminagdo
preferencialmente com grupos contendo oxigénio. Este procedimento foi
realizado no inicio de cada dia de trabalho.

Para o pré-tratamento realizado diariamente, o tempo de aplicacao

de corrente foi diminuido visando um menor desgaste do eletrodo.

3.3.2 — Determinacao do limite de detec¢ao

Para o método voltamétrico descrito neste trabalho, calculou-se o
LD conforme a ITUPAC (do inglés - International Union of Pure and Applied
Chemistry), onde o LD ¢ igual a trés vezes o desvio padrao de dez brancos
dividido pelo coeficiente angular da curva analitica.

No caso dos métodos amperométricos descritos, calculou-se o LD
utilizando-se o método da relagao sinal-ruido.

Para a determinacdo desta relagdo sinal-ruido, uma comparagao
entre a medicdo dos sinais de uma solucdo de referéncia em baixas
concentragdes conhecidas do composto de interesse € um branco (eletrélito
suporte) ¢ realizada. Desta maneira, ¢ estabelecida uma concentracdo minima na
qual a substancia pode ser facilmente detectada. De acordo com a referéncia

utilizada'”, a relacdo sinal ruido utilizada pode ser de 3:1 ou 2:1.

3.3.3 — Eletrolise em potencial controlado

Para o experimento de eletrélise em potencial controlado, utilizou-
se a técnica de cronoamperometria. Assim, aliquotas de solugdes padroes dos
analitos (LVM ou HTZ) foram adicionadas nos respectivos eletrélitos suporte e
entdo submetidas a eletrolise por 2400 s. Houve agitacdo da solugdo durante
todo o tempo da eletrdlise e o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho foi

superior ao potencial de oxidacdo de cada analito. Os voltamogramas de onda
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quadrada foram registrados para cada analito, antes e apos a eletrdlise, assim

como a carga obtida durante cada eletrolise.

3.3.4 — Tratamento dos dados

Utilizando-se as ferramentas do software GPES 4.9, os
voltamogramas e amperogramas obtidos, tiveram as linhas base corrigidas pelo
método da média mdvel e os ruidos foram suavizados (smooth) utilizando-se o

algoritmo de Savitzky-Golay'*".

3.3.5 — Métodos comparativos

3.3.5.1 — Métodos cromatograficos

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi a técnica selecionada
como técnica comparativa para a determinagdo voltamétrica do ABZ em todas
as amostras comerciais ¢ também para a determinag¢do simultinea de ENP e
HTZ utilizando um sistema FIA-MPA.

Para a determinacdo do ABZ, o método comparativo utilizado foi

1.°°. Neste procedimento

uma adaptacdo do método descrito por WALDIA et a
utilizou-se uma coluna C;3 Shim-Pack CLC-ODS (4,6 x 150 mm, 5 um), a fase
movel utilizada foi, acetonitrila/metanol/agua (45:35:20 v/v), com eluigdo
isocratica, vazdo de 1,0 mL min ' ¢ o volume de injecdo foi de 50 puL. O
comprimento de onda (A ) selecionado no detector UV-Vis foi de 315 nm.
Utilizou-se, como método comparativo para a determinagao
simultanea de ENP ¢ HTZ, uma adaptagao do método descrito por PAWAR et
al.'®. A coluna cromatografica utilizada foi a C;3 Shim-Pack CLC-ODS (4,6 x

150 mm, 5 pm). A fase moével foi acetonitrila/metanol/tampao trietilamonio

fosfato (50:25:25 v/v - eluigdo isocratica), na qual o tampao empregado foi
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preparado com acido ortofosforico 0,1 % v/v e teve seu pH ajustado com
solucao de trietilamina para pH final de 2,5. A vazao do sistema foi de 0,30 mL
min ', o volume de inje¢do de 20 pL e o A selecionado foi de 210 nm para

ambos 0s compostos.

3.3.5.2 —Método espectrofotométrico com absor¢ao no ultravioleta

O método comparativo, utilizado para comparagdo dos resultados
obtidos na analise das amostras comerciais de IVM, foi um método
espectrofotométrico proposto por COSTA et al.'*

Solug¢des padrdes, em diferentes concentragcdes de IVM, foram
preparadas em metanol para a constru¢do de uma curva analitica e o A utilizado
foi de 245 nm.

As amostras comerciais foram também preparadas em metanol ¢ os
valores de absorcdo obtidos para cada amostra foram, entdo, substituidos na
curva analitica, encontrando-se através de calculos matematicos a quantidade de

IVM em cada amostra comercial.

3.3.5.3 — Titulacio potenciométrica

O método utilizado para a comparacao dos resultados obtidos para o
LVM com o método proposto foi a titulagdo potenciométrica, método
estabelecido pela Farmacopéia Britanica'”’.

Inicialmente, padronizou-se uma solugdo de NaOH, com
concentracao tedrica de 0,10 mol L', e esta solucdo, foi entdo utilizada como
titulante.

No frasco a ser utilizado na titulagdo, colocou-se uma massa
conhecida da amostra a ser analisada, 30,0 mL de etanol ¢ 5,0 mL de HCI 0,01

mol L'
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A partir da relagdo (fornecida pela Farmacopéia) de que cada 1,0
mL de NaOH 0,10 mol L™ (concentracdo padronizada 0,12 mol L") gasto na
titulacdo, equivale a 24,08 mg de cloridrato de LVM, os calculos foram feitos e

encontrada a concentracao de LVM em cada comprimido da amostra analisada.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Determinacio dos anti-helminticos

Neste trabalho de doutorado, desenvolveram-se diferentes métodos
para a determinacdo invididual ou simultinea de diversos anti-helminticos,
utilizando-se as técnicas voltamétrica ou amperométrica acoplada a um sistema
de anélise por inje¢do em fluxo. Os resultados obtidos e as discussdes relevantes

para cada método proposto serdo apresentados neste capitulo.

4.1.1 — Determinacio voltamétrica de ABZ

O primeiro método proposto foi a determinagao do anti-helmintico
ABZ em formulagdes farmacéuticas empregando-se a técnica de DPV e um

eletrodo de BDD-CPT.

4.1.1.1 — Investigacio da resposta eletroquimica do ABZ e
diferentes pré-tratamentos eletroquimicos aplicados ao

eletrodo de BDD

Inicialmente foram realizados experimentos utilizando a CV a fim
de avaliar o comportamento eletroquimico do ABZ sobre eletrodo de BDD.

Na FIGURA 4.1 sao apresentados os voltamogramas ciclicos para a
solucdo do branco (H,SO, 0,05 mol L") e para a solugdo de ABZ (99,0 pmol
L_l) obtidos empregando-se o eletrodo de BDD em H,SO, 0,05 mol L', Nestas
condi¢des, 0 ABZ apresentou dois picos de oxidagdo com potenciais em torno
de 0,95 e¢ 1,30 V. Desta maneira, selecionou-se o potencial do primeiro pico de

oxidacdo para o desenvolvimento do trabalho, diminuindo-se assim a
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possibilidade de interferéncias nas medidas eletroquimicas, considerando que,
em potenciais maiores, a possibilidade de haver outras espécies na matriz das

amostras que se oxidem ¢ ainda maior.

321
241
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06 08 10 12 14 16
E/Vvs. Ag/AgCl
FIGURA 4.1 — Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de BDD em

solucdo de H,SO, 0,05 mol L™ na presenca de ABZ 99,0 pmol L™' (-) e na
auséncia de ABZ (branco(-)), v=50 mV s~ em H,SO,0,05 mol L™".

4.1.1.1.1 — Pré-tratamento eletroquimico

Diferentes pré-tratamentos eletroquimicos foram realizados no
eletrodo de BDD, aplicando-se uma determinada densidade de corrente (positiva
ou negativa) em fun¢cdo de um tempo pré-estabelecido, conforme descrito na
se¢do 3.3.1. A resposta eletroquimica (intensidade do sinal analitico, defini¢ao
de pico de oxidagdo e deslocamento do potencial de oxidagdo) obtida para o
ABZ frente ao eletrodo de BDD apo6s os diferentes pré-tratamentos foi entdo
avaliada.

Como pode ser observado na FIGURA 4.2, o tratamento catodico

(terminagdo superficiais predominantemente em hidrogénio) proporcionou um
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aumento da magnitude de corrente de pico de aproximadamente trés vezes e a
diminui¢ao do potencial de pico de oxidagao em 100 mV, além de uma melhora
na defini¢do do pico de oxidagdo. Sendo assim, nos estudos posteriores, utilizou-
se o eletrodo de BDD-CPT para a determinacdo do ABZ. Esses resultados sao
concordantes com os resultados de outros trabalhos realizados em nosso grupo

de pesquisa nos quais um eletrodo de BDD-CPT foi utilizado na determinacao

. .. 115,118,128,129
de diferentes analitos” > > <" 7.
15
] —— BDD-APT
124 —— BDD-CPT

1/ pA

0.8 10 12
E/Vvs. Ag/AgCl
FIGURA 4.2 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o ABZ 99,0

umol L' sobre um eletrodo de BDD-CPT () e BDD-APT (=), (f =30s ', a =
30 mV, AE;=3mV).

4.1.1.1.2 — Efeito do eletrolito suporte

Estudou-se o comportamento do ABZ em diferentes eletrolitos
suporte como H,SO,4 0,10 mol L™ e 0,50 mol L', HC1 0,10 mol L' ¢ tampao
BR 0,04 mol L™ (pH 2,1) sobre o eletrodo de BDD-CPT utilizando-se para este
estudo a CV. Em solugdes com pH acima de 4,0 houve a precipitagao do ABZ,

nao sendo possivel a sua determinagao em valores superiores de pH.
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Avaliando-se os resultados obtidos, observou-se que ndao houve
uma diferenga significativa quanto a defini¢do e potencial de pico com a
utilizacdo dos diferentes eletrolitos (dados ndo apresentados). Assim, optou-se
por trabalhar com H,SO, , pois este apresentou pequena melhora na intensidade
de pico e boa repetibilidade quando comparado com resultados obtidos com os
outros eletrolitos.

Apo6s selecionar o H,SO, como eletrolito suporte, estudou-se a
influéncia da concentragdo deste acido nas concentragdes de 0,01, 0,05, 0,10 e
0,30 mol L (diferentes pHcondicionat (PHcong)) sobre o sinal analitico,
empregando-se a técnica de CV.

Os resultados obtidos neste estudo (FIGURA 4.3) mostraram que o
potencial de pico de oxidacdo do ABZ ¢ dependente do pHcong, 0 que esta de
acordo com a literatura"’, sendo que quanto maior o valor do pH,,,q , menor € o
potencial de oxidagdao. De acordo com os resultados obtidos, para os estudos
posteriores, escolheu-se como eletrdlito suporte o H,SO, na concentragao 0,05
mol L™ (pHeona 1,30) por apresentar um potencial de pico de oxidacio menor do

que aqueles obtidos em outras concentragdes ¢ uma boa intensidade de corrente.
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FIGURA 4.3 — Dependéncia do potencial de pico de oxidacdo do ABZ (99,0
pumol L_l) com o pH..nq (diferentes concentracdes de H,SO, 0,01; 0,05; 0,10 e
0,30 mol L") do eletrdlito suporte utilizando um eletrodo de BDD-CPT.
Equacaodareta: E (V)=1,1 —0,051 pHcong

4.1.1.2 — Mecanismo de oxidacao do ABZ sobre o eletrodo de
BDD-CPT

Em seguida, s3ao apresentados os resultados obtidos na
determinagdo do nimero de elétrons envolvidos na reagao de eletrooxidagdao do
ABZ ¢ o efeito da velocidade de varredura de potencial na voltametria ciclica,
empregando-se H,SO, 0,05 mol L', como eletrdlito suporte. A partir dos
resultados obtidos nestes estudos, propds-se um mecanismo de oxidagdo para a

molécula de ABZ sobre o eletrodo de BDD-CPT.

4.1.1.2.1 — Voltametria ciclica

Investigou-se inicialmente, utilizando-se a CV, o efeito de

diferentes velocidades de varredura de potencial (10 a 400 mV s™') para ambos
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os picos de oxidacdo do ABZ no eletrodo de BDD-CPT em solugdao de H,SO,
0,05 mol L™ (FIGURA 4.4 (A)).

06 08 10 12 14 16
E/Vvs. Ag/AgCl
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FIGURA 4.4 — Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo de

BDD em solu¢do de H,SO4 0,05 mol L™ contendo ABZ e ABZ-SO.

Velocidades de varredura: 10, 30, 50, 70, 100, 125, 150, 175, 200, 225, 250,

275, 300, 325, 350, 375, 400 mV s . (B) e (C) Dependéncia do logaritmo da

corrente de pico com o logaritmo da velocidade de varredura para o ABZ ¢

ABZ-SO0, respectivamente. Equagdes das retas: log I =—4,3 + 0,50 log v (ABZ)
elogl =—4,4+0,32 log v(ABZ-SO)

Observou-se neste estudo uma relacao linear entre o logaritmo da
corrente de pico (log /) e o logaritmo da velocidade de varredura (log v) (grafico

ndo apresentado), obtendo-se coeficientes angulares de 0,50 e 0,32, para os
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respectivos picos de oxidacdo. Estes valores obtidos, estdo proximos ao valor
teorico (0,5), indicando que a oxidagdo do ABZ ¢ um processo controlado por
difusdo"'. Este controle difusional também pode ser confirmado pela relagdo
linear (» > 0,995) obtida entre a corrente de pico de oxidacdo (de ambos os
picos) e a raiz quadrada da velocidade de varredura.

De acordo com a teoria de CV, para sistemas irreversiveis'?, o
numero de elétrons na oxidagdo do ABZ pode ser determinado utizando-se a

seguinte equacao (Equacao 4.1):

E,/logv=-30mV /an Eq. 4.1

sendo £, o valor do potencial de pico, a o coeficiente de transferéncia de carga,
n o numero de elétrons transferidos na reagdo e v a velocidade de varredura.

Observou-se uma relagdo linear para £ vs. log v para as velocidades
de varredura de potencial entre 10 e 150 mV s~' para ambos os picos (0,95 V e
1,30 V) com coeficientes angulares iguais a 30,7 e 28,0, respectivamente.

Assim, a partir dos coeficientes obtidos no grafico de E vs. log v, o
valor de an foi calculado obtendo-se valores de 0,98 e 1,07, para os respectivos
picos.

Usando estas informagdes e assumindo que a ¢ igual a 0,50 (valor
médio normalmente utilizado quando ndo se tem o valor calculado
experimentalmente'®®) e utilizando-se a Equacdo 4.1, o nimero de elétrons
envolvidos na oxida¢ao do ABZ pode ser calculado.

