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RESUMO

DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE FIBRATOS EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS UTILIZANDO ELETRODOS DE CARBONO VITREO
MODIFICADOS COM NANOTUBOS DE CARBONO

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos voltamétricos para a
determinacdo de genfibrozila (GEN) e bezafibrato (BZF) em formulacdes
farmacéuticas, empregando eletrodos de carbono vitreo modificados com filme de
dihexadecil hidrogénio fosfato contendo nanotubos de carbono de paredes multiplas
tratados quimicamente. Inicialmente estudou-se o comportamento voltamétrico de
GEN em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0), observando-se um pico irreversivel de
oxidacdo em 1,31 V. A técnica de voltametria de redissolucdo anddica de onda
quadrada foi selecionada para a quantificacgdo do GEN em formulagdes
farmacéuticas, com os seguintes parametros avaliados: tempo de pré-concentracdo
de 300 s, frequéncia de 40 Hz, amplitude de pulso de 45 mV e incremento de
varredura de 4 mV. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de GEN
de 7,5 x 10 a 1,0 x 10° mol L™, representada pela equacdo Al (uA) = 0,086 + 1,05
x 10’ [GEN] (mol L™), com um coeficiente de correlacao linear de 0,997 e um limite
de deteccdo de 5,3 x 10 mol L™. O procedimento desenvolvido foi empregado com
sucesso na determinacdo de GEN em amostras farmacéuticas comerciais e 0s
resultados obtidos foram comparados com o método de referencia, descrito na
farmacopeia britanica. Nao houve diferenga significativa (5,0 %) entre os resultados
obtidos a um nivel de confianca de 95%. A determinacdo do BZF foi realizada em
tampédo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) sendo observado um pico de oxidagéo
irreversivel em 1,09 V. A técnica de voltametria de redissolugdo anodica de onda
guadrada foi selecionada para a determinacdo de BZF com os seguintes parametros
otimizados: tempo de pré-concentracédo de 180 s, frequéncia de 20 Hz, amplitude de
pulso de 40 mV e incremento de varredura de 7 mV. O método proposto apresentou
uma curva analitica para BZF variando entre 5,0 x 10 e 9,1 x 107" mol L™ e um
limite de deteccdo de 1,6 x 10™® mol L™. O BZF foi quantificado em amostras
comerciais e os resultados comparados com o método espectrofotométrico, os erros
obtidos variaram entre —2,9 e 0,5 %. Finalmente, para cada analito foram calculados
0 numero de elétrons envolvidos na reagdo de oxidacao e foi proposto um possivel
mecanismo para reacdo de eletrooxidacdo destes farmacos, uma vez que, nao

relatos na literatura.
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ABSTRACT
VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF FIBRATES IN PHARMACEUTICAL
FORMULATIONS USING GLASSY CARBON ELECTRODE MODIFIED WITH
CARBON NANOTUBES

In this work voltammetric methods were developed from gemfibrozil (GEM)
and bezafibrate (BZF) determination in pharmaceutical formulations for using
modified glassy carbon electrode with dihexadecyl hydrogen phosphate containing
carbon nanotubes treated chemically. Firstly was studied the voltammetric behavior
of GEM in 0.1 mol L™ (pH 2.0) phosphate buffer solution, was observed an
irreversible oxidation peak in 1.31 V. Square-wave adsorptive stripping voltammetry
was selected for GEM quantification in pharmaceuticals formulations, with the
following parameters: adsorption time of 300 s, frequency of 40 Hz, a pulse
amplitude of 45 mV and scan increment of 4 mV. The analytical curve was linear
over the concentration range of 7.5 x 10 a 1.0 x 10™® mol L™ of GEM, represented
by following Al (HA) = 0,086 + 1,05 x 10’ [GEM] (mol L™), correlation coefficient of
0.997 and detection limit of 5.3 x 10® mol L™ The procedure developed was
successfully applied to determine GEM in commercial pharmaceutical samples and
the results were compared with the reference method, described in British
pharmacopoeia. There was no significant difference (5 %) between the results
obtained at a confidence level of 95%. The BZF determination was carried in 0.1 mol
L™ (pH 2.0) phosphate buffer solution and an irreversible peak in 1.09 V was
observed. Square-wave adsorptive stripping voltammetry technique was selected for
BZF determination with the following parameters: adsorption time of 180 s, frequency
of 20 Hz, pulse amplitude of 40 mV and scan increment of 7 mV. The proposed
method presented a linear interval between 5.0 x 10 a 9.1 x 10™" mol L™ and
detection limited of 1.6 x 10® mol L™ . The BZF was quantified in commercials
samples and the results were compared with de spectrophotometric method, with
errors between —2.9 e 0.5 %. Finally for each analyte were calculated the number of
electrons involved in the oxidation reaction and was proposed a possible mechanism
for the oxidation reaction of these drugs, because there are no reports in the

