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RESUMO

ELETRODOS VOLTAMETRICOS E AMPEROMETRICOS PARA A
DETERMINACAO DE ESPECIES DE INTERESSE FARMACEUTICO. O
desenvolvimento de eletrodos modificados com hexacianoferratos insoluveis vem
atraindo grande atencgéo devido as suas interessantes caracteristicas quimicas e
eletroquimicas. No primeiro trabalho desenvolvido, utilizou-se 20% (m/m) de
hexacianoferrato de cobre(ll) incorporado a pasta de carbono para a determinagéo
voltamétrica de dipirona. A curva analitica apresentou uma linearidade no intervalo
de concentracao entre 9,9 x 10° e 2,4 x 10 mol L' com um limite de detecgdo de
8,1 x 10° mol L em solucdo de acetato de sédio pH 7,3. Em um segundo
trabalho, utilizou-se uma resina de troca anibnica, que foi carregada com ions
hexacianoferrato(lll) e este material foi utilizado como modificador em um EPCM
que posteriormente foi aplicado na determinagdo amperométrica de paracetamol.
A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de paracetamol entre
2,0x 10° e 6,5 x 10 mol L' com limite de detecgdo de 1,6 x 10° mol L™. O uso
de complexos de vanadio também vem sendo bastante intensificado nos ultimos
anos, principalmente por se tratar de um elemento que participa de diversos
processos bioquimicos no corpo humano. Neste trabalho, outros dois métodos
foram propostos utilizando um EPCM com o complexo VO-Salen para a
determinacao voltamétrica de dipirona e ranitidina em produtos farmacéuticos.
Diversos parametros foram estudados a fim de se obter a melhor resposta do
sensor. As curvas analiticas foram lineares para dipirona e ranitidina nos intervalos
de concentragdo de 9,0 x 10°a 2,8 x 10* mol L' € 9,9 x 10° a 1,0 x 10™ mol L™,
respectivamente, com um limite de deteccéo de 7,2 x 10° mol L™ para dipirona e
6,6 x 10° mol L para ranitidina. Finalmente, o uso de eletrodos de pasta de
carbono, modificados ou ndo, acoplados em sistema FIA com detecgao
amperométrica também vem sendo amplamente explorado por se tratar de uma
alternativa extremamente versatil. Neste trabalho, desenvolveu-se um
procedimento para a quantificacdo de captopril em formulagdes farmacéuticas

utilizando uma célula amperométrica de fluxo acoplada ao sistema. O método foi
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baseado na reacédo de oxidacdo do captopril, sob agcdo de um potencial aplicado.
Parametros como pH e eletrdlito suporte, além dos parametros do sistema FIA
foram avaliados a fim de se obter as melhores respostas analiticas. A curva
analitica foi linear no intervalo de concentracdo de captopril de 2,0 x 10 a 7,5 x
10 mol L', com limite de detecgdo de 9,6 x 10° mol L' e freqiéncia de

amostragem de 42 h™,
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ABSTRACT

VOLTAMMETRIC AND AMPEROMETRIC ELECTRODES FOR THE
DETERMINATION OF SPECIES WITH PHARMACEUTICAL INTEREST. The
development of modified electrodes by insoluble metal hexacyanoferrates have
attracted wide spread attention due to their interesting chemical and
electrochemical characteristics. In the first developed work, 20% (m/m) of
copper(ll) hexacianoferrate was incorporated to a carbon paste for the
voltammetric determination of dipyrone. The analytical curve showed a linear
response in the concentration range of 9.9 x 10° to 2.4 x 10 mol L™ with a
detection limit of 8.1 x 10® mol L™ in acetate buffer solution at pH 7.3. In a second
work, an anionic exchange resin modified with hexacianoferrate(lll) ions was used
as modifier material in an MCPE that later was applied in the amperometric
determination of paracetamol. The analytical curve was linear in the paracetamol
concentration range of 2.0 x 10° and 6.5 x 10* mol L™ with a detection limit of
1.6 x 10° mol L™". The use of vanadium complexes has been also intensified in the
last years, mainly for its importance in diverse biochemist processes in the human
body. In this work, two other methods had been proposed employing an EPCM
with VO-Salen complex for the voltammetric determination of dipyrone and
ranitidine in pharmaceutical products. The analytical curves for dipyrone and
ranitidine were linear in the concentration ranges of 9.0 x 10° to 2.8 x 10* mol L™
and 9.9 x 10° to 1.0 x 10 mol L, respectively, with a detection limit of 7.2 x 10
mol L™ for dipyrone and 6.6 x 10™° mol L™ for ranitidine. Finally, the use of carbon
paste electrodes, modified or not, coupled to the FIA system with amperometric
detection has been also widely explored due to be an extremely versatile
alternative. In this work, a procedure for the captopril quantification in
pharmaceutical formulations was developed using an amperometric flow cell
connected to the FIA system. The method was based on the reaction of the
captopril oxidation, under action of an applied electric potential. Parameters such
as pH and support electrolyte, and the FIA system parameters had been evaluated

in order to get the best results. The analytical curve was linear in the captopril
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concentration range from 2.0 x 10 to 7.5 x 10™ mol L™, with a detection limit of