Desta maneira, os resultados obtidos sugerem que a reacdo de
oxidagdo do ABZ sobre o BDD-CPT envolvem dois elétrons para o primeiro
pico de oxidagdo e mais dois elétrons para o segundo pico de oxidagdo, com um
total de quatro elétrons envolvidos na reagdo global.

130,134

De acordo com alguns estudos sobre 0 ABZ e seus metabolitos

e os resultados aqui obtidos, sugere-se que a eletrooxidacdo do ABZ sobre o
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BDD-CPT em H,SO4 0,05 mol L™ ocorre pelo mecanismo apresentado na
FIGURA 4.5, com a primeira etapa (quimica) ocorrendo uma protonacao, a
segunda etapa (eletroquimica) gerando o ABZ-SO ¢ a terceira etapa

(eletroquimica) o ABZSO,.
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FIGURA 4.5 — Mecanismo de oxidagdo proposto para ABZ sobre o eletrodo de
BDD-CPT em H,SO, 0,05 mol L™
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4.1.1.3 — Determinacio voltamétrica de ABZ e aplicacio do
método proposto na determinacio de produtos

farmacéuticos

Para o desenvolvimento do método proposto, comparou-se
inicialmente os resultados obtidos na determinacdo de ABZ utilizando-se as
técnicas de SWV e DPV e selecionou-se entdo a técnica com os melhores
resultados para o desenvolvimento do trabalho. Para ambos os casos, avaliou-se
o efeito dos respectivos parametros experimentais sobre o potencial de oxidacao
e a intensidade da corrente de pico na determinag¢do do ABZ.

As TABELA 4.1 e TABELA 4.2 apresentam os parametros ¢ intervalo

de valores investigados em cada técnica e os valores selecionados.
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TABELA 4.1 — Parametros da SWV investigados e os valores selecionados para

a determina¢do de ABZ

Parametros Faixa estudada  Valor selecionado
Frequéncia f(s™) 10-170 130
Amplitude a (mV) 10—-100 50
Incremento de varredura AE; (mV) 1,0-6,0 4,0

TABELA 4.2 — Parametros da DPV investigados ¢ os valores selecionados para

a determina¢do de ABZ

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Tempo de modulagdo ¢ (ms) 3,0-20 7,0
Amplitude a (mV) 25-125 75
Velocidade v (mV s™) 1,5-30 20

ApoOs a otimizagdo dos parametros das técnicas voltamétricas de
SWYV e DPV, compararam-se entdo os resultados obtidos para a determinacao de
ABZ (TABELA 4.3). Com os resultados obtidos concluiu-se que ¢ possivel a
utilizacao das duas técnicas para a determinacdo do ABZ, porém, utilizando-se a
DPV o pico de oxidagdo do ABZ apresentou-se um pouco menos alargado
(melhor definido), o valor do LD foi menor e a sensibilidade foi um pouco
maior. Sendo assim, selecionou-se a técnica DPV para o desenvolvimento do

método eletroanalitico.
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TABELA 4.3 — Parametros analiticos para a determinacao de ABZ por DPV ¢
SWYV utilizando o eletrodo de BDD-CPT

Parametros DPV SWV
Equacdes analiticas / 0,0943 + 0,960 [ABZ] / 0,197 + 0,813[ABZ] /
(Lpa/LA) (umol L™) (umol L™)

Limite de detecgao / 0,06 0,16
(umol L)
Faixa linear / 0,08 — 8,36 0,20 -7,41
(umol L)
Coeficiente de 0,9993 0,9996

correlacao,

A FIGURA 4.6 (A) apresenta os voltamogramas de pulso
diferencial para as diferentes concentracdes de ABZ de 0,08 a 8,36 pmol L™ e a
respectiva curva analitica. A equagdo da reta obtida foi: (/pa/pA) = 0,0943 +

0,960 [ABZ] / (umol L"), com um coeficiente de correlacio igual a 0,9996.
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FIGURA 4.6 - (A) Voltamogramas de pulso diferencial em diferentes
concentragdes de ABZ (1 a 13: (1) Branco, (2) 0,08 ; (3) 0,12; (4) 0,16; (5) 0,20;
(6) 0,39; (7) 0,77; (8) 1,13; (9) 1,48; (10) 3,30; (11) 5,05; (12) 6,74; (13) 8,36
umol L™") e (B) a curva analitica em H,S0, 0,05 mol L™, (=4 mV s™; a =75
mV; v=20mV s™).

O valor de LD calculado, considerando-se trés vezes o desvio
padrao de dez brancos dividido pelo coeficiente linear da curva analitica, foi

igual a 0,06 umol L™ o qual é significativamente mais baixo do que o relatado
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por de OLIVEIRA et al.*’ (40,0 pmol L™") utilizando um eletrodo de carbono
vitreo ¢ DPV e também menor que o relatado por MSAGATI ¢ NGILA® (0,33
umol L") utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado com poli (3-
metiltiofeno) ¢ SWV. ABU ZUHRI et al.*' reportaram um LD menor (0,01
umol L™"), porém empregando um método indireto de determinagio com um
eletrodo de Hg e ainda a solugdo de ABZ teve que ser completamente desaerada
antes das andlises (aumentando o tempo de analise), etapa essa ndo ¢ necessaria
quando se emprega o eletrodo de BDD por ser este eletrodo insensivel ao
oxigénio dissolvido na solu¢ao da amostra.

Medidas sucessivas utilizando DPV (n = 10) em diferentes
concentracoes de ABZ nas mesmas condicoes da curva analitica foram
realizadas para o estudo da repetibilidade intra-dia. Os desvios padrao relativos
(RSDs) obtidos para as concentracdes de 0,29 e 0,48 pmol L™'de ABZ foram
498 % e 2,49 %, respectivamente. A repetibilidade inter-dias também foi
determinada por medidas com DPV em solugio de ABZ 0,48 pmol L'
(preparadas diariamente) por um periodo de 4 dias (n = 4) obtendo-se um RSD
de 2,20 %.

Finalmente, investigou-se o efeito de alguns possiveis interferentes,
tais como: sacarina, acido citrico, lactose e amido. Para este estudo, adicionou-
se os interferentes a uma solucdo de ABZ 0,10 mmol L' (em H,SO, 0,05 mol
L") nas propor¢des de concentragdes de 1:1 e 1:10 (solugdo padrio :
interferente). Nenhuma mudanga significativa (> 10%) na corrente de pico do
ABZ foi observada com adi¢do dos compostos citados anteriormente,
demonstrando que os compostos normalmente encontrados nas amostras de
formulacdes farmacéuticas ndo causam interferéncia significativa nas medidas

voltamétricas.
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4.1.1.3.1 — Método comparativo — cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC)

O desempenho do procedimento eletroanalitico desenvolvido para a
determinagdo de ABZ foi avaliado comparando-se os resultados obtidos no
método eletroanalitico proposto com um método comparativo. Para esta
avaliagdo, adotou-se como método comparativo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)®. As condi¢des cromatograficas foram empregadas de acordo
com o descrito na parte experimental. Nestas condi¢des, a molécula de ABZ
apresentou um tempo de retencdo de aproximadamente 3,0 minutos. Na
FIGURA 4.7 ¢ apresentado o cromatograma obtido para 0 ABZ em um A 315
nm. O grafico inserido dentro desta figura, corresponde a curva analitica obtida,
sendo esta linear no intervalo de concentragdo para o ABZ de 3,0 a 80,0 umol

L_l

Detector A-315 nm

— 1,5%10°1
30 —amesszen '
6
25 . 1,0x10
20 5,0x10°
-
15 0020 40 0 80 | <
1 0 [ABZ] pmol L™ S
5
0

051015 20 25 3.0 3540 45 5.0
Minutes

FIGURA 4.7 — Cromatograma obtido para o ABZ 0,25 pumol L™'. O gréfico
inserido ¢ a respectiva curva analitica obtida em unidades de area para ABZ.
Concentracdes da curva analitica: 3,0; 6,0; 9,0; 20,0; 80,0 umol L™"; Fase
movel: acetonitrila/metanol/agua (45/35/20, v/v/v) (eluigdo isocratica), vazao:

1,0 mL min~", volume de inje¢do: 50 uL e o A de 315 nm.
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A equacdo da curva obtida para ABZ foi:

A(u.a.)=7,03 x 10"+ 1,78 x 10'°[ABZ / (mol L™")]; (r = 0,9999)

Assim, todas as amostras analisadas empregando-se o procedimento
voltamétrico proposto foram analisadas também, empregando-se a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, a fim de comparar os resultados obtidos
e, assim, mostrar o bom desempenho do método eletroanalitico proposto.

O método DPV proposto utilizando um eletrodo BDD-CPT foi
aplicado para a andlise de trés amostras farmacéuticas, e os dados obtidos foram
tratados utilizando-se o método da interpolacdo nas respectivas curvas analiticas,
obtidas. Na TABELA 4.4 sdo apresentados os resultados obtidos nessas analises

utilizando-se o método proposto € o comparativo (HPLC).

TABELA 4.4 — Resultados obtidos na determina¢ao de ABZ em amostras de
formulagdes farmacéuticas usando o método de DPV proposto ¢ o método de

HPLC comparativo

ABZ / mg
Amostras HPLC® DPV* Erro®(%)
A 545 +3 533+9 2,2
B 537+ 13 546 £ 16 +1,7
C 541 £ 18 525+ 12 -3,0

a)n=3
b) Média do erro (%) = 100 X [(valor voltamétrico — valor de referéncia) / valor

de referéncia]
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Os erros relativos apresentados na TABELA 4.4, indicam que ndo
ha diferencas significativas entre os valores obtidos empregando-se o método
proposto e aqueles obtidos empregando-se o método de referéncia (HPLC).

Aplicando-se o teste t—pareado nos resultados obtidos pelos dois
métodos, obteve-se um valor de ¢ calculado (6,09) menor do que o valor de ¢
critico (6,96, a = 0,02), indicando que os resultados obtidos empregando-se os
dois métodos para a determinagdao de ABZ nessas trés amostras de formulagdes

farmacéuticas sdo concordantes em um nivel de confianca de 98 %.

4.1.2 — Determinacao individual de IVM e LVM empregando um
sistema de analise por injecio em fluxo com detecgio

amperométrica

Nesta secdo, serdo descritos o desenvolvimento de dois
procedimentos eletroanaliticos utilizando um sistema FIA com detec¢do
amperométrica empregando-se o eletrodo de BDD para a determinacao
individual de dois anti-helmiticos, a IVM e o LVM.

Nestes estudos utilizou-se como técnicas de deteccdo a
amperometria convencional acoplada a um sistema FIA.

Optou-se por trabalhar com essa técnica devido ao fato dos analitos
a serem estudados apresentarem maior adsor¢ao sobre a superficie do BDD ao
se utilizar as técnicas voltamétricas em batelada, dificultando assim a analise,

porém, esta adsor¢do nao ocorreu quando o sistema em fluxo foi utilizado.
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4.1.2.1 — Investigacio do comportamento eletroquimico de IVM e
LVM e efeito de diferentes pré-tratamentos eletroquimicos

aplicados ao eletrodo de BDD

Inicialmente realizou-se um estudo do perfil voltamétrico dos
analitos IVM e LVM, considerando que, pouquissimos ou nenhum dado sobre a
eletroatividade destes analitos foram encontradas na literatura.

Os resultados experimentais obtidos, utilizando-se a CV, mostraram
que ambos 0s compostos apresentam respostas eletroativas no sentido positivo
da varredura de potencial (oxidacdo) sobre o eletrodo de BDD com a IVM em
potencial proximo a 1,33 V (FIGURA 4.8 (A)) e o LVM proximo a 1,77 V
(FIGURA 4.8 (B)).

No trabalho desenvolvido por HOLBROOK et al.”' utilizando
polarografia, o cloridrato de tetramisol (mistura racémica) apresentou dois picos
de reducao em —1,50 e —1,65 V porém, estes picos de reducdo ndo foram
observados empregando-se o eletrodo de BDD.

No caso da IVM nada foi encontrado na literatura sobre sua

eletroatividade.
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FIGURA 4.8 — (A) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando o eletrodo de
BDD em solugio de H,SO, 0,10 mol L™ (30% de etanol v/v) na presenga de
IVM 177,0 pmol L™ (=) e na auséncia de IVM (branco (-)) H,SO.. (B)
Voltamogramas ciclicos obtidos empregando o eletrodo de BDD em solucao de
H,S0, 0,50 mol L™ na presenca de LVM 48,2 umol L™' (<) e na auséncia de
LVM (branco (<)), v=50mV s .

4.1.2.1.1 — Pré-tratamento eletroquimico

Realizou-se o estudo do efeito dos dois diferentes pré-tratamentos
eletroquimicos, anddico e catddico, com o objetivo de avaliar a diferenca na
resposta eletroquimica de ambos os analitos. Estes pré-tratamentos foram
realizados em H,SO, 0,50 mol L™ empregando-se o eletrodo de BDD, como
descrito no procedimento experimental (se¢do 3.3.1). Apos cada pré-tratamento
foram obtidos os perfis voltamétricos da IVM e do LVM utilizando-se a SWV ¢
como eletrodlitos suporte solucdes de H,SO, em concentragdes de 0,10 mol L
(30 % etanol v/v) para IVM e 0,50 mol L' para LVM, FIGURA 4.9.

Cabe aqui ressaltar, que ndo foi utilizada a CV para este ¢ para os
proximos estudos que serdo aqui apresentados, pois os potenciais de oxidagdo

dos compostos sao elevados e nao foram obtidos perfis ciclovoltamétricos bem
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definidos, assim uma comparag¢do de sinal analitico foi melhor visualizada

utilizando-se a SWV.

241

21 ay-1vm — BDD-CPT (B) - LVM Epccqui
104 — BDD-APT 181
8 12-
ERS k1 ]
~ =3 ]
4
24 01
—
0- -6
12 13 14 15 16 1,6 1.7 1.8 1,9
E/Vvs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/AgCl

FIGURA 4.9 — (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos na oxidagdo de
IVM 180,0 pmol L™ em solugdo de H,SO, 0,10 mol L™ (30 % etanol v/v)
utilizando um BDD-CPT (=) e BDD-APT (=), (/=30s",a=50mV , 4E,=4
mV). (B) Voltamogramas de onda quadrada obtidos na oxidagcdo de LVM 48,2
umol L™ em solucdo de H,SO, 0,50 mol L' utilizando um BDD-CPT (-) e
BDD-APT (=), (/=30s"", a =20 mV, 4E,= 3 mV).

Observando-se a FIGURA 4.9, ¢ possivel notar que para a IVM,
quando o eletrodo de BDD foi pré-tratado catodicamente, obteve-se uma maior
intensidade de corrente e menor potencial de oxidagdo. Por outro lado, o LVM
apresentou uma maior intensidade de corrente ¢ um menor potencial de
oxida¢do quando o eletrodo de BDD foi pré-tratado anodicamente.