literature
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1 INTRODUGAO

1.1 Apresentacéao

O elemento quimico carbono pode formar diferentes compostos de férmula C,
denominados al6tropos, a saber: grafite, diamante, fulereno, grafeno e nanotubos?.
Esses alotropos apresentados na Figura 1.1, possuem propriedades fisicas e
guimicas unicas que tem permitido o desenvolvimento de diversos eletrodos devido
ao efeito eletrocatalitico observado em muitas oportunidades na determinagcdo de
analitos organicos e inorganicos em amostras ambientais, farmacéuticas,

alimenticias, bioldgicas entre outras®.
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Figura 1.1 Formas alotrépicas de compostos de carbono, (A) Fulereno, (B) Grafeno,
(C) Nanotubo, (D) Grafite e (E) Diamante.

Diferentes tipos de eletrodos a base de carbono sdo descritos na literatura
podendo ser citados os eletrodos sélidos como o eletrodo de carbono vitreo (GCE),
o eletrodo de carbono pirolitico, o eletrodo de fibra de carbono, o eletrodo de
diamante dopado com boro*, os eletrodos modificados com filmes contendo
nanotubos de carbono (CNTs)® e grafeno®, e os eletrodos de materiais compdsitos
como os eletrodos de pasta de carbono’ e os eletrodos de grafite suportados em
polimeros. O uso de eletrodos a base de carbono foi amplamente difundido nas
Ultimas décadas por apresentarem amplas janelas de potencial e baixas correntes
residuais, permitindo assim, a substituicdo do eletrodo de mercurio duramente
criticado e combatido por suas implicacdes ambientais e toxicoldgicas.

Nas ultimas décadas a pesquisa de novos materiais tem dado um grande
avanco com o desenvolvimento da nanotecnologia. As extraordinarias propriedades
mecanicas, elétricas e eletroquimicas de nanoparticulas, CNTs e folhas de grafeno
tém gerado grande interesse para o desenvolvimento de novos sensores e eletrodos
em aplicacdes eletroanaliticas®. Estes materiais tem permitido o desenvolvimento de

metodologias eletroanaliticas para a determinacdo de muitos analitos, com baixos
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limites de deteccdo, e aumento significativo da sensibilidade e sem apresentar

interferéncia significativa da matriz®.

1.2 Nanotubos de Carbono

Em forma geral, os CNTs podem ser classificados em dois tipos, os Single
Walled Carbon Nanotubes (SWCNTs) ou em portugués Nanotubos de Carbono de
Parede Simples (Figura 1.2 A) e os Multi Walled Carbon Nanotubes (MWCNTS) ou
em portugués Nanotubos de Carbono de Paredes Multiplas (Figura 1.2 B). Os
SWCNTs sdo estruturalmente formados por um Unico tubo de carbono e os
MWCNTs sdo formados por varios cilindros de carbono concéntricos e com espaco

entre camadas de 0,3 — 0,4 nm™*.

Figura 1.2 Representacdo esquematica dos diferentes tipos de nanotubos: (A)
SWCNTs (Nanotubos de Carbono de Parede Simples) e (B) MWCNTs (Nanotubos

de Carbono de Paredes Mdltiplas)™®.

Os diametros dos tubos normalmente estdo na faixa de nanémetros, variando
de 0,4 a 3 nm para os SWCNTs e de 1,4 a 100 nm para MWCNTSs. E o tamanho
pequeno dos CNTs que, frequentemente, responde por suas propriedades Unicas e
da vantagens importantes para seu uso em eletroanalises. Propriedades como a sua
grande area superficial, resisténcia mecanica, grande condutividade térmica e
elétrica, comportamento eletrénico de semicondutor ou condutor e facilidade para
promover a transferéncia de elétrons, permitem sua aplicacéo em eletroanalitica™.