9.6 x 10”° mol L™ and a sampling frequency of 42 h™.
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CAPITULO 1 — INTRODUGAO

1.1. Farmacos

Farmacos sao geralmente compostos altamente funcionalizados e a
maioria deles exibem grupos oxidaveis, o que os tornam alvos ideais para um
metabolismo oxidativo quando sdo introduzidos no organismo humano.

A acao biologica de um farmaco pode variar drasticamente conforme a
sua estrutura. Assim, um xenobiotico, que apds absorcdo tenha sido metabolizado,
pode simplesmente deixar de apresentar qualquer efeito toxicolégico, ou passar a
produzir um efeito diferente daquele esperado e desejado. Em alguns casos, no
entanto, € justamente o xenobidtico metabolizado que apresenta o efeito biolégico
desejado. Neste caso, o farmaco é conhecido como pré-farmaco?.

Devido a importancia dos farmacos em geral no metabolismo humano,
sempre houve um grande interesse no estudo destes compostos, bem como na
determinacgao analitica de seus teores em produtos comerciais.

Com o advento dos medicamentos genéricos e o crescimento, de certa
forma descontrolado, no numero de pequenos laboratérios farmacéuticos, que muitas
vezes funcionam em local desapropriado, busca-se cada vez mais desenvolver novos
meétodos que sejam sensiveis, precisos e de facil acesso para este tipo de analise.

Na literatura sdo relatados varios meétodos para a determinacdo de
farmacos, como os microbiolégicos, bioanaliticos e quimicos, sendo que boa parte

destes métodos € de alto custo, possuem baixa sensibilidade e longo tempo de analise.

1.2. Analgésicos antipiréticos™*

Analgésicos sao farmacos que, mediante agdo sobre o sistema nervoso
central, aliviam a dor sem causar entorpecimento ou perda de consciéncia. A palavra
analgesia provém do grego an (sem) e gesia (dor).

Antipiréticos ou antitérmicos sdo farmacos que eliminam ou aliviam os

estados febris. A temperatura corporal é controlada por um mecanismo regulador
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situado no hipotalamo, que controla a producéo e a perda de calor. O hipotalamo &, por
assim dizer, o “termostato” do organismo. Ao sobrevir a febre, eleva-se o nivel do
“termostato”, embora persista o equilibrio entre a producdo e a perda de calor. Os
antipiréticos produzem abaixamento da temperatura corporal elevada em consequéncia
do aumento da perda de calor. Sua agdo néo € especifica, ndo estando relacionada
com o aumento da causa da pirese.

O grupo dos analgésicos antipiréticos classicos compde-se
fundamentalmente de trés substancias basicas: o acido acetilsalicilico (AAS), o
paracetamol e a dipirona (Tabela 1.1). Trata-se de farmacos antigos, com varias
décadas de intenso emprego terapéutico. Entre estas substancias, a de maior uso em
grande numero de paises, inclusive o Brasil, € a dipirona, gragas ao seu elevado indice
de confiabilidade terapéutica no combate a dor e a febre a par de sua boa tolerabilidade

geral.

TABELA 1.1. Solubilidade em agua dos principais analgésicos antipiréticos

Analgésico Solubilidade / (g / g H20) Caracteristica
Dipirona Sddica 1/1,5 Altamente soluvel
Paracetamol 1/70 Moderadamente soluvel
Acido Acetilsalicilico 1/300 Pouco soluvel

Em uma avaliacdo epidemiolégica dos efeitos colaterais dos analgésicos
antipiréticos, Levi® lembra que o AAS, o paracetamol e a dipirona ndo foram submetidos
a ensaios clinicos iniciais. Deste modo, apenas com o uso clinico intenso durante
periodos prolongados obteve-se maiores informagdes sobre o perfil de tolerabilidade
destas drogas. Assim, da mesma forma que o AAS vem sendo relacionado
principalmente a ocorréncia de hemorragias gastrintestinais e o paracetamol a
toxicidade hepatica, a dipirona foi apontada durante muito tempo como sendo

responsavel por discrasias sanguineas, sobretudo agranulocitose.