De acordo com a literatura ¢ como ja citado anteriormente, a
superficie dos filmes de BDD recém preparados apresentam terminagdo em
hidrogénio, porém estes hidrogénios podem ser facilmente convertidos a grupos
funcionais oxigenados (carboxilas, carbonilas e grupo hidroxilas) utilizando-se
polarizagdes anddicas adequadas e, ainda podem ser novamente re-hidrogenados

o L rqi 135,136
utilizando polarizacdes catodicas * ™.
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Como demonstrado por diversos autores, o comportamento
eletroquimico do eletrodo BDD ¢ extremamente dependente das terminagdes
superficiais do eletrodo, desta maneira, as terminagdes dos filmes de BDD em
hidrogénio ou em grupos oxigenados podem facilitar ou inibir as reacdes de oxi-
reducdo sobre a sua superficie! '3,

Assim, de acordo com os resultados obtidos, observou-se que ambos
os sistemas redox estudados sdo sensiveis as terminacdes superficiais do BDD,
sendo que a oxidacdo da IVM sobre a superficie do eletrodo de BDD ¢
favorecida quando este apresenta terminacdes em hidrogénio, isto ¢ BDD-CPT.
Ja, a oxidagdo do LVM ¢ favorecida quando a superficie do eletrodo de BDD
contém terminagdes com grupos oxigenados, BDD-APT. Consequentemente,

em todos os experimentos posteriores foram utilizados eletrodos BDD-CPT para

a determinagdao de IVM e BDD-APT para a determinacdo de LVM.

4.1.2.1.2 — Efeito do eletrolito suporte

Ap0s o estudo do efeito de diferentes pré-tratamentos eletroquimicos,
estudou-se o comportamento eletroquimico da IVM e do LVM sobre o BDD-
CPT e BDD-APT utilizando-se diferentes eletrdlitos suporte.

Estudou-se inicialmente a influéncia de diferentes eletrolitos suporte
frente a oxidacao eletroquimica da IVM em eletrodo de BDD-CPT. Os
eletrolitos estudados foram o 4cido acético 0,50 mol L™', H,SO, 0,10 mol L',
HCI1 0,10 mol L™ ¢ tampao Britton—-Robinson 0,04 mol L™' (BR) (pH 2,1). Em
todas as  solugdes dos  eletrdlitos  suporte  foram  utilizados

30 % de etanol (v/v) evitando assim a precipitacdo da [IVM.
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FIGURA 4.10 — Voltamogramas de onda quadrada para a oxidacao de IVM
180,0 pmol L™ em diferentes eletrolitos suporte: 4cido acético 0,50 mol L™ ();
H,SO, 0,10 mol L™ (=); HCI 0,10 mol L™ () e tampio BR (pH 2,1)
(-). (f/=30s"",a=50mV , 4E,=4mV).

Os voltamogramas obtidos para a IVM nos diferentes eletrolitos
suporte estdo apresentados na FIGURA 4.10. O eletrolito que apresentou a
melhor resposta quanto a definicdo de pico, intensidade de corrente e potencial
de pico foi 0 H,SO,40,10 mol L7

Em seguida, estudou-se o efeito de diferentes concentragdes do
H,SO, (0,10 a 0,50 mol L_l), e, a partir dos resultados obtidos (nao
apresentados) observou-se que o H,SO, 0,50 mol L' apresentou respostas
voltamétricas com maior repetibilidade € um maior sinal analitico. Sendo assim,
esta concentracdo do eletrolito suporte foi selecionada para o desenvolvimento
do trabalho.

De acordo com a literatura, o LVM apresenta melhor estabilidade
em solucgdes acidas"’. Desta forma, o H,SO, foi selecionado como eletrolito
suporte para a determinagdo deste farmaco, uma vez que este acido tem

apresentado excelentes resultados como eletrolito suporte para o eletrodo de
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BDD, em trabalhos desenvolvidos no nosso grupo de pesquisa’>*'*. A resposta
voltamétrica obtida para a LVM em solu¢ao de H,SO, foi bastante satisfatoria
com um pico de oxidacao bem definido e elevada intensidade de pico.
Selecionado o H,SO,4 como eletrolito suporte para o LVM, fez-se
um estudo do efeito de sua concentragdo, que foi variada entre 0,05 a 0,50 mol
L' ¢ avaliado o sinal analitico. Na FIGURA 4.11 sdo apresentados os
voltamogramas obtidos para o LVM nas diferentes concentracdes de H,SO,.
Como nao houve diferenca significativa na intensidade de corrente para a
oxidagdo do LVM, optou-se por utilizar o H,SO4 0,50 mol L' nos estudos

posteriores.

1 —— 0,05 mol L!

124 — 0,10 mol L!
1 —— 0,30 mol L!

< 6 0,50 mol L™!
3
=~ O' y
-6-

5 16 1,7 18 19
E/Vvs. Ag/AgCl

FIGURA 4.11 — Voltamogramas de onda quadrada para o LVM 48,2 pmol L™

sobre o eletrodo de BDD-APT e H,SO, em diferentes concentracgdes: 0,05 (—);

0,10 (); 0,30 (=) € 0,50 mol L' (=) (/=30s"", a =20 mV, 4E,=3 mV).

4.1.2.2 — Mecanismo de oxidacao do LVM sobre o eletrodo de
BDD-APT

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos na determinagdo

do numero de elétrons envolvidos na reacao de eletro-oxidacdo do LVM ¢ o
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efeito da velocidade de varredura de potencial na CV, empregando-se o H,SO,
0,50 mol L™ como eletrolito suporte e BDD-APT como eletrodo de trabalho. A
partir dos resultados obtidos nestes estudos propOs-se um mecanismo de
oxidag¢do para a molécula de LVM.

Para o estudo do mecanismo de oxida¢do do LVM, inicialmente
realizou-se uma eletrélise a potencial controlado e em seguida fez-se um estudo

do efeito de diferentes velocidades de varredura utilizando-se CV.

4.1.2.2.1 — Eletrolise em potencial controlado

A eletrélise do LVM foi realizada aplicando-se um potencial de
1,75 V durante 2400 s. Apos a finalizagdo do experimento a carga registrada foi
de 0,205 C e, utilizando-se a SWV foi possivel calcular a variagao do nimero de
mols de LVM (AN) presentes no inicio ¢ ao final da eletrolise. Essa variagao do
numero de mols foi calculada utilizando-se a relacdo na qual, a corrente de pico
obtida antes da eletrélise equivale ao nimero de mols inicial (2,00 pmols) e a
corrente de pico obtida ao final da eletrdlise equivale ao nimero de mols final

(0,90 umols), assim AN = 1,10 umols, FIGURA 4.12.




Lourencgdo, B. C. Resultados e Discussio 58

30{ — Antes da eletrélise
| —— Apé6s a eletrélise

24

18

I /uA

121

5 16 17 18 19
E/Vvs. Ag/AgCl
FIGURA 4.12 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos (f = 30 Hz, a = 20
mV, E=3 mV s ') antes (-) e apés (—) a eletrolise do LVM em H,S0O, 0,50
mol L™ e BDD. Potencial aplicado de 1,75 V por 2400 s.

Assim, o valor de n (ntimero total de elétrons) foi calculado

utilizando-se a equagdo de Faraday (Equagdo 4.2)"**:

O=nANF Eq. 4.2

sendo Q igual a carga em coulombs, n o nimero de elétrons transferidos na
reacdao, AN a variagao do niimero de mols durante a eletrolise ¢ F a constante de
Faraday (96485 C mol ™).

O valor de AN (1,10 pmols), de Q (0,205 C) e de F foram
substituido na Equacao 4.2 ¢ desta maneira calculou-se o nimero de elétrons
envolvidos na oxida¢do do LVM sobre a superficie do BDD. O valor obtido foi
de 1,95, o que indica que a oxidacdo do LVM envolve a transferéncia de dois

elétrons por molécula.
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4.1.2.2.2 — Voltametria ciclica

Com a CV foi realizado o estudo em diferentes velocidades de
varredura de potencial, 10 a 500 mV s™', empregando-se o eletrodo de BDD em
solucdo de LVM 132,0 umol L™ ¢ H,S0, 0,50 mol L™', FIGURA 4.13 (A).

Para avaliar se a oxidacdo do LVM ¢ controlada por adsor¢do ou
difusdo das espécies, construiu-se um grafico com os valores do logaritmo da
variacdo da intensidade de pico (log /) versus o logaritmo da velocidade de
varredura (log v), FIGURA 4.13 (B). Verificou-se que ha uma relagao linear
entre log / e log v com um coeficiente angular da reta proximo a 0,50 (valor
experimental 0,51). De acordo com a literatura'® este valor indica que o
processo de oxidacdo do LVM na superficie do BDD ¢ controlado por difusao
das espécies. Este controle difusional também pode ser confirmado pela relacao
linear (» = 0,997) obtida entre a corrente de pico de oxidacao e a raiz quadrada

da velocidade de varredura®' (log 7=4,1+ 0,51 log v).

240 -4,0
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4.4
< 1201
=1 ~
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FIGURA 4.13 — (A) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo
de BDD solugdo de LVM 132,0 pmol L' e H,SO, 0,50 mol L' em diferentes
velocidades de varredura: 10, 30, 50, 70, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450
e 500 mVs™'. (B) Dependéncia do logaritmo da corrente de pico com o

logaritmo da velocidade de varredura para o LVM em H,S0, 0,50 mol L™




Lourencio, B. C. Resultados e Discussio 60

Aplicando-se equagdes relacionadas a CV também foi possivel
prever o numero de elétrons envolvidos na reagao de oxidacao do LVM sobre a
superficie do BDD.

Utilizando-se os dados obtidos no experimento de CV (variagdo da
velocidade de varredura de potencial), obtiveram-se também as diferengas entre
os valores de potencial de pico e potencial de pico de meia onda Ep — Ep;,, (a
média dos valores para as diferentes velocidades de varredura de potencial foi de
51 mV) e aplicando-se a Equagdo 4.3"' obteve-se o valor de an (0,96).
Considerando a = 0,50 (valor médio normalmente assumido quando ndo se tem
o valor calculado experimentalmente) o valor encontrado para n foi de 1,92 (=

2).
|Ep—Ep1/2| =% Eq. 4.3

Em ambos os estudos realizados anteriormente, conclui-se que a
oxida¢do do LVM sobre o eletrodo de BDD-CPT envolve a transferéncia de dois
elétrons por molécula oxidada. Considerando-se estes resultados obtidos e
estudos prévios encontrados na literatura sobre os principais metabdlitos
141

identificados para o LVM
apresentado na FIGURA 4.14.

N/B N H,0 @—(\N/B B +
)< e O #2621
i

, a reacao de oxidagdo proposta para o LVM ¢

H

FIGURA 4.14 — Mecanismo de oxidacao proposto para o LVM na superficie do
BDD em H,380,40,50 mol L™,

Para a IVM nao foi possivel realizar as medidas de eletrolise e os

estudos de voltametria ciclica em diferentes velocidades de varredura, ja que o
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analito apresentou adsor¢do sobre o eletrodo de BDD, assim houve dificuldade
no calculo do nimero de elétrons, ndo sendo proposto neste trabalho um
mecanismo de oxidag¢do para a mesma.

Porém, cabe aqui ressaltar que esta adsor¢do ndo foi observada nas
medidas utilizando-se a detec¢do amperométrica acoplada ao um sistema FIA,
visto que o tempo de contato da amostra e dos produtos da reacdo redox com a
superficie do eletrodo ¢ bem menor quando comparado a sistemas estacionarios,
permitindo assim, a determinacao da IVM, com 6timos resultados os quais serdo

apresentados a seguir.

4.1.2.3 — Determinacio amperométrica de IVM e LVM e
aplicacio do método proposto na determinagciao de

amostras de formulacoes farmacéuticas e urina

4.1.2.3.1 — Otimizacio dos parametros amperométricos e do

sistema FIA

Apos a realizagdo de estudos prévios utilizando-se CV e SWV, o
eletrodo de BDD foi adaptado a um sistema FIA (detalhado no procedimento
experimental).

Voltamogramas hidrodindmicos da IVM e do LVM foram obtidos a
fim de se investigar a resposta amperométrica destes sobre o BDD-CPT e BDD-
APT, respectivamente, com a variacdo do potencial aplicado. Em seguida,
estudou-se os parametros para a otimizagao do sistema FIA, tais como: vazao do
sistema e volume da alga de amostragem.

Para o desenvolvimento deste trabalho, utilizou-se como eletrolito

suporte/solugdo carregadora o H,SO,4 0,50 mol L' (30 % etanol v/v) para a
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IVM, e para o LVM apenas H,SO,4 0,50 mol L*I, selecionados em consonancia
com os estudos previamente apresentados.

Para a obten¢do dos voltamogramas hidrodinamicos utilizou-se a
técnica de amperometria, na qual diferentes e sucessivos potenciais positivos
proximos aos potenciais de oxidacdo da IVM ou LVM foram aplicados no
eletrodo e as correntes resultantes foram medidas e representadas em funcao do
potencial aplicado (FIGURA 4.15). O intervalo de potenciais estudados para a
constru¢do do voltamograma hidrodindmico para a IVM foi de 1,10 a 1,55 V, ¢
parao LVM foide 1,45a2,05 V.

De acordo os resultados obtidos, observou-se que para a IVM
(FIGURA 4.15 (A)) ha um aumento de intensidade de sinal at¢ 1,40 V e, apds
este potencial, a intensidade permanece praticamente constante. Sendo assim, o
potencial de 1,40 V foi selecionado para a determinacao da IVM. Para o LVM
(FIGURA 4.15 (B)), a intensidade da corrente comeca a aumentar em potencial
de 1,60 V e valores maximos de corrente sao obtidos em 1,90 V, sendo este o

potencial de trabalho selecionado.
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FIGURA 4.15 — (A) Voltamograma hidrodindmico obtido para IVM 50,0 pumol
L. Eletrolito suporte/solu¢io carregadora: H,SO,4 0,5 mol L™ (30 % v/v de
etanol), volume de inje¢do = 350 uL e vazdo = 2,6 mL min . (B) Voltamograma
hidrodindmico obtido para LVM 50,0 pumol L. Eletrlito suporte/solugio
carregadora: H,SO, 0,50 mol L', volume de injecdo = 350 uL e vazdo = 2,6 mL

1
min .
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Em seguida, avaliou-se a influéncia dos parametros do sistema FIA
como vazdo da solu¢do carregadora e volume da alga de amostragem nos
resultados obtidos. A variacdo da vazdao do eletrolito suporte/solucao
carregadora, foi realizada em um intervalo de 0,9 a 3,5 mL min ', utilizando-se
solucdes individuais de IVM 50,0 pmol L™ ¢ LVM 10,0 umol L™ e potenciais
de 1,40 e 1,90 V, respectivamente.