Para explicar a estrutura de um nanotubo de carbono, pode se pensar em

uma folha de grafeno enrolada na forma de um cilindro, mais ndo de forma aleatoria.

Define-se entdo um vector quiral (Cy), e é este vetor quiral, que caracteriza o

nanotubo e pode ser definido em funcédo de duas componentes (vetores unitarios a;
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e a,) e dois nimeros inteiros (n, m). Sendo assim, pode-se definir o vetor quiral da
seguinte maneira: C, = na; + ma,.

Para formar o nanotubo basta enrolar o vetor quiral, ou seja, unir a origem do
vetor com o final do mesmo 04, como é representado na Figura 1.3, definindo assim,
uma circunferéncia para o tubo. Entédo, para obter um nanotubo em termos do vetor,
como, por exemplo, (6,6), basta deslocar 6 vezes na dire¢éo a; e 6 vezes na direcédo

(6,6)

a , definindo assim o vetor quiral C,””’ = 6.a; + 6.a, . Na Figura 1.3 é apresentado

um vetor quiral e um vetor de translacdo do nanotubo em uma folha de grafeno®.

3
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(n,0) zigzag

(n,n) armchair

Figura 1.3 Representacdo esquematica dos vetores primitivos (a;) e (a;), vetor

quiral (C_,:) e vetor de translacéo (T) sobre uma folha de grafeno.

Os CNTs podem ser classificados com relagéo a quiralidade, e para isto basta
conhecer 0os numeros inteiros n e m. Existem basicamente dois tipos de CNTs: os
quirais e os aquirais. Os CNTs quirais sao definidos por dois numeros inteiros,
diferentes entre si, e ndo nulos (n # m # 0). Para os CNTs aquirais, eles podem ser
classificados em dois tipos: os armchair, quando os indices sao iguais e nao nulos

(m = n), e os zigzag, para os CNTs com indice n qualquer e ndo nulo, e o indice m
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necessariamente nulo (n # m = 0)'2. Os CNTs armchair e zigzag ganharam esses

nomes devido as suas terminacdes, como apresentado na Figura 1.4

i .

_.-nji'_-l-q.u-bn e

Figura 1.4 Representacdo esquematica dos diferentes tipos de quiralidade dos
nanotubos. (A) nanotubo aquiral armchair (B) nanotubo aquiral zigzag (C) nanotubo

quiral.

A quiralidade dos CNTs é determinante do ponto de vista eletrnico, pois,
dependendo da simetria define-se o comportamento, como metal ou semicondutor.
Os CNTs do tipo armchair sdo sempre de carateristicas metalicas, todos os demais
tubos apresentam carater de semicondutor intrinseco. Cabe destacar que a
condutividade elétrica nos CNTs é do tipo balistico, ou seja, seus elétrons ndo se
chocam com os atomos da rede, como ocorre com outros tipos de condutores

eletronicos.

1.2.1 Sinteses dos CNTs

Os nanotubos de carbono de paredes multiplas foram sintetizados pela
primeira vez por lijima no ano 1991'%. Apés esta descoberta, o interesse pela
aplicacdo dos CNTs em diversas areas gerou uma grande procura por novas formas
para a sinteses destes devido as propriedades impares apresentadas.

A rota de sintese dos CNTs em larga escala encontra-se em fase de
consolidagéo, pois, apesar de terem sido sintetizados pela primeira vez h4 mais de
duas décadas, ainda nao existe um protocolo que consiga controlar totalmente a

quiralidade, a quantidade e a qualidade dos nanotubos sintetizados.



Capitulo — 1 INTRODUCAO 6

Existem trés técnicas amplamente usadas para a sintese dos CNTs: descarga
por arco elétrico, ablac&o por laser e deposicéo quimica de vapor (CVD)***.