1.2.1.Dipirona sédica
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1.2.1.1. Aspectos gerais®

No Século XIX, os médicos mostraram a sua grande preocupagao com a
analgesia e a anestesia, concentrando nesta diregcdo os seus esfor¢cos de pesquisa
terapéutica. Assim, dentre as varias moléculas dotadas de propriedades analgésicas,
surgiu na Alemanha a familia das pirazolonas, como a antipirina, sintetizada em 1884.
Anos mais tarde, em 1897 surgia outro parente, a aminopirina. Posteriormente, em
1913, a Hoechst AG desenvolvia o primeiro composto injetavel da familia, a dipirona.
Em 1921, era introduzida no mercado farmacéutico alemao, a primeira pirazolona de
uso clinico, que era, em realidade, um produto composto por 50 % de dipirona € 50 %
de aminopirina. A indicacao terapéutica era analgésico e antiespasmaodico, apesar de
ter sido testado até para o tratamento da tuberculose. No Brasil, a dipirona foi

introduzida em 1922, pela Hoechst AG, com o nome de Novalgina.

SO; Na*
\ |
N—__ N
N N N N N
SN S0 SN o -~ o
Antipirina Aminopirina Dipirona Sédica

FIGURA 1.1. Estrutura molecular de alguns derivados pirazolénicos.

A dipirona (sal de sodio do 1-fenil-2,3—dimetil-4-metil
aminometanossulfonato—5—pirazolona) €, em verdade, o principal analgésico e
antipirético da terapéutica brasileira, com 31,8 % do mercado, sendo o paracetamol
com 29,7%, em segundo, e a aspirina, com 27,1 %, em terceiro. E um po cristalino de
coloragdao branca soluvel em agua e alcool, ligeiramente soluvel em cloroférmio e

praticamente insoluvel em éter. Quimicamente, a dipirona € um derivado 5-pirazolénico
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com a presenga de um grupo metanossulfénico na estrutura. Existem, no pais cerca de
125 produtos a base de dipirona, sendo 71 em associacdo a outras substancias. E
comercializada principalmente na forma sodica em diferentes formas farmacéuticas
(solugédo oral, injetavel, comprimidos e supositorios). Mais de 80 % das vendas ocorrem

sem prescrigao meédica.

1.2.1.2. Propriedades farmacoloégicas

1.2.1.2.1. Farmacocinética’

A dipirona sodica € um medicamento com propriedades analgésicas e
antipiréticas indicado no tratamento sintomatico da dor e febre, age simultaneamente a
nivel central e periférico, sua absorgéo é rapida, uniforme e quase completa. Cerca de
58 % da dose liga-se as proteinas plasmaticas, proporcionando o efeito do farmaco em
aproximadamente 15 minutos apdés a administracio do medicamento. A
biotransformacédo da droga ocorre a nivel hepatico, com duracdo do efeito de
aproximadamente 4 a 7 horas. A eliminagdo da droga ocorre a nivel renal sendo cerca
de 70 % de uma dose excretada pela urina apds 24 horas da ingestdo. A TABELA 1.2

apresenta as principais caracteristicas dos trés principais analgésicos antipiréticos.

TABELA 1.2. Farmacocinética dos principais analgésicos antipiréticos

Substancia Absorgao gastrintestinal Biodisponibilidade Meia-vida plasmatica

Dipirona Muito rapida >90 % Ded4a7h
Paracetamol Rapida, menos uniforme  Variavel, até 90 % De1a4h
AAS Rapida e uniforme Cerca de 30 % Cercade 3 h

1.2.1.2.2. Toxicologia®

A dose recomendada de dipirona a um adulto é de 0,5 a 10 g
administrada trés vezes ao dia e, a ingestdo de 5,0 g deste farmaco pode ser letal.

Geralmente o medicamento € bem tolerado, mas podem ocorrer reagdes adversas, tais
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como: hipotermia e reagdes de hipersensibilidade que afetam a pele, a conjuntiva e a
mucosa nasofaringeana, muito raramente progredindo para reagbes cuténeas bolhosas,
as vezes com risco de vida, geralmente com comprometimento da mucosa (sindrome
de Stevens-Jonhson ou sindrome de Lyell). O medicamento pode provocar reagdes
ocasionais ou raras, como: disturbios renais transitérios com oliguria e anuria,
acompanhada de proteinuria e inflamagdo do tecido renal (nefrite intersticial),
principalmente em pacientes com histérico de doenca renal ou em casos de overdose.
Existem relatos de discrasias sanglineas como agranulocitose, leucopenia e

trombocitopenia, com risco de vida.

1.2.1.2.3. Farmacodinamica®

Os analgésicos antipiréticos sao substancias utilizadas
predominantemente para o alivio da dor e da febre. Entretanto, a sua indicacao
especifica depende de algumas de suas caracteristicas farmacodinédmicas proprias,
quer quanto ao espectro e a intensidade de acdo, quer quanto a tolerabilidade. A

Tabela 1.3 apresenta um perfil comparativo da dipirona com outras drogas.