O sinal de corrente obtido para IVM aumentou com o aumento da
vazao da solugdo carregadora de 1,7 mL min ' até uma vazdo de 2,6 mL min ',
diminuindo ou mantendo-se constante em valores de vazdes mais elevados. Este
comportamento ja era esperado, pois a resposta eletroquimica aumenta com o
aumento da vazdo da solu¢do carregadora, uma vez que aumenta a taxa de
transporte de massa para a superficie do eletrodo, diminuindo,
consequentemente a camada de difusdo de Nernst e proporcionando um maior
sinal amperométrico. Este aumento de sinal aumenta até determinado valor e
depois tende a se manter constante. Assim, a vazdo de 2,6 mL min_' foi
selecionada para os estudos posteriores, FIGURA 4.16 (A).

No caso do LVM houve um aumento do sinal analitico de 1,5 mL
min_' até a vazdo de 3,5 mL min '; FIGURA 4.16 (B). Entretanto, os perfis dos
amperogramas obtidos (ndo apresentados) nao ficaram bem definidos em vazdes
acima de 3,0 mL min . Este comportamento sugere que a passagem da solugo
¢ muito rapida no detector eletroquimico, havendo assim, uma distor¢ao da
resposta amperométrica obtida. Desta maneira, escolheu-se uma vazao de 3,0

. -1 . . ;.
mL min * para os estudos posteriores, o qual apresentou um resposta satisfatoria.
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FIGURA 4.16 — Intensidades dos sinais de corrente em funcdo da vazao do

eletrolito suporte/solucdo carregadora para (A) IVM 50,0 umol L™ e (B) LVM
10,0 pmol mol L™

Por ultimo, avaliou-se o efeito do volume da al¢a de amostragem na

intensidade do sinal analitico em funcdo dos diferentes volumes empregados

para a al¢ca de amostragem. Variou-se o volume de solucao padrao ou de amostra

injetada (de 50 a 500 pL) na célula eletroquimica do sistema em fluxo, usando
solucdes padrdes individuais de LVM 10,0 pmol L™ e IVM 50,0 pmol L7,
FIGURA 4.17.
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FIGURA 4.17 — Intensidades dos sinais de corrente de IVM 50,0 pmol L' (A)

e LVM 10,0 pmol L™ (B) em funcio do volume da al¢a de amostragem: 100 a

500 pL em H,S0,0,05 mol L.
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De acordo com os dados obtidos (FIGURA 4.17), observou-se um
aumento do sinal de corrente com o aumento de volume de injegao, alcangando
um valor méximo e permanecendo constante nos valores mais elevados. Este
comportamento pode ser explicado pelo efeito de dispersdao da amostra entre o
injetor ¢ o detector, assim, quanto menor o volume injetado menor a intensidade
do sinal, pois a dispersdo da amostra pode se estender por toda zona de
amostragem. A dispersao ¢ uma caracteristica dos sistemas FIA, sendo causada
pelo surgimento de um gradiente de concentragdo da espécie de interesse nas
extremidades da zona da amostra; esta dispersao causard maior efeito de
diluicdo quanto menor for o volume injetado. Desta forma, os volumes das algas
de amostragem selecionados para os o desenvolvimento do trabalho foram de
350 puL para IVM e de 450 pL para o LVM.

Sao apresentados nas FIGURA 4.18 e FIGURA 4.19 os
amperogramas obtidos apds suscessivas injecdes (em triplicata) de solugdes
padrdes de cada anti-helmintico usando o eletrodo de BDD-CPT ou BDD-APT.
As concentragdes das solugdes injetadas variaram de 0,60; 1,00; 3,00; 5,00;
7,00; 10,0; 30,0 e 50,0 umol L' para IVM e de 0,01; 0,06; 0,10; 0,30; 0,60;
1,00; 3,00 a 6,00 umol L para LVM. Construiram-se entdo, as respectivas
curvas analiticas (insertes da FIGURA 4.18 e FIGURA 4.19) para ambos os

anti-helminticos e as seguintes curvas de analiticas foram obtidas:

Lo/ pA = 0,0025 + 0,022 ([IVM] pmol L™); (r = 0,9994)
L/ uA =0,172 + 0,381 ([LVM] pmol L™); (r = 0,9998)

O calculo do LD foi realizado utilizando-se o método da relagao
sinal-ruido'>'*
(2 S/N ou 3 S/N). Desta maneira os LDs obtidos foram de 0,30 pmol L™ (2 S/N)

paraaIVM e 1,0 nmol L™ (3 S/N) para o LVM.

. Neste caso a relagao utilizada foi de 2 ou 3 vezes o sinal/ruido
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Para o LVM, o LD obtido neste trabalho apresentou menor valor
(1,0 nmol L") quando comparados aos valores obtidos nos dois métodos
eletroanaliticos encontrados na literatura descritos por SADEGHI et al.” (1,00
pumol L") e por HOLBROOK et al.”' (4,0 nmol L™"). Ademais, no caso da IVM,

nao ha trabalhos eletroanaliticos para a determinagao deste analito.

124 A)

1/ pA

1000 2000 3000 4000 5000
t/s

I/ pA

0 10 20 30 40 50

[IVM] /mol L'

FIGURA 4.18 — (A) Amperograma obtido empregando-se o eletrodo de BDD
em solucao de IVM em diferentes concentragdes: 0,60; 1,00; 3,00; 5,00; 7,00;
10,0; 30,0 e 50,0 umol L. (B) Curva analitica obtida para a IVM. Eletrolito
suporte/solugdo carregadora: H,SO,40,5 mol L™ (30 % v/v de etanol), volume de
inje¢do: 350 pL e vazdo: 2,6 mL min . Os sinais obtidos em A ¢ D (FIGURA

A) sao correspondentes a duas amostras comerciais.
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FIGURA 4.19 — (A) Amperograma obtido empregando-se o eletrodo de BDD
em solu¢ao de LVM em diferentes concentracgoes: 0,01; 0,06; 0,10; 0,30; 0,60;
1,00; 3,00 e 6,00 pmol L. (B) Curva analitica obtida para o LVM. Eletrolito
suporte/solucdo carregadora: H,SO, 0,50 mol L', volume de injegdo: 450 uL e
vazdo: 3,0 mL min . Os sinais de corrente obtidos em E (FIGURA A) sdo

correspondentes a uma amostra comercial.

A frequéncia analitica para cada método foi calculada nas
condigdes anteriormente apresentadas, obtendo-se valores de 48 e 56

determinagdes por hora para IVM e LVM, respectivamente.
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As repetibilidades intra-dia foram determinadas por medidas
sucessivas no mesmo dia (n = 10), para solugdes padrdes de IVM ¢ LVM em
duas diferentes concentracdes. Para o estudo da repetibilidade inter-dias foram
utilizados os desvios das correntes de pico obtidas para medidas feitas ao longo
de 5 dias (n = 5), sendo as solucdes padrdes preparadas diariamente em duas
concentragdes diferentes de IVM e LVM. Na TABELA 4.5 sdo apresentados os
RSDs obtidos para as diferentes concentragdes de IVM ¢ LVM nos estudos de
repetibilidades, com valores satisfatorios abaixo de 5,1 %, indicando uma boa

repetibilidade do procedimento desenvolvido.

TABELA 4.5 — Resultados obtidos para os estudos de repetibilidade intra e

inter-dias
Repetibilidade Intra-dia Inter-dias
(RSD %)’ (RSD %)~
IVM (umol L)
3,00 5,05 2,54
10,0 1,36 3,21
LVM (umol L")
0,30 3,03 4,09
1,00 4,75 3,95

*n=10;**n=>5

Para investigar os possiveis interferentes no método proposto, o
comportamento amperométrico dos dois anti-helminticos (IVM (10,0 pmol L ™)
e LVM (1,00 pmol L ™)) separadamente e na presenca de diversas substincias
como: lactose, amido (1 %), glicerol, propilenoglicol substancias geralmente
presentes nas formulagdes farmacéuticas e uréia geralmente presente em urina,
foram estudadas.

Foram estudadas as razdes de concentracdo do analito:interferente
de 1:1 e 1:10, no caso da lactose, amido e uréia. Para o glicerol e o
propilenoglicol (estudo feito apenas para a IVM), as razdes foram de 1:500 e

1:750 (IVM:interferente), uma vez que estas sdo as proporc¢des aproximadas nas
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amostras analisadas. Com base nos resultados obtidos (ndo mostrados), foi
possivel concluir que essas substancias nao interferem de forma significativa na
determinagdo de ambos os analitos, uma vez que os valores em percentagem das

interferéncias obtidas foram menores que + 10 %.

4.1.2.3.2 — Métodos comparativos — absor¢ao espectrofotométrica
no ultravioleta visivel (UV-Vis) e titulagao

potenciométrica

Foram adotados como métodos comparativo, os métodos de

3 para a IVM e a titulagdo

absorcdo espectrofotométrica no UV-Vis
potenciométrica'”’ (método da Farmacopéia Britanica) para o LVM com a
finalidade de avaliar o desempenho do método eletroanalitico desenvolvido
empregando-se amperometria acoplada ao sistema FIA e o eletrodo de BDD na
determinacgao individual de IVM e LVM.

As condigdes experimentais foram empregadas de acordo com o
descrito na parte experimental (segoes 3.3.5.2 € 3.3.5.3).

Os espectros de UV obtidos para IVM em A de 245 nm sdo
apresentados na FIGURA 4.20 em diferentes concentracdes de solu¢des padrao

de IVM (5,00 pmol L™ a 50,0 pmol L") e a respectiva curva analitica

(inserida).
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FIGURA 4.20 - Espectros obtidos para diferentes concentracdes de solugao de
IVM (5,00 pmol L™"; 7,00 pmol L™"; 9,00 pmol L™"; 10,0 pmol L™"; 20,0 pmol
L' 30,0 umol L' 40,0 umol L' e 50,0 umol Lfl) em metanol e A =245 nm e

a curva analitica obtida (inserte).

A equacdo da curva analitica obtida para a IVM foi:

Abs / u.a. = —0,00379 + 3,26 x 10* ([IVM] mol L™); (r = 0,999)

Sao apresentados na FIGURA 4.21 os resultados obtidos na
quantificagdo da amostra farmacéutica de LVM, utilizando-se a titulacao
potenciométrica e empregando-se solugdo padronizada de NaOH 0,12 mol L™
Como pode ser observado nesta figura, dois pontos de inflexdo foram obtidos
nos volumes de titulante iguais a 0,4 ¢ 3,4 mL, sendo que o primeiro volume de
equivaléncia esta relacionado a titulagdo do CI™ adicionado (HCI inicialmente
adicionado a amostra), ¢ o segundo ponto de inflexdo esta relacionado ao
cloridrato da molécula de LVM. A figura inserida ¢ o grafico da primeira

derivada da curva de titulagdo potenciométrica obtida.
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Empregando-se a diferenca entre os dois volumes de equivaléncia
obtido nesta titulacdo, calculou-se o teor de LVM na amostra de acordo com a
relacdo fornecida pela Farmacopéia Britanica'>’ de que 1 mL de NaOH 0,10 mol

L' ¢ equivalente a 24,08 mg de cloridrato de LVM.

240+ .
| ™
120 ) > -250
. . = w500
0_" < 750
1 M-_-moo
> ] 0 1 2 3 4 5
g -120- 5‘. Volume y o/ mL
= 40! "
3601 L

Volume de NaOH / mL

FIGURA 4.21 — Curva da titulacdo potenciométrica do LVM com o titulante
NaOH (0,12 mol L") e grafico da primeira derivada da curva de titulagio

(inserte).

Finalmente, a fim de avaliar o procedimento desenvolvido,
empregando-se o eletrodo de BDD e a técnica de amperometria acoplada ao
sistema FIA para a determinacdo individual de IVM e LVM, foram analisadas
trés amostras comerciais farmacéuticas de IVM e uma amostra comercial de
LVM.

Na FIGURA 4.18 e FIGURA 4.19, apresentadas anteriormente,
também sdo mostrados os sinais transientes obtidos apods injecdes em triplicata
das solugdes de duas amostras farmacéuticas de IVM (A e D) e de uma amostra
de LVM (E).

Na TABELA 4.6 sdao apresentados os resultados obtidos na analise
dessas amostras que foram comparados com os resultados obtidos por absorc¢ao

143

espectrofotométrica no ultravioleta visivel — UV-Vis™ (para IVM) e por
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titulagdo potenciométrica'?’ (para LVM). Para cada amostra calculou-se o desvio
padrao de trés injecdes e as quantidades de IVM e LVM em cada amostra foram
determinadas por interpolagdo nas respectivas curvas analiticas obtidas

anteriormente.

TABELA 4.6 — Resultados obtidos na determinacdo de IVM e LVM em

formulacdes farmacéuticas pelo método amperométrico proposto ¢ pelos métodos

comparativos
Analito Amostras Método Método Errob(%)
comparativo® amperométrico”
IVM A* 1,33 +£0,01 1,47 £0,02 + 10
IVM B* 1,17 £0,01 1,09 £ 0,01 -6,8
IVM C* 1,13 +£0,00 1,14 £ 0,04 +0,88
IVM D** 15,1+£0,1 16,4 +0,5 + 8,6
LVM E** 151 £3 147+9 -2,6
a)n=3

b) Média do erro (%) = 100 x [(valor amperométrico — valor comparativo) /
valor comparativo].
* (mg/ 100 mL)

** (mg/ comprimido)

Como pode ser observado na TABELA 4.6, os resultados obtidos
por amperometria estdo em concordancia com os resultados obtidos
empregando-se os métodos comparativos.

Aplicou-se o teste f-pareado para verificar a concordancia dos
resultados obtidos empregando-se os métodos descritos. Para a IVM o valor de ¢

obtido (Zexperimentat = 1,24) foi inferior ao valor critico tabelado (Zeitico = 3,18, a =
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0,05) e, para o LVM, o valor de ¢ obtido (fexperimentat = 2,08) foi inferior ao valor
critico tabelado (Zuiico = 2,35, a = 0,05) indicando que ndao ha diferenca
significativa entre os teores encontrados em um nivel de confianca de 95 %.
Ademais, os erros relativos sao aceitaveis.

O método proposto também foi utilizado para a determinagdo de
IVM e LVM em amostras de urina sintética dopadas. Os resultados obtidos para
as recuperagdes de IVM e LVM sao mostrados na TABELA 4.7. Como pode ser
observado, o procedimento amperométrico desenvolvido usando o eletrodo de
BDD apresentou valores de recuperagdao de IVM e LVM bastante satisfatorios,
indicando que nao ha interferéncia da matriz da amostra e que os métodos
desenvolvidos neste trabalho de tese podem ser utilizados para a determinacao
de ambos os analitos em amostras de urina.