A descarga por arco elétrico € uma técnica usada para sintese de MWCNTSs e
SWCNTSs que consiste na geracao de um arco elétrico entre dois eletrodos de grafite
separados por uma distancia inferior a 1 mm, sob atmosfera inerte de hélio ou
argonio e sob pressao reduzida. Uma corrente entre 50 e 120 A conduzida em um
potencial de aproximadamente 30 V gera um plasma de alta temperatura (> 3000°C)
entre os eletrodos. Nesta condi¢cdes experimentais o carbono sublima e condensa
rapidamente para formar CNTs e outros produtos carbonaceos™®.

A sintese de CNTs usando a técnica de ablac&o por laser é baseada no uso
de um laser para gerar altas temperaturas em um alvo de carbono. O carbono
vaporiza rapidamente, sendo em seguida resfriado por uma corrente de um gas
inerte como hélio ou argbnio. Para se obter os SWCNTs, o alvo de grafite &
impregnado com material catalitico composto principalmente por particulas de Fe e
Co'’.

No método de sintese de CNTs conhecido como CVD utiliza-se um substrato
preparado com uma camada de particulas metélicas cataliticas (Ni, Co, Fe ou
mistura de metais), sendo o substrato aquecido entre 800-1000 °C. Dentro do reator
dois gases sdo misturados: hidrogénio, nitrogénio ou aménia e um gas precursor
(metano, etileno ou acetileno). Nestas condi¢cdes, 0S gases precursores reagem,
rompendo as ligacdes covalentes e os atomos liberados seguem para as bordas das

particulas metalicas, onde os nanotubos s&o crescidos**°.

1.2.2 Tratamento dos CNTs

Os CNTs sao macromoléculas compostas por milhares de atomos de carbono
ligados por ligaces quimicas covalentes sp?, formando assim um sistema aromatico
deslocalizado de natureza hidrofébica. Estas propriedades dos nanotubos dificultam
a dispersdo dos mesmos em solu¢cdes aquosas e em solventes organicos como
etanol, metanol e isopropanol devido a formacao de aglomerados, dificultando assim
a construcéo de eletrodos modificados com filmes contendo CNTSs.

O tratamento dos CNTs ou sua funcionalizacdo é uma estratégia empregada
para modificar a estrutura quimica dos CNTs e melhorar as suas propriedades®. Na

literatura séo encontradas descritas diversas metodologias para os tratamentos dos
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CNTs, de forma geral, podem ser classificadas em duas categorias: modificacado
covalente por meio de formagéo de grupos funcionais na superficie dos CNTs® e
modificagdo por adsorcéo fisica de moléculas ou polimeros nas superficies destes
materiais®.

Os tratamentos eletroquimicos, fotoquimicos ou quimicos sdo usados para
modificar covalentemente os CNTs, sendo o tratamento quimico o procedimento
mais simples e a op¢ao mais comumente usada para o tratamento dos CNTs e
posterior confeccdo de eletrodos modificados com esses materiais?’. Os principais
procedimentos empregados no tratamento quimico dos CNTs utilizam acidos como o
acido sulfarico, acido nitrico, acido cloridrico ou suas misturas, que provocam
modificacdes na morfologia dos CNTs. Estas modificagbes compreendem em
diminuicdo do tamanho e/ou abertura das extremidades dos nanotubos, aumento
dos defeitos na estrutura, rupturas das paredes e também introducdo de grupos
funcionais oxigenados como acido carboxilico, alcool, hidroxila e cetona, além de

grupos nitro?>#

(Figura 1.5). O tratamento quimico melhora a dispersdo dos CNTs
em solugbes aquosas e elimina as impurezas de metais (purificacdo) remanentes
dos processos cataliticos das sinteses dos nanotubos®*. Outros grupos funcionais
como aminas, fendis e cadeias alifaticas com dois ou mais atomos de carbono
também podem ser ligados na superficie dos CNTs como estdo representados nas

Figuras 1.6 A e B.

H,SO,: HNO,
—’ o)

>0 NO

HO 2

Figura 1.5 Representacdo esquematica da funcionalizacdo dos CNTs por tratamento

quimico.