Ademais, considerando os valores de IVM e LVM eliminados via
urinaria (0,32 umol L™ para a IVM e 31,2 umol L™' para o LVM) , os valores
obtidos para o LD sdo satisfatorios para detectar qualquer um dos compostos em

amostras de urina.

TABELA 4.7 — Estudos de adi¢ao e recuperacdo de IVM ¢ LVM em amostras

de urina
Método Amperométrico
Analito Amostras Adicionado Encontrado® Recuperacao
de urina (mol L™ (mol L™ (%)
IVM A 6,0<10°  (58+0,1)x10° 97
IVM B 1,L0x10°  (9,5+0,1)x10°° 95
LVM C 30107 (3,240,0)x 107’ 107
LVM D 1,5x10°  (1,5+0,0)x10° 100

a)n=23
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4.1.3 — Determinac¢ao simultinea de ABZ-SO e LVM utilizando-se
um sistema FIA e deteccio por amperometria de multiplos

pulsos (MPA)

Este método foi desenvolvido para a determinagdo simultanea de
dois anti-helminticos ABZ-SO e LVM utilizando-se um sistema de analise por
injecdo em fluxo com deteccdo amperométrica de multiplos pulsos (FIA-MPA)
empregando-se o eletrodo de BDD-APT.

Esta combinagdo de principios ativos nao ¢ vendida em nenhuma
formulacdo farmacéutica, porém, hd estudos que sugerem que o uso da
combinac¢do de principios ativos com mecanismos de agdo diferentes pode ser
uma medida para melhorar a eficacia de cada principio ativo isoladamente, até
mesmo na prevencao da resisténcia parasitaria, podendo, desta forma, ocorrer a
injestdo destes farmacos simultaneamente.

Como ja citado anteriormente, o ABZ ¢ detectado principalmente
na forma de ABZ-SO na urina, por isso o método desenvolvido propde a

determinagao de ABZ-SO, ao invés de ABZ, simultanecamente ao LVM.

4.1.3.1 — Investigacao do comportamento eletroquimico de ABZ-
SO e LVM e efeito de diferentes pré-tratamentos

eletroquimicos aplicados ao BDD

Como ja discutido anteriormente, o LVM apresenta boa resposta em
H,S0O, e seu potencial de pico de oxidacdo e intensidade de sinal ndo diferencia
muito nas diferentes concentra¢des do acido (VER FIGURA 4.11).

O ABZ-SO ¢ o produto da oxidagdo do ABZ (como descrito na
introducdo) e o potencial do pico de oxidagdo varia com o aumento do pH

conforme apresentado na FIGURA 4.22. Também pode ser observado nesta
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figura que o potencial de oxidagdo e intensidade do sinal analitico diminuem

com o aumento de pH.

| —pH=03
244 ——pH=2,9 n

1/ pA

04 08 12 16
E/Vvs. Ag/AgCl

FIGURA 4.22 — Voltamogramas otidos por SWV para ABZ-SO 47,6 pmol L™
em diferentes valores de pH: 0,3 (-); 2,9 (-); 6,7 (-=); 10,3 (<) e 11,9 (=) em
solucdao padrao de tampao BR e H,SO, (pHcong 0,30). (f = 20 s a=30mV,
AE;=3 mV).

Os valores de pHcog de 0,3 € 2,9 foram os que apresentaram a
maior intensidade de corrente para o ABZ-SO. Como o objetivo deste trabalho ¢
a determinagao simultanea do ABZ-SO e LVM e considerando-se que o LVM
apresenta maior estabilidade em meio acido e que quanto maior o valor de
pHcong mais o pico de oxidacdo do ABZ-SO esta deslocado para valores mais
proximo de zero, porém com menor intensidade de sinal analitico, utilizou-se
para a determinagdo simultinea destes anti-helminticos, como eletrolito
suporte/solugdo carregadora uma solugao de H,SO4 0,05 mol L' (pHeong 1,3,

valor entre 0,3 e 2,9).
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4.1.3.1.1 — Pré-tratamento eletroquimico

No caso do LVM ja era conhecido de estudo anterior que o BDD-
APT apresenta melhora do sinal analitico na oxidacdo do LVM, assim, foi
avaliado o efeito dos dois pré-tratamentos para 0 ABZ-SO e os voltamogramas
obtidos sdo apresentados na FIGURA 4.23. De acordo com os resultados
obtidos, o valor de intensidade de pico, quando o pré-tratamento anodico foi
realizado, foi aproximadamente 1,5 vezes maior que para o pré-tramento
catodico e ainda ha uma melhora quanto a defini¢do de pico utilizando-se o
BDD-ATP. Desta maneira, escolheu-se 0o BDD-APT para os estudos posteriores
na determinagao simultinea de ABZ-SO ¢ LVM.

10- ——BDD-APT
——BDD-CPT

-2 T T T T T
1,2 1,3 1,4
E/Vvs. Ag/Ag Cl

FIGURA 4.23 — Voltamogramas ciclicos obtido na oxidagao de ABZ-SO 47,6
umol L™ em solucdo de H,SO4 0,05 mol L™ utilizando um BDD-APT (=) e
BDD-CPT (-).
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4.1.3.2 — Determinacio amperométrica de ABZ-SO e LVM e
aplicacio do método proposto na determinagciao de

amostras de urina

4.1.3.2.1 — Otimizacio dos parametros amperométricos e do

sistema FIA-MPA

Inicialmente realizou-se um estudo da variagdo do potencial
aplicado, em relacdo a intensidade do sinal analitico obtido para a oxidagdo de
ambos analitos, utilizando-se a técnica de amperometria. Para este estudo,
partiu-se do conhecimento adquirido no estudo de CV, feito anteriormente, onde
0 ABZ-SO e LVM apresentaram picos de oxidac¢ao proximos a 1,30 Ve 1,75V,
respectivamente.

Os voltamogramas hidrodindmicos obtidos neste estudo sao
apresentados na FIGURA 4.24, nos quais observou-se um aumento mais
acentuado de intensidade de sinal com o aumento do potencial aplicado de 1,25
até 1,40 V para 0 ABZ-SO 50 pmol L' em H,SO, 0,05 mol L™' (FIGURA 4.24
(A)), acima deste potencial a intensidade de sinal continua aumentando, porém,
esse aumento ¢ menos acentuado, assim, escolheu-se o potencial de 1,40V para
o desenvolvimento do trabalho, uma vez que, em potenciais maiores comega a
ocorrer a oxidagdo do LVM, o que dificultaria a determina¢do simultanea dos
dois compostos.

No caso do LVM (FIGURA 4.24 (B)), a intensidade de sinal
aumenta com o aumento do potencial aplicado, atingindo uma estabilidade da
intensidade de sinal em potencial proximo a 2,00 V, porém em potenciais acima
de 1,95 V houve perda de definicdo do sinal analitico dos amperogramas (nao

apresentados), escolhendo-se assim, como potencial de trabalho 1,90 V.
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FIGURA 4.24 — (A) Voltamograma hidrodindmico obtido para ABZ-SO 50,0
umol L™'. (B) Voltamograma hidrodindmico obtido para LVM 50,0 umol L.
Eletrolito suporte = H,SO, 0,05 mol L', volume de inje¢do = 350 uL e vazdo =
2,6 mL min .

Como a técnica de MPA permite a aplicagdo de até dez pulsos de
potenciais sequénciais (tempo de aplicagdo de cada pulso na ordem de
milisegundos) em funcao do tempo, o estudo do tempo de aplicagdo de cada
pulso ¢ um parametro a ser estudado quando se utiliza a técnica de MPA. Assim,
realizou-se este estudo fixando-se os potencias de trabalho em 1,40 Ve 1,90 V e
variando-se o tempo de aplica¢ao do pulso de 100 a 300 ms.

Os graficos de magnitude de corrente em fungdo do tempo de
aplicagdo do pulso de potencial sao apresentados na FIGURA 4.25. Observou-se
que a magnitude de sinal diminuiu consideravelmente com o aumento do tempo
de aplicagdo do pulso de potencial para a deteccio do ABZ-SO. Esse
comportamento também ¢ observado para o LVM, porém ndo de forma tao
acentuada.

Considerando-se que na técnica de MPA, o tempo de uma mesma
analise ¢ proporcional ao tempo de aplicacdao dos pulsos de potencial (limitagao
do software utilizado), baixos tempos proporcionam pouco tempo de analise,
impossibilitando assim a constru¢do de uma curva analitica e analise das

amostras em um mesmo amperograma, além de que, baixos tempos, no caso do
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ABZ-SO, apresentaram uma linha base instavel. Desta forma, optou-se por
utilizar o tempo de aplicagdo de pulsos de 200 ms para ambos analitos, o qual

proporcionou um tempo de analise suficiente e com linha base estavel.

ol ® m ABZSO
® LVM
®
8_
o
< ° .
< 6-
4] m
| ] [ ] [ | ||
80 120 160 200 240 280
t/ms

FIGURA 4.25 — Intensidades dos sinais de corrente em func¢ao do tempo de
aplicacdo de pulsos de potenciais: (e) ABZ-SO 50,0 pmol L', pulso de
potencial: 1,40 V ¢ (m) LVM 10 pmol L™, pulso de potencial: 1,90 V. Eletr6lito
suporte/solugdo carregadora = H,SO, 0,05 mol L

Para a determinagdo simultidnea do ABZ-SO e LVM, nos estudos de
vazao do sistema e volume da alga de amostragem, os analitos foram avaliados
concomitantemente.

Realizou-se o estudo da vazao da solugdo carregadora avaliando-se,
como a variacdo da vazao do sistema influencia na intensidade de corrente para
solugdes padrdes de ABZ-SO 50,0 pmol L™ ¢ LVM 10,0 pmol L™'. Neste
estudo, avaliou-se as vazdes de 1,4 mL min ' a 3,5 mL min'. Como ja
discutido, o sinal analito deve aumentar com o aumento da vazao da solugado

carregadora.
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Observando-se a FIGURA 4.26, nota-se um crescente aumento da
intensidade do sinal de corrente até uma vazio de 3,0 mL min' para ambos os
compostos e, apds esta vazado nao se observa variacOes siginificativas nas
intensidades de corrente. Sendo assim, selecionou-se a vazio de 3,0 mL min '

para os estudos posteriores.

6,2
2,14 (A) - ABZ-SO - (B)-LVM u u
[ ] 6,0
2,0
T 5,81 "
1,9-
< <« _
= 18 - 3 5,6 [ ]
= ~ 54- n
1,71 -
u 5,24
16{ m u
5,0

12 18 24 30

~ - -1
Vazio / mL min

3.6

12 18 24 30

Vazdo / mL min”'

3.6

FIGURA 4.26 — Intensidades dos sinais de corrente em funcdo da vazao do
eletrolito suporte/solucdo carregadora (H,SO,4 0,05 mol L") para (A) ABZ-SO
50,0 pmol L™ ¢ (B) LVM 10,0 pmol mol L™".

O efeito do volume da al¢a de amostragem, de 100 a 500 uL, sobre
o sinal analitico do sistema FIA-MPA foi investigado para solugdes padroes de
ABZ-S0 50,0 umol L'eLVM 10,0 umol L 'em solucao carregadora de H,SO,
0,05 mol L™'e de vazdo 3,0 mL min .

Como ja discutido anteriormente, o aumento do volume da alca de
amostragem proporciona um aumento da magnitude do sinal analitico até
alcancar um valor maximo e permanecendo praticamente constante em volumes
maiores. Deste modo, na FIGURA 4.27, observa-se um aumento do sinal
analitico até um volume de 350 puL para ambos os compostos e, em volumes
superiores, o sinal analitico permaneceu praticamente constante. Assim, o

volume da al¢a de amostragem selecionado foi de 350 pL.
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FIGURA 4.27 — Intensidades dos sinais de corrente d¢ ABZ-SO 50,0 pmol L™
(A) e LVM 10,0 umol L™ (B) em fungdo do volume da al¢a de amostragem:
100 a 500 uL em H,SO4 0,05 mol L.

4.1.3.2.2 — Comportamento amperométrico do ABZ-SO ¢ LVM

frente a sequéncia de aplicacao dos pulsos de potencial

Apos a escolha dos potenciais de trabalho, dos tempos de aplicagao
dos pulsos e da otimiza¢do dos parametros do sistema FIA, foi realizada a
aplicacdo de uma sequéncia de dois pulsos de potencial (1,40 ¢ 1,90 V) em
fungdo do tempo para solugdes padrdes de ABZ-SO e LVM.

Sao apresentados na FIGURA 4.28 os amperogramas obtidos para
este estudo e a sequéncia de aplicagdo dos dois pulsos, os quais foram:

l. Eger1 = +1,40V / 200 ms: pulso de potencial no qual ocorre a
oxidag¢ao apenas do ABZ-SO;

2. Egerr = +1,90V / 200 ms: pulso de potencial no qual ocorre a
oxidagao de ambos os analitos (ABZ-SO e LVM).

As solugdes foram injetadas em triplicata na ordem: ABZ-SO (5,00
umol L™); LVM (1,00 pmol L™"); e a mistura de ABZ-SO + LVM nas mesmas

concentracoes.
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FIGURA 4.28 — (A) Sequéncia de aplica¢do dos pulsos de potencial em fungao
do tempo. (B) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD-APT e solu¢des de ABZ-SO 5,00 umol L', LVM 1,00 umol
L™ e ABZ-SO + LVM nas mesmas concentracdes. Eletrolito suporte/soluc¢io
carregadora: H,SO, 0,05 mol L™, volume de inje¢do = 350 pL e vazdo = 3,0 mL

. -1
min .

Pode-se observar na FIGURA 4.28 que em Ey.; (1,40 V) a corrente
aumenta apenas ao injetar as solu¢des contendo apenas ABZ-SO ou a mistura
(ABZ-SO + LVM), assim, em ambos os casos o sinal de corrente obtido em
E4e1 esta relacionado somente com a oxidagdo do ABZ-SO. Porém, em Egy,
(1,90 V) observa-se que a intensidade de corrente aumenta ao injetar solugdes
contendo somente LVM, somente ABZ-SO ou a mistura (ABZ-SO + LVM),
1sso significa que a intensidade de corrente obtida neste potencial (Eg,) esta
relacionada a oxidag¢dao de ambas as espécies.

Desta maneira, o sinal de corrente obtido em Ey; ¢ proporcional a
concentracdo apenas de ABZ-SO (Iagz.so = Irder1) €, O sinal de corrente obtido
em Ey., € proporcional a soma das concentragdes de ambos os analitos (ABZ-
SO + LVM). Portanto, a quantificacdo de ABZ-SO pode ser feita de forma

direta em Ey 1, enquanto a quantificacdo do LVM ¢ feita de maneira indireta em
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Eqe2 sendo necessario a subtracdo das correntes (/pyv = Irqet2 — Irder1) para se
obter os valores de corrente correspondente apenas a concentracao de LVM.

No entanto, a amplitude de corrente obtida em Eg4; para o ABZ-SO
ndo ¢ igual a amplitude de corrente obtida para a mesma concentracdo de ABZ-
SO em E4», uma vez que o potencial de pulso aplicado ¢ diferente. Assim, a
diferenca entre estes sinais de corrente pode ser quantificada empregando-se um
fator de corre¢do, dividindo-se o valor de corrente obtido para uma solugdo de
ABZ-SO em 1,90 V pela corrente obtida em 1,40 V, ou seja:

Fator de corre¢do (FC) = Ixpz-50 1,00v/ aBZ-50 1.40v

O FC foi calculado para diferentes concentragdes ¢ a média dos
valores encontrados entre todos os pontos foi de 2,62 + 0,07. Na TABELA 4.8
sao apresentados a variagdo do FC em func¢do da concentracdo de ABZ-SO ¢ a

média obtida.

TABELA 4.8 — Variacdo do FC em func¢do da concentracdo de ABZ-SO ¢ a

média dos valores

Concentracao de ABZ-SO FC* Média do FC
(umol L_l)
2,00 2,60
3,00 2,48
6,00 2,63
10,0 2,64
20,0 2,55 2,62+0,07
40,0 2,62
60,0 2,63
80,0 2,69
100,0 2,74

*n=73

Sendo assim, para se obter a mesma amplitude de corrente para o
ABZ-SO em E4 ) € E4p multiplicou-se Eqe por 2,62, e a amplitude de corrente
proporcional a concentragao de LVM foi I ym = Tgdets — ([Edet1 X 2,62).

Em continuagdo aos estudos, foi realizado um experimento com

sucessivas injecoes de solucdes padroes de ABZ-SO + LVM em concentragdes
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crescentes. Os amperogramas obtidos para as sucessivas injegoes da mistura e as

respectivas curvas analiticas obtidas sao apresentados na FIGURA 4.29.

As curvas analiticas apresentaram boas linearidades para 0ABZ-SO

e LVM com as seguintes equacoes de reta:

L/ pA =—0,133 + 0,145 ([ABZ-SO] pmol L™); = 0,9995
L/ pA =0,0313 + 2,40 ([LVM] pmol L™); = 0,9971
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FIGURA 4.29 — (A) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se
o eletrodo BDD-APT em diferentes concentracdoes de ABZ-SO (=) e LVM (=).
Concentracdes de ABZ-SO: 2,00; 6,00; 10,0; 30,0; 60,0; 80,0; 100,0 umol L'e
LVM: 0,03; 0,08; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; ¢ 1,00 pmol L (B) curva analitica
obtida para o ABZ-SO e (C) curva analitica obtida para o LVM. Eletrdlito
suporte/solucdo carregadora = H,SO, 0,05 mol L™, volume de injecdo = 350 pL
e vazio = 3,0 mL min ', E 1,40 ¢ 1,90 V. Os sinais obtidos em a ¢ b

correspondem a duas amostras analisadas.

Os LDs foram determinados utilizando-se o método da relagao

123,142

sinal-ruido . Neste caso, a relagdo utilizada foi de 3 vezes o sinal do ruido (3
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S/N). Desta maneira os LD obtidos para ABZ-SO e LVM foram iguais a 1,00
umol L™ e 6,0 nmol L™, respectivamente.

A frequéncia analitica do método foi calculada nas condigdes
anteriormente apresentadas, obtendo-se um valor de 53 determinagdes por hora
para ABZ-SO e LVM.

A repetibilidade intra-dia foi determinada por medidas sucessivas
no mesmo dia (n = 10), para solu¢des padrdes de ABZ-SO + LVM em duas
diferentes concentragdes (FIGURA 4.30). Os RSDs obtidos para as diferentes
concentragdes de ABZ-SO (6,00 ¢ 60,0 pmol L") e LVM (0,08 ¢ 0,60 pmol
L") sdo apresentados na TABELA 4.9.

Para o estudo da repetibilidade inter-dias foram realizadas medidas
em trés diferentes dias (n=3) com diferentes solucdes padroes de ABZ-SO +
LVM em duas diferentes concentragdes. Os RSDs obtido para as diferentes
concentragdes de ABZ-SO e LVM sao apresentados na TABELA 4.9.

Os valores obtidos tanto para a repetibilidade intra-dia quanto para
a repetibilidade inter-dias, foram satisfatérios apresentando RSDs menores ou
igual a 8,90 %, indicando assim uma boa repetibilidade do procedimento

desenvolvido.
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TABELA 4.9 —Resultados obtidos nos estudos de repetibilidade intra e inter-
dias para ABZ-SO e LVM

Repetibilidade Intra-dia Inter-dias
(RSD %)" (RSD %)""

ABZ-SO (umol L)

6,00 1,35 2,93
60,0 0,64 0,97

LVM (umol L")

0,08 6,60 6,48
0,60 6,00 8,89

*n=10; **n=3

1pA‘

1,90V _AMAMAMAM.JUL

3|JA‘ MN
1,40V AN AAAA UL

UL
0 500 1000 1500 2000
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FIGURA 4.30 — Amperogramas obtidos empregando-se o eletrodo de BDD-
APT em solucdes de ABZ-SO + LVM em duas concentragdes diferentes de
ABZ-SO (6,00 e 60,0 pmol L™") (=) e LVM (0,08 ¢ 0,60 pmol L™") (=) (n = 10).
Eletrolito suporte /solucdo carregadora: H,SO,4 0,05 mol L_l, volume de injecao

=350 pL e vazdo = 3,0 mL min .
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Para investigar a seletividade do método proposto, o
comportamento amperométrico da mistura de ambos os compostos na presenca
de uréia, composto presente em urina, foram estudados.

As razdes de concentracdes entre o analito ¢ os interferentes
estudados foram de 1:1 e 1:10 (ABZ-SO/LVM : interferente). Com base nos
resultados obtidos (ndo mostrados), foi possivel concluir que a uréia, principal
substancia contida na wurina, ndo interferiu de forma significativa na
determinagdo de ABZ-SO e LVM (10,0 pmol L"), uma vez que a percentagem
das interferéncias obtidas foram menores do que + 10%.

Foram analisadas duas amostras de urina sintética dopadas com
ABZ-SO e LVM em diferentes concentragcdes ¢ os resultados obtidos para as
recuperagdes de cada analito sdo mostrados na TABELA 4.10. Como pode ser
observado, o procedimento FIA-MPA desenvolvido empregando-se o eletrodo
de BDD-APT apresentou valores de recuperagdes bastante satisfatorios para
ambos os analitos, indicando que nao ha interferéncia significativa da matriz da
amostra ¢ que o método proposto pode ser aplicado na determinacdo de amostras
de urina.

Adicionalmente, considerando-se os intervalos lineares de
concentragdes das curvas analiticas obtidos e as concentragdes destes compostos
normalmente encontrados na urina ¢ possivel determinar ambos analitos

simultaneamente nesta matriz biologica.
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TABELA 4.10 — Estudos de adicdo e recuperagdo de ABZ-SO ¢ LVM em

amostras de urina sintética

FIA-MPA
Analito  Amostras  Adicionada Encontrada’ Recuperacio
de urina (mol L) (mol L") (%)
ABZ-SO a 6,0 x 10° (5,9+0,3)x 10° 98,3
LVM a 1,5x 1077 (1,5+0,1)x 107’ 100
ABZ-SO b 3,0x10° (2,8+0,0) x 10~ 93,3
LVM b 6,0 x 107’ (5,9+0,3) x 107’ 98,3

*n=13

4.2 — Determinacio de anti-hipertensivos

Nesta parte do trabalho propds-se um método para a determinacao
simultanea de dois anti-hipertensivos HTZ e ENP utilizando-se um sistema de
analise por injecao em fluxo com deteccdo amperométrica de multiplos pulsos

(FIA-MPA) empregando-se um eletrodo de BDD-CPT.

4.2.1 — Investigacdo do comportamento eletroquimico do HTZ e
ENP e estudo do efeito de diferentes pré-tratamentos

eletroquimicos aplicados ao eletrodo de BDD

Inicialmente foram realizados experimentos de CV a fim de avaliar
o comportamento eletroquimico do ENP ¢ HTZ sobre eletrodo de BDD. Os
resultados experimentais obtidos sdo apresentados na FIGURA 4.31e
mostraram que a HTZ e o ENP apresentaram resposta eletroativa no sentido

positivo de varredura de potencial (oxidagdo) em H,SO4 0,05 mol L™ .
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Foi encontrado na literatura apenas um artigo descrevendo-se um
método eletroanalitico para a determinagdo de ENP. Neste trabalho,
GUSAKOVA ¢ IVANOVSKAYA™, determinaram ENP em soro sanguineo por
voltametria de redissolu¢do anddica utilizando um eletrodo de filme de
mercurio. O ENP apresentou um pico de oxidagao proximo a —0,90 V apos uma
etapa de pré-concentracdo por 5 min. No entanto, este pico de oxidacdo para o
ENP nao foi observado empregando-se o eletrodo de BDD.

No caso da HTZ encontram-se na literatura alguns trabalhos que
relatam seu perfil eletroquimico e a sua determinagdo individual, utilizando-se

L. /o 85.86
técnicas eletroanaliticas™™"".

100 500
(A)- HTZ (B) - ENP
80+ 400-
60+ 300-
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0+ 0-
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FIGURA 4.31 — Voltamogramas ciclicos (=) obtidos para (A) HTZ 1,00 mmol
L'e (B) ENP 1,00 mmol L 'em solu¢do de H,SO,4 0,05 mol L', v=50mVs"

(-) voltamogramas para a solugdo do branco (H,SO40,05 mol L™).

Como pode ser observado na FIGURA 4.31 A, a HTZ apresenta
pico de oxidagdo proximo a 1,30 V e na FIGURA 4.31 B nota-se que o ENP
apresenta um potencial de oxidagdo elevado (> 1,70 V) e consequentemente
possui uma corrente de fundo também elevada, obtendo-se deste modo, pico de
oxidagdo com baixa definicdo. Desta maneira, para melhor comparar os
resultados dos estudos com relagdo ao pré-tratamento, ao eletrolito suporte,

utilizou-se a SWV para ambos os analitos.
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4.2.1.1 — Pré-tratamento eletroquimico

Com o objetivo de avaliar a melhora ou ndo da resposta
voltamétrica do eletrodo de BDD no processo de oxidacdo da HTZ e do ENP,
optou-se por realizar um estudo dos diferentes pré-tratamento (anddico e
catodico) do eletrodo de BDD (como descrito na se¢dao 3.3.1). Como pode ser
observado na FIGURA 4.32, o tratamento catéodico proporcionou um pequeno
aumento da magnitude de corrente de pico para ambos os analitos. Assim, nos
estudos futuros, foram realizados pré-tratamentos catodicos no eletrodo,
previamente as medidas voltamétricas/amperométricas.

Apos a selecdo do melhor pré-tratamento do eletrodo de BDD,
todos os dias eram feitos, antes das determinagdes voltamétricas, o seguinte pré-
tratamento do eletrodo BDD. Inicialmente era realizado o pré-tratamento
anddico, objetivando-se limpar o eletrodo por oxidagdo dos compostos
adsorvidos na sua superficie e, em seguida, era realizado o tratamento catodico

para condicionar a superficie do mesmo.

240+

200] “omer [\ O 201 BB
160 160+
E 1204 <_EL 1204
< 80 < 801
40 40+
0 0-

10 L1 12 13 14 15 16 14 15 16 17 18 19 20

E/Vvs. Ag/AgCl E/V vs. Ag/AgCl

FIGURA 4.32 — Voltamogramas de onda quadrada para (A) HTZ 0,50 mmol L™
e (B) ENP 0,50 mmol L™' empregando-se o eletrodo de BDD-CPT (=) ¢ BDD-
APT (=), H,S0,0,05mol L™, (/=30s",a=50mV , 4E,=3 mV).
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4.2.1.2 —Efeito do eletrolito suporte

Experimentos iniciais para HTZ e ENP foram realizados em
diferentes eletrdlitos suporte como tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 1,80), H,SO,
0,05 mol L™ (pHeona = 1,30) e nitrato de potassio 0,10 mol L (pH 2,00,
ajustado com 4cido nitrico).

Os voltamogramas obtidos para HTZ e ENP nos diferentes
eletrolitos suporte estdo apresentados na FIGURA 4.33 (A) e (B). A melhor
resposta obtida quanto a defini¢do de pico e intensidade de corrente de pico para
a HTZ foi em H,S0, 0,05 mol L' e para o ENP o H,SO, ndo apresentou a
melhor intensidade de sinal, porém apresentou a melhor defini¢do de pico (pico

menos alargado), sendo assim selecionado como eletrélito suporte.

_ Acido sulfiirico _|—— Acido Sulfiirico _
180- (A)-HTZ Nit”‘t? de potassio 100 |——Nitrato de potassio (B) - ENP
Tampio BR 80- Tampdo BR
< 120+ P 60-.
3 =

= = 40+
60+ 1
20+
—> 1
0 04

10 11 12 13 14 15 15 16 17 18 19

E/Vvs. Ag/AgCl E/Vvs. Ag/AgCl

FIGURA 4.33 — Voltamogramas de onda quadrada para a oxidacao de (A) HTZ
0,50 mmol L' e (B) ENP 0,50 mmol L' em diferentes eletrolitos suporte,
H,SO, (=), nitrato de potéssio (—) e tampdo BR (=) (f =30s ', a =50 mV , AE,
=3 mV).

Em seguida, estudou-se a influéncia da concentracdo do H,SO,

sobre o sinal de corrente de ambos os analitos. Na FIGURA 4.34 (A) e (B) sao
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apresentados os resultados obtidos para cada um dos analitos em diferentes

concentracdes de eletrolito suporte que variou entre 0,05 e 0,50 mol L.

0 1 (A)-HTZ ——0,50 mol "' 1001 ——0.50 mol L™ (B) - ENP
120 —— 0,30 mol L™ g~ 030 mol L
90- ——0,10 mol L™ 60 —— 0,10 mol L:
< ] 0,05 mol L™ < 0,05 mol L
S 60+ 5 40
30 20-
0l — \ o] —» ,
L1213 14 15 16 5 16 17 18 19
E/Vvs. Ag/AgCl E/Vvs. Ag/AgCl

FIGURA 4.34 — Voltamogramas de onda quadrada para a oxidacdo de HTZ 0,50
mmol L™ (A) e ENP 0,50 mmol L' (B) em H,SO, com diferentes
concentracoes, 0,50 mol L (=); 0,30 mol L (=); 0,10 mol L (=) € 0,05 mol
L'(-);(f=30s",a=50mV , AE;=3 mV).