A outra estratégia usada para tratar CNTs € a modificacdo ndo covalente, 0s
CNTs séao dispersos em solu¢des contendo compostos organicos ou polimeros que
sao adsorvidos na superficie dos CNTs e assim modificar suas propriedades, como

€ representado nas Figuras 1.6 C e D. Para melhorar a solubilidade dos CNTSs,
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moléculas aromaticas, porfirinas, ou surfactantes sdo usados na fabricacdo de
dispersdes de CNTs. Estes compostos interagem com as paredes dos CNTs por
meio de interacdes 1 — T, interacdes eletrostaticas ou forgcas de Van der Waals,
permitindo melhorar sua dispersdo em meios aquosos. Sacarideos, peptideos,
proteinas, DNA e outras bio-macromoléculas, assim como polimeros e polieletrdlitos,

também sédo empregados na modificacdo ndo covalente.

Figura 1.6 Representacdo esquemética dos diferentes tipos de modificacdo de
CNTs. (A, B) Modificacdo dos CNTs por ligagdo covalente com grupos funcionais

carbonados. (C, D) Modificacdo dos CNTs por adsor¢céo de proteinas.

1.2.3 Toxicidade dos CNTs

As propriedades unicas dos CNTs fazem este material promissor e atraente
no desenvolvimento de materiais para uma grande gama de aplicagdes. Atualmente
a manufatura de produtos contendo CNTs estd ainda em crescimento; dispositivos
eletrbnicos e adesivos com resina epdxi sdo alguns exemplos de produtos de
consumo massivo que contém CNTs, além de aplicacbes tecnolégicas, como o
desenvolvimento de membranas para captura de CO,, materiais compositos
poliméricos, filtros para a remocgdo de varios compostos organicos volateis e
tratamento de efluentes®.

E reportado em diversos estudos que o material particulado de diametro
nanométrico € mais toxico que o material de diametro micrométrico, mas existe falta
de informacgé&o sobre o verdadeiro efeito na satde humana a curto e longo prazo do

uso de nanomateriais®®28.
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S&o pouco conhecidos os impactos ambientais e 0s riscos para a saude
humana relacionados a producéo, manuseio e descarte de nanomateriais. SWCNTs
e MWCNTSs possuem uma grande area superficial e grande capacidade de interagir
com biomoléculas (membranas celulares, proteinas, lipidios, carboidratos e DNA).
Todos os tipos de interacdes quimicas estudadas nas diferentes aplicacdes e usos
dos CNTs, fornece a ideia de como podem reagir dentro dos sistemas bioldgicos,
mas ainda néo é conhecido com certeza o comportamento quimico dos CNTs dentro
de sistemas biol6gicos e, especialmente, a capacidade de interagir com organelas
celulares como membranas e ribossomos.?*%,

Os primeiros estudos da toxicidade de CNTs foram realizados para avaliar o
risco por inalagdo de CNTs néo tratados em ratos, mostrando que altas doses
induzem a granulomas, fibrose e morte animal. Estudos posteriores apresentam que
a exposicao aos CNTs geralmente causa estresse oxidativo, deplecéo da glutationa,
aumento do nimero de células dérmicas e alopecia®.

Em seres humanos, o contato com a pele é muito provavel podendo gerar
respostas inflamatoérias. Existe ainda muita controvérsia no uso dos CNTs em
aplicacoes biologicas e biomédicas como reconstrucdo de tecidos, construcdo de
proteses para autoplastia, placas ou parafusos para fixacdo de fraturas, suportes
para a regeneragdo 0ssea, veiculadores de drogas, sensores quimicos e biologicos,
suporte para enzimas em biorreatores, entre outros, ja que ainda nao foi possivel
determinar sua biopersisténcia e toxicidade em humanos.3?33,

Os possiveis impactos ambientais gerados pelo descarte de CNTs no
ambiente, especialmente em sistema aquaticos, ainda nao foram avaliados.
Recentes estudos apresentam que dispersfes de CNTs sdo altamente estaveis em
ambientes aquaticos. Os acidos humicos, material organico com carateristicas
aromaticas, interagem preferencialmente com os CNTs, permitindo assim a
acumulacdo de CNTs na matéria humica. A toxicidade dos CNTs em zooplancton in
vitro tém sido avaliada e 100 % de mortalidade para Daphnia magna foi obtida com
uma concentracdo de 20 mg/L de SWCNTs. A ingestdo de CNTs por zooplancton
gera diminuicdo no seu crescimento e reproducdo, que pode conduzir a uma
diminuicdo na populagdo e, consequentemente, afetar o equilibrio trofico dos

ecossistemas®*®,
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1.2.4 Aplicagbes dos CNTs

Os CNTs tém sido usados na fabricagdo de componentes eletronicos,
fabricacdo de filtros e membranas, em catalises e no desenvolvimento de novos
sensores e eletrodos®. Nesta dltima &rea, muitos trabalhos reportam o efeito
eletrocatalitico dos CNTs nas determinacdes de diversos analitos eletroativos.