Analisando-se os dados da FIGURA 4.34 o HTZ apresentou melhor
resposta em H,SO, 0,50 mol L', porém o ENP apresentou melhor reposta em
H,SO, 0,05 mol L', Como a resposta da HTZ em H,SO,4 0,05 mol L ! também
apresentou um bom perfil voltamétrico e alta intensidade de corrente, optou-se

por utilizar o H,SO,40,05 mol L' nos estudos futuros.

4.2.2 — Mecanismo de oxidacao do HTZ sobre o eletrodo de BDD-
CPT

A seguir serdo apresentados os resultados obtidos na determinagao
do niimero de elétrons envolvidos na reacdo de eletro-oxidacdo do HTZ e o
efeito da velocidade de varredura de potencial da CV, empregando-se H,SO,

0,05 mol L' como eletrdlito suporte, e BDD-CPT como eletrodo de trabalho. A




Lourencio, B. C. Resultados e Discussio 94

partir dos resultados obtidos o mecanismo de oxida¢do da molécula de HTZ foi

apresentado.

4.2.2.1 — Voltametria ciclica

Um estudo utilizando-se a CV foi realizado em diferentes
velocidades de varredura: 10 a 500 mV s, empregando-se o eletrodo de BDD
em solu¢ao padrao de HTZ 99,0 umol L™ e eletrolito suporte H,SO, 0,05 mol
L', FIGURA 4.35 (A).

Utilizando-se os dados de CV em diferentes velocidades de
varredura, construiu-se um grafico com os valores do logaritmo da variacao da
intensidade de pico (log /) vs. o logaritmo da velocidade de varredura (log v),

FIGURA 4.35 (B).

45 461 ®)
36 4.8
-5,0-
27/
< ~% .52
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0- 5,84 = r=0,989
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FIGURA 4.35 — (A) Voltamogramas ciclicos obtidos empregando-se o eletrodo
de BDD-CPT solugao de HTZ 99,0 umol L'e H,SO, 0,05 mol L' em diferentes
velocidades de varredura: 10; 30; 50; 70; 100; 150; 200; 250; 300; 350; 400; 450
e 500 mVs™. (B) Dependéncia do logaritmo da corrente de pico com o

logaritmo da velocidade de varredura para a HTZ.

Verificou-se com os dados obtidos, que hd uma relagdo linear entre

log I, ¢ log v com um coeficiente angular da reta de 0,73 (FIGURA 4.35) (Eq. da

131,140

reta: Log [, = —4,4 + 0,73 Log v). De acordo com a literatura este valor
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indica que o processo de oxida¢do da HTZ na superficie do BDD-CPT pode ser
controlado tanto por difusdo das espécies, quanto por adsor¢dao, uma vez que o
valor obtido (0,73) est4 entre 0,50 (controlado por difusdo) e 1,0 ( controlado
por adsorcao).

Desta maneira, analisou-se a linearidade entre a relagdao da corrente
de pico (/,) e velocidade de varredura (v) e entre corrente de pico (/) € raiz
quadrada da velocidade de varredura (v'"%).

E possivel observar na FIGURA 4.36 que para a relago I,vs.va
resposta foi linear e para a relagédo /,, vs. v'” a resposta néo foi linear. De acordo
com as teorias de CV, os sistemas sao controlados por difusao quando a relagao

12
I, vs. v

¢ linear e os sistemas sdo controlados por adsor¢do, quando a relacao
I, vs. v € linear.

Assim, os dados obtidos indicam que o processo da HTZ ¢
controlado por adsor¢cdo na superficie do BDD-CPT. Estes resultados foram
diferentes dos obtidos por RAZAK™ utilizando um eletrodo de carbono vitreo e
por REZAEI et al.* utilizando um eletrodo carbono modificado com nanotubos

de carbono onde a HTZ apresentou processo controlado por difusao.

241 (B) a”
[ ]
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v/ mV s_l . 1/2/ (mV S-1)1/2

FIGURA 4.36 — (A) Dependéncia da corrente de pico com a velocidade de
varredura para o LVM em H,SO, 0,50 mol L'e (B) Dependéncia da corrente de

pico com a raiz quadrada da velocidade de varredura para o LVM em H,SO,

0,50 mol L™
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De acordo com a teoria de CV, como discutido anteriormente, para
sistemas irreversiveis'*>, o nimero de elétrons na oxidacio da HTZ pode ser
determinado utizando-se a Equacao 4.1 (citada anteriormente):

Observou-se uma rela¢do linear para E, vs. log v para as
velocidades de varredura entre 10 e 150 mV s ' para ambos os picos com
coeficiente angular igual a 27,5 mV.

Assim, a partir do coeficiente obtido no grafico de E, vs. log v (ndo
apresentado), o valor de an foi calculado obtendo-se um valor de 1,09.

Desta maneira, usando estas informag¢des, assumindo que o ¢ igual
a 0,5 (valor médio normalmente assumido quando nao se tem o valor calculado
experimentalmente'*") e utilizando-se a Equacdo 4.1, o niimero de elétrons para

a oxidac¢do da HTZ foi calculado sendo igual a 2 elétrons.

4.2.2.2 — Eletrolise em potencial controlado

A eletrolise da HTZ (147,8 pmol L ™) foi estudada aplicando-se um
potencial de 1,50 V durante 2400 s. Apos a finalizagdo do experimento, a carga
registrada foi de 0,205 mC e, utilizando-se a SWV foi possivel calcular a
variacdo do nimero de mols de HTZ (AN) presentes no inicio ¢ no final da
eletrolise. Essa variagao do nimero de mols foi calculada como apresentado na
secdo 4.1.1.2, sendo AN igual a 1,35 pmols.

Desta maneira, o valor de n (nimero de elétrons) foi calculado
utilizando-se a equagao de Faraday (Equacao 4.2) apresentada anteriormente. O
valores de AN (1,35 umols), de Q (0,205 mC) e de F foram substituidos na
Equacao 4.2 e o nimero de elétrons envolvidos na eletro-oxida¢ao da HTZ
sobre a superficie do BDD-CPT foi igual a 1,85, indicando assim que a oxidacao
da HTZ envolve a transferéncia de dois elétrons por molécula.

Nos estudos realizados utilizando-se a eletrolise € a CV, conclui-se

que a oxidacao da HTZ sobre o eletrodo de BDD-CPT em H,SO, 0,05 mol L




Lourencgdo, B. C. Resultados e Discussio 97

envolve a transferéncia de dois elétrons por molécula oxidada, FIGURA 4.37.
Este resultado é concordante com o mecanismo proposto por RAZAK® no

estudo da eletro-oxidacao da HTZ em eletrodo de carbono vitreo.
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FIGURA 4.37 — Mecanismo de oxidacao da HTZ na superficie do BDD-CPT
em H,SO,4 0,05 mol L.

Como nas medidas de eletrolise do ENP, houve a adsor¢do deste
analito na superficie do eletrodo de BDD, ndo foi possivel calcular o nimero de
elétrons envolvidos no processo de oxidagdo, nao sendo aqui proposto um
mecanismo de oxidacdo para o mesmo. Porém, cabe aqui ressaltar que
igualmente a IVM, a adsor¢do do ENP nao foi observada nas medidas
utilizando-se a deteccdo amperométrica acoplada ao sistema FIA, permitindo
assim, a determina¢ao do ENP satisfatoriamente, como serdo apresentados a

seguir.

4.2.3 — Determinacio amperométrica de HTZ e ENP e aplicacao
do método proposto na determinacio de amostras

farmacéuticas

4.2.3.1 — Otimizacao dos parametros do sistema FIA-MPA

Apos os estudos realizados anteriormente de CV, fez-se o estudo da
variagdo do potencial aplicado em relagdo a intensidade de sinal analitico obtido

para a oxidagdo de ambos analitos, empregando-se a técnica amperométrica,
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considerando-se os estudos iniciais para a HTZ e ENP os quais apresentaram
picos de oxidagdo proximos a 1,30V e 1,75V, respectivamente.

Os voltamogramas hidrodindmicos obtidos sdo apresentados na
FIGURA 4.38, na qual observa-se que hd um aumento de intensidade de sinal
com o aumento do potencial para ambos os analitos, porém, em valores acima
de 1,50 V ocorre a oxidagdo tanto do HTZ quanto do ENP e, em valores acima
de 1,80 V, ha deformagao do sinal analitico para o ENP. Portanto, para que fosse
possivel a determinacdo simultinea de HTZ e ENP foram empregados os

potenciais de 1,50 e 1,80 V, respectivamente, para desenvolvimento do trabalho.

0,8 10
(A) - HTZ (B) - ENP l u
8 ]
0,6 l [ [
|
| " ° "
0,4 [ |
el n § 4H u
2 - 3
0,2 24 [
m B
00| ™ oy ="
12 13 14 15 1.6 17 14 15 1.6 17 18 19

E/Vvs. Ag/AgCl

E/Vvs. Ag/AgCl

FIGURA 4.38 — Voltamogramas hidrodinamicos obtidos para uma concentracao
de 50,0 umol L™" de (A) HTZ e (B) para uma concentracdo de 50,0 pmol L' de
ENP. Eletrdlito suporte/solugao carregadora = H,SO, 0,05 mol L_l, volume de
inje¢do = 350 pL e vazdo = 3,0 mL min .

ApoOs otimizar os potencias de trabalho em 1,50 V e 1,80V, avaliou-
se o efeito dos tempos de aplicagdo destes pulsos de potenciais, que como ja
mencionado anteriormente, ¢ um parametro da técnica de MPA. Desta maneira,
esses dois pulsos de potenciais foram aplicados variando-se o tempo de
aplicacdo de 100 a 400 ms.

Os graficos da amplitude de corrente em fung¢ao do tempo de

aplicacdo do pulso de potencial sdo apresentados na FIGURA 4.39. Observa-se
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que tanto para o HTZ quanto para o ENP a amplitude de sinal diminuiu
significativamente com o aumento do tempo de aplicacdo dos pulsos de
potenciais.

Como na técnica de MPA, o tempo de obtencdo de um
amperograma ¢ proporcional ao tempo de aplicacdo dos pulsos de potencial;
baixos tempos proporcionam pouco tempo de analise, impossibilitando a
construcdo de uma curva analitica ¢ andlise das amostras em um mesmo
amperograma. Desta maneira, optou-se por utilizar o tempo de aplicacdo de
pulso de 150 ms para ambos os compostos, uma vez que utilizando-se o tempo
de 100 ms, tempo que apresentou melhor intensidade de sinal analitico para

ambos os compostos, o tempo de analise ndo seria suficiente.
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FIGURA 4.39 — Intensidades dos sinais de corrente em funcao do tempo de
aplicagdo dos pulsos de potenciais: (w) HTZ 10,0 pmol L™, pulso de potencial
1,50 V e (o) ENP 50,0 umol L', pulso de potencial: 1,80 V. Eletrélito
suporte/solugdo carregadora H,SO,4 0,05 mol L.

Como a proposta nesta parte do trabalho ¢ a determinagdo
simultanea de HTZ ¢ ENP, nos estudos da vazao do sistema ¢ do volume da al¢a
de amostragem, que serdo apresentados a seguir, os analitos foram avaliados

concomitantemente utilizando-se MPA.
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Avaliou-se como a vazao da solugdo carregadora afeta a magnitude
do sinal de corrente obtido para as solucdes padrdes de HTZ 10,0 umol L™ e
ENP 50,0 umol L. As vazdes estudados variaram entre 1,4 mL min~' € 4,5 mL
min”', FIGURA 4.40.

Observando-se a FIGURA 4.40, nota-se um crescente aumento da
intensidade do sinal de corrente até 4,5 mL min~'. Como a prosposta do método
de analise por injecdo em fluxo ¢ alta frequéncia analitica e com baixo consumo
de reagente, escolheu-se o valor de 4,5 mL min~' como maxima vazdo para
minimizar o gasto de reagentes, desta forma esta vazdo foi selecionada para os

proximos estudos.

4,0
i [ ] u
081 (A)-HTZ (B) - ENP n
3,51
0,7 - [ ]
3,0
Tos{ m T 25w
041 ®H 201 m
1 2 3 2 3 4
Vazdo / mL min”' Vazdo / mL min”’

FIGURA 4.40 — Intensidades dos sinais de corrente em funcdo da vazao do
eletrolito suporte/solucdo carregadora (H,SO4 0,05mol L") para (A) HTZ 10,0
umol L™ e (B) ENP 50,0 pmol L™

Foi avaliado para o sistema FIA-MPA a intensidade do sinal de
corrente em fun¢ao do volume da alga de amostragem, para solugdes padrdes de
HTZ 10,0 pmol L™ ¢ ENP 50,0 pumol L™". De acordo com os resultados
apresentados na FIGURA 4.41, observa-se um aumento do sinal analitico até um
volume da al¢a de amostragem de 350 puL para ambos os analitos e, apos este
volume, o sinal analitico permanece praticamente constante, sendo este o valor

selecionado para o desenvolvimento do trabalho.
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FIGURA 4.41 — Intensidades dos sinais de corrente de HTZ 10,0 umol L™" (A)
e ENP 50,0 umol L™ (B) em funcédo do volume da al¢a de amostragem: 100 a
600 pL em H,SO,0,05 mol L.

4.2.3.2 — Comportamento amperomeétrico da HTZ e ENP frente a

sequéncia de aplicacio dos pulsos de potencial

Ap0s a escolha dos potenciais de trabalho, dos tempos de aplicacao
dos pulsos e da otimiza¢do dos parametros do sistema FIA, foi realizada a
aplicagdo de uma sequéncia dos dois pulsos de potencial (1,50 e¢ 1,80 V)
escolhidos em fun¢do do tempo para solu¢des padrdes de HTZ e ENP a fim de
avaliar o método e se ha alguma interferéncia de um analito sobre o outro.

Na FIGURA 4.42 sdo apresentados os amperogramas obtidos para
este estudo e a sequéncia de aplicagdo dos dois pulsos, nos quais:

1. Ege1 = +1,50V / 150 ms: pulso de potencial no qual ocorre a
oxidag¢do apenas do HTZ;

2. Eqep = +1,80V / 150 ms: pulso de potencial no qual ocorre a

oxidagao de ambos os analitos (HTZ ¢ ENP).
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As solugdes foram injetadas em triplicata na ordem: HTZ 5,00
umol L™" e ENP 5,00 umol L™' e mistura das solu¢des de HTZ + ENP nas

mesmas concentragoes.

1,2
HTZ + ENP HTZ+ENP_0 8 <
oA
10,4 =
Edet.2 =
1,80V -0,0
150 ms 12
0.8 5
Eget1 -0,4 ~
1,50V ’\ M '\ ’\ ’\ {\ M ‘\ ,\ ’\
150 ms : : : ' N~ 100
0 200 400 600 800
(A) B) /s

FIGURA 4.42 — (A) Sequéncia de aplicagao dos pulsos de potencial em fungao
do tempo. (B) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se o
eletrodo de BDD e solugdes de HTZ 5,00 pmol L™, ENP 5,00 pumol L' e HTZ
+ ENP nas mesmas concentragdes. Eletrolito suporte/solu¢do carregadora =

H,S0, 0,05 mol L™, volume de injecdo = 350 pL e vazdo =4,5 mL min”".

Pode-se observar na FIGURA 4.42, que em Eg4; (1,50 V) a
corrente aumenta apenas ao injetar as solugdes contendo apenas HTZ ou a
mistura (HTZ + ENP), assim, em ambos os casos o sinal de corrente obtido esta
relacionado somente com a oxidacdo da HTZ. Porém, em Ey, (1,80 V) a
corrente aumenta ao injetar solugdes contendo somente ENP ou HTZ ou a
mistura (HTZ + ENP), indicando que o sinal analitico obtido ¢ devido a
oxidagdo de ambas as espécies.

Desta maneira, o sinal de corrente obtido em Eg.; ¢ proporcional a
concentragdo apenas de HTZ (liyrz = Igger1) ©, 0 sinal de corrente obtido em E >
¢ proporcional a soma das concentragcdes de ambos os analitos (HTZ + ENP).
Portanto, a quantificacdo de HTZ pode ser feita de forma direta em Egy;, € de

forma indireta para ENP em Eg4, A sendo apenas necessario a subtracdo das
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correntes (Ilgnp = Irget2 — [Iraer1) para se obter os valores de corrente
correspondente apenas a concentracao de ENP.

No entanto, a amplitude de corrente obtida em Ey; para a HTZ nao
¢ igual a magnitude de corrente obtida para a mesma concentragdo de HTZ em
Ege2, uma vez que o sinal analitico deste analito continua aumentando entre os
dois potencias aplicados, como discutido anteriormente.

Assim, a diferenga entre estes sinais de corrente pode ser
quantificada empregando-se um fator de correcdo, dividindo-se o valor de
corrente obtido para uma solu¢do de HTZ em 1,80 V pela corrente obtida em
1,50 V, ou seja:

Fator de correcao (FC) = Iytz1.50v/ Intz 1.50v

O FC foi calculado para as diferentes concentragdes da curva
analitica e a média dos valores encontrados para baixas concentragdes (0,20 a
0,90 pmol L_l) foi de 1,94 £ 0,59 e para concentragdes maiores (2,00 a 8,00
umol L) foi de 1,08 + 0,02

Na TABELA 4.11 s3ao apresentados a variacdo do FC para

diferentes concentragdes de HTZ ¢ a média destes valores.

TABELA 4.11 — Varia¢ao do FC em fun¢ao da concentragdo de ABZ-SO ¢ a

média entre os valores

Concentracao de HTZ FC Média do FC
(umol L_l)
0,20 2,61
0,60 1,74 1,94 + 0,59
0,90 1,47
2,00 1,10
4,00 1,07
6.00 1.07 1,08 £0,02

8,00 1,07
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Porém, considerando-se o fator de corre¢cdo para valores de
concentragdes mais altos, o valor ndo foi significativo (variagdo < 8 %), ndo
sendo utilizado neste caso o fator de corre¢do, uma vez que as amostras
estudadas estdo em concentragdes mais elevadas.

Em seguida, realizou-se um experimento com sucessivas injegoes
de solugdes padroes de HTZ + ENP em concentracdes crescentes e decrescentes.
Sao apresentados na FIGURA 4.43 os amperogramas obtidos para as sucessivas
injecoes da mistura e as respectivas curvas analiticas obtidas, as quais
apresentaram linearidades de 0,40 a 8,00 pmol L para o HTZ e de 0,03 a 1,00
umol L™ para o ENP.

As curvas analiticas apresentaram boa linearidade e as seguintes

equagoes:

L/ uA =0,0126 + 0,0743 ([HTZ] umol L™"); = 0,9988
Lo/ pA = 0,0305 + 0,585 ([ENP] umol L™"); » = 0,9962
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FIGURA 4.43 — (A) Amperogramas de multiplos pulsos obtidos empregando-se
o eletrodo de BDD-APT em diferentes concentragdes de uma mistura de (—)
HTZ e (=) ENP. Concentragoes de HTZ: 0,40; 0,60; 0,90; 2,00; 4,00; 6,00; 8,00
umol L™ e ENP: 0,03; 0,10; 0,20; 0,40; 0,60; 0,80; ¢ 1,00 pmol L™". (B) curva
analitica obtida para o HTZ e (C) curva analitica obtida para o ENP. Eletrélito
suporte/solucdo carregadora = H,S0, 0,05 mol L™, volume de injecdo = 350 pL
e vazdo = 4,5 mL min~'. Os sinais obtidos em A correspondem a uma amostra

analisada.

Os LDs foram calculados como 3 vezes o sinal ruido (3 S/N). Desta
maneira os LDs obtidos para HTZ e ENP foram de 0,20 pmol L™ e 0,01 pmol

_1 .
L ', respectivamente.
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Calculou-se a frequéncia analitica do método nas condi¢Oes
anteriormente apresentadas obtendo-se um valor de 89 determinagdes por hora.

A repetibilidade intra-dias foi determinada por medidas sucessivas
no mesmo dia (n = 10), para solucdes padroes de HTZ + ENP em duas
diferentes concentragdes (FIGURA 4.44). Para o estudo da repetibilidade inter-
dias foram feitas medidas em trés diferentes dias (n = 3). Os RSDs obtidos nos
dois estudos sao apresentados na TABELA 4.12.

Os valores obtidos nestes estudos foram satisfatorios, apresentando
desvios menores que 4,45 %, indicando uma boa repetibilidade do procedimento

desenvolvido.

TABELA 4.12 — Resultados obtidos para os estudos de repetibilidade intra e
inter-dias de HTZ ¢ ENP

Repetibilidade Intra-dia Inter-dias
(RSD %)° (RSD %)

HTZ (umol L")

0,90 2,98 2,76

6,00 1,31 1,40
ENP (umol L™)

0,20 4,42 4,01

0,80 0,97 0,71

*n=10; **n=23
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FIGURA 4.44 — Amperogramas obtidos empregando-se o eletrodo de BDD-
CPT em solu¢des de HTZ + ENP em duas concentracdes diferentes HTZ (0,90 e
6,00 umol L") (=) e ENP (0,20 ¢ 0,80 umol L™") (=) (n = 10). Eletrélito suporte/
solugdo carregadora = H,S0, 0,05 mol L™, volume de inje¢do = 350 uL e vazdo

=3,0 mL min~",

Para investigar a seletividade do método proposto, o
comportamento amperométrico dos dois analitos (HTZ ¢ ENP 10,0 pmol L™),
na presenca de diversas substancias geralmente presente nas formulagdes
farmacéuticas foram estudadas. As razdes entre as concentragoes de
analito:interferente estudadas foram de 1:1 e 1:10. Com base nos resultados
obtidos (ndo apresentados), foi possivel concluir que essas substincias nao
interferem de forma significativa na determinagao de ambos os analitos, uma
vez que os valores em percentagem das interferéncias obtidas foram menores do

que £ 10 %.
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4.2.3.3 — Método comparativo — cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC).

Para avaliar o desempenho do procedimento eletroanalitico
desenvolvido empregando-se MPA- FIA na determinacao de HTZ e ENP, foi
adotado como método comparativo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
' Nas condi¢des cromatograficas empregadas de acordo como descrito na
parte experimental as moléculas de ENP e HTZ apresentaram tempos de
retencdo de aproximadamente 4,7 e 5,7 minutos, respectivamente. O
cromatograma para o ENP e HTZ em A de 210 nm e fase movel:
acetonitrila/metanol/tampdo trietilamonio fosfato pH 2,5 (50/25/25, v/v/v) ¢
apresentado na FIGURA 4.45 (A). As respectivas curvas analiticas nos
intervalos de concentracdes de 6,00 a200 pmol L' sio apresentadas na

FIGURA 4.45 (B) ¢ (C).
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FIGURA 4.45 — (A) Cromatograma obtido para o ENP ¢ HTZ 90,0 pmol L.
(B) e (C) As respectivas curvas analiticas obtidas em unidades de area para
HTZ e ENP. Concentragdes das curvas analiticas: 6,00; 10,0; 30,0; 60,0; 90,0;
100,0; 200,0 pmol L™"; Fase movel: acetonitrila/metanol/tampao trietilamonio
1

fosfato pH 2,5 (50/25/25, v/v/v) (eluigdo isocratica), vazao= 0,3 mL min
volume de injecao=20 uL e o A de 210 nm.

As equacgdes das curvas obtidas foram:

A(u.a.)=-1,96 x 10* + 5,47 x 10" [ENP / (mol L™)]; (r = 0,9989)
A(u.a.)=7,19 x 10 + 7,10 x 10'°[HTZ / (mol L™)]; (r = 0,9989)
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Todas as amostras analisadas empregando-se o procedimento
proposto também foram analisadas empregando-se a cromatografia liquida de
alta eficiéncia.

Finalmente, a fim de avaliar o procedimento desenvolvido,
empregando-se o eletrodo de BDD-CPT e FIA-MPA para a determinagao
simultainea de HTZ e ENP, foram analisadas trés amostras farmacéuticas
comerciais contendo os dois analitos.

Na FIGURA 4.43, apresentada anteriormente, também sdo
mostrados em A os sinais transientes obtidos com injecdes em triplicata para
uma amostra farmacéutica.

Os resultados obtidos na analise dessas amostras foram comparados
com os resultados obtidos utilizando-se o método comparativo de HPLC e estao
apresentados na TABELA 4.13. Para cada amostra calculou-se o desvio padrao
de trés injegdes e os teores de HTZ ¢ ENP em cada amostra foram determinadas

por interpolacao nas respectivas curvas analiticas obtidas anteriormente.

TABELA 4.13 — Teores de HTZ e ENP obtidos empregando-se o método

proposto e o método comparativo (HPLC)

Amostras HTZ ENP
(mg/comprimido) (mg/comprimido)
HPLC FIA-MPA HPLC FIA-MPA  E; (%) E,;(%)
A 11,6+0,0 11,1+04 18,3+0,8 18,4+0,0 -4,3 0,55
B 14,3+0,3  15,2+0,7 20,9+0,7 20,4+0,4 6,3 -2,4
C 21,5+0,4 22,0£0,8 7,7+0,2 8,4+0,1 2,3 9,1
n=3

Média do erro = 100 x [(valor voltamétrico — valor de referéncia) / valor de

referéncia]
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Como pode ser observado na TABELA 4.13, os resultados obtidos
empregando-se o0 método MPA- FIA estdo em concordancia com os resultados
obtidos empregando-se o método cromatografico comparativo. Aplicou-se o
teste #-pareado para verificar a concordancia dos resultados obtidos e os valores
de t obtidos, fexperimental = 2,00 para HTZ e fexperimental = 2,43 para ENP, foram
inferiores ao valor critico tabelado (Ziiico = 4,30, a = 0,05), indicando que ndo ha
diferenca significativa entre os teores encontrados em um nivel de confianga de

95%. Ademais, os erros relativos encontrados estdo dentro do aceitavel (< 10%).
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5 — CONCLUSOES

A realizagdo dos diferentes pré-tratamentos, anddico e catodico, na
superficie de BDD proporcionaram mudancas no comportamento eletroquimico
do eletrodo resultando em mudangas nas respostas voltamétricas obtidas para
todos os analitos estudados, tais como mudanga nas intensidades de corrente e
nos potenciais redox. Estes resultados sugerem que dependendo da terminagao
(oxigénio ou hidrogénio) da superficie do eletrodo de BDD, haverd uma
diferente interacdo com o analito, proporcionando diferentes respostas analiticas.

Pode-se concluir que o método DPV proposto para a determinagao
quantitativa de ABZ, pode ser utilizado com vantagens significativas e
apresentou resultados concordantes com aqueles obtidos empregando-se o
método cromatografico (comparativo). O LD obtido ¢ significativamente menor

140

que aquele relatado por OLIVEIRA et al.™ usando DPV e um eletrodo de

carbono vitreo e também menor que aquele obtido por MSAGATI et al.™®
empregando-se um eletrodo modificado e SWV.

Os resultados obtidos permitem ainda concluir que o método FIA-
amperométrico proposto pode ser utilizado para a determinacdo quantitativa de
IVM ¢ LVM em amostras de formula¢des farmacéuticas, com resultados
concordantes que aqueles obtidos empregando-se os métodos comparativos.
Além disso, o método tem a vantagem de ser simples e rapido, com boa precisdao
e exatiddo, além de apresentar também resultados satisfatorios na analise de
amostras de urina sintética. Assim, o método proposto pode ser considerado de
grande interesse analitico, uma vez que nao existe nenhum método
eletroanalitico descrito na literatura para a determinacdo de IVM e ha apenas
dois métodos eletroanaliticos propostos na literatura para a determinacdo de
LVM.

O eletrodo de BDD-APT e o método FIA-MPA mostraram-se

eficazes e com resultados satisfatérios na determinagdo simultanea de ABZ-SO
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e LVM em amostras de urina sintética. Ademais, nao foram encontrados na
literatura procedimentos eletroanaliticos simultanea destes anti-helminticos.

O método FIA-MPA e o eletrodo de BDD-CPT também se mostrou
uma alternativa interessante na determinacao de HTZ e ENP, desde que nao ha
métodos eletroanaliticos propostos na literatura para a determinagdo simultanea
destes compostos. Ademais, o método proposto apresentou a possibilidade de
deteccdo simultanea dos dois analitos ¢ com a vantagem de nao necessitar de
tratamento prévio de amostra ou até mesmo tratamentos quimiométricos dos
resultados obtidos

Os procedimentos desenvolvidos empregando a FIA-MPA possuem
vantagens relacionadas ao uso do sistema FIA, como por exemplo, menor custo
de reagente e maior frequencia de amostragem. Além das vantagens
apresentadas da técnica FIA-MPA, a utilizacdo do eletrodo de BDD, via de
regra, elimina a necessidade da utilizacdo de um potencial para a limpeza do
eletrodo, uma vez que uma das caractristicas desde eletrodo ¢ a baixa adsorcao

de moléculas organicas.
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