Eletrodos e biossensores empregando-se os CNTs tém sido descritos na

5,22 37,38

literatura®?%, como os biossensores para a determinacdo de H,0,*"*, glicose® e

4041 Eletrodos modificados com filmes diversos contendo CNTs

42,43

pesticidas
dispersados para a determinacdo de drogas em formulacdes farmacéuticas e
eletrodos modificados com filmes de CNTs dispersados em liquidos ibnicos para a
determinacdo de H,O, e NADH ** também foram propostos.

Dentre os eletrodos mais empregados em eletroanalitica como o de carbono
vitreo, compdésitos, de pasta de carbono, grafite, diamante dopado com boro, platina,
ouro entre outros, o eletrodo de carbono vitreo € o mais empregado na fabricacéo de
eletrodos modificados com filmes poliméricos contendo CNTs imobilizados. O filme
contendo os CNTs deve ter boa estabilidade, boa aderéncia no eletrodo de trabalho
e nao deve impedir a transferéncia eletrbnica e/ou do analito da interface
eletrodo/solucdo. Os CNTs vem sendo empregados na elaboracdo de muitos
eletrodos modificados em voltametria/amperometria devido a sua boa capacidade de
transferéncia eletrbnica e efeitos eletrocataliticos na determinagdo de diversos
analitos eletroativos.

Ha diversos trabalhos na literatura envolvendo eletrodos eletroquimicos a

base de filmes de CNTs. Wang et al*

propuseram a fabricacdo de um GCE
modificado com filme de poli(3-metiltiofeno) sobre Nafion/SWCNTs para a
determinacdo de dopamina. Yin et al*® reportaram o uso de um CGE modificado com
polianilina e MWCNTs incorporados em [B-ciclodextrina para a determinacdo de

dopamina na presenca de acido ascoérbico. Yi et al*’

desenvolveram um sensor pela
modificagdo de um GCE com azul brilhante eletropolimerizado com DHP dispersado
em MWCNTSs para determinacéo de epinefrina, um importante neurotransmissor.

As determinacdes eletroquimicas de cations metalicos sdo amplamente
estudadas usando eletrodos modificados com filmes. Por exemplo, Sun et al*®
reportam a determinacdo de Cd** usando um GCE modificado com SWCNTs-Nafion.

A rutina, um importante flavonéide glicosidico foi determinado por Zeng et al*
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usando um eletrodo de ouro modificado com SWCMTs. Determinacfes de analitos
em amostras complexas como alimentos tém sido feitas com eletrodos modificados.
Por exemplo, no nosso grupo de pesquisa, Sartori et al® determinaram sulfito em

alimentos usando um GCE modificado com hidrocloreto de polialilamina e CNTs.

1.3 Dihexadecil hidrogénio fosfato

O diexadecil hidrogénio fosfato (DHP) é um surfactante formado
estruturalmente por um grupo fosfato ligado a duas cadeias carbdnicas apolares
como é apresentado na Figura 1.7A>°. Este composto pode ser disperso em agua
por agitacdo ultrassonica e sua dispersdo pode formar uma pelicula estavel na
superficie do eletrodo apdés a evaporacdo da agua, provavelmente, por
polimerizacdo devido a formacéo de ligacbes de hidrogénio entre os grupos fosfato
(Figura 1.7B)*%>1°2,

A CHs B[ CHy CHy CHy CHy ]
I(C|‘@14 I(C|‘|2)14 I(C|‘|2)14 I(C|‘@14 I(C|‘|2)14
CH, CH, CH, CH, CH,

5 0 0 0 5

O—P—OH 0= P— O