TABELA 1.3. Perfil comparativo da dipirona com outros analgésicos antipiréticos.

Substéancia Efeitos
Analgésico Antipirético  Antinflamatoério Colaterais
Dipirona Intenso Intenso Moderado Leve
AAS Moderado Moderado Intenso Moderado
Paracetamol Moderado Moderado Leve Leve

A dipirona é o unico deste grupo de farmacos que, como efeito adicional,
ainda exerce atividade antiespasmodica, de grande valia no tratamento das dores

espasticas.

1.2.1.2.4. Efeito analgésico
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O mecanismo de agao dos analgésicos nao narcéticos esta basicamente
ligado a uma inibicdo em nivel periférico da sintese das protaglandinas, impedindo com
isso a sensibilizacdo dos nociceptores. Entretanto, no caso da dipirona, sua acéo é
demonstravel também no bloqueio da percepc¢ao dolorosa no talamo. Além do mais, a
acao da dipirona sobre as prostaglandinas é qualitativamente diferente daquela do

|10,11

AAS, o que explica a sua melhor tolerabilidade gastrintestina . A dipirona é também

eficaz nas dores provenientes de espasmos da musculatura lisa das visceras ocas.

1.2.1.2.5. Efeito antipirético

Os analgésicos antipiréticos constituem recurso terapéutico indispensavel
no combate a febre. Na grande maioria dos casos a febre ocorre na vigéncia de
quadros infecciosos, sobretudo na pediatria. Como é sabido, febre elevada e
prolongada pode causar danos neuroldgicos irreversiveis e até levar a morte. Nos
estados febris, a atividade antipirética da dipirona se processa através de um efeito
inibitério sobre os centros termorreguladores, promovendo em nivel central uma
normalizacdo da produgdo de calor, que se encontra aumentada, sem, todavia
promover redugao da temperatura corporal normal.

De acordo com estudos terapéuticos realizados em pediatria'®, a dipirona
exerce grande eficacia no tratamento da febre sendo uma das drogas mais comumente

utilizadas.

1.2.1.2.6. Efeito antiespasmédico™

Conforme estudos laboratoriais e clinicos, a dipirona exerce nitido efeito
espasmolitico. Admite-se que este efeito seja miotropico (ndo central), isto €, ocorre
através de uma inibicdo periférica da excitabilidade da musculatura lisa. Com isso é
interrompido o circulo vicioso da dor espastica, onde o espasmo provoca mais dor, € a
dor leva a mais espasmo, e assim sucessivamente.

Para potencializar o efeito espasmolitico da dipirona, usa-se uma

associagao desta com o brometo de N-butilescopolamina. Como anticolinérgico, ha uma
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complementacdo mutua por parte do brometo de N-butilescopolamina com a dipirona,

de modo a interromper o fendbmeno espasmo-dor-espasmo.

1.2.1.3. Métodos para determinacao de dipirona

1.2.1.3.1. Espectrofotometria no UV - visivel

Diversos procedimentos espectrofotométricos sdo relatados na literatura
para a determinagdo de dipirona na regiao do UV visivel, envolvendo rea¢des com
diferentes reagentes como o acido cromotrépico™, PbO,'®, AgCI'®, molibdato de
amodnio'” entre outros'®?,

PEZZA et al."* desenvolveram um método baseado na oxidagao seletiva
da dipirona, na presencga de acido sulfurico, promovendo a formacéo de formaldeido
que reage com o acido cromotrépico, produzindo um composto violeta monitorado
espectrofotometricamente em 575 nm. Primeiramente, esse procedimento foi utilizado
como um “spot test” para a determinacado qualitativa de dipirona, no qual se mostrou
bastante seletivo. Em seguida, SAKIARA et al."® utilizaram-se do mesmo principio para
propor um procedimento de quantificacdo do analito. A curva analitica apresentou uma
resposta linear no intervalo de concentracdo de dipirona de 0,57 a 5,7 mg L
(1,6 x 10 mol L' a 1,6 x 10° mol L") mostrando-se preciso e seletivo na determinagao
de dipirona em produtos farmacéuticos. Porém, para que haja a formagédo do composto
violeta, sdo necessarias condicdes muito drasticas como a concentracdo de acido
sulfurico de 11,2 mol L' e um aquecimento a 100 °C, além de um tempo de reacéo de
25 min.

BAUTISTA et al.” determinaram indiretamente a dipirona utilizando um
reator em fase solida contendo PbO, acoplado a um sistema de analise por injecdo em
fluxo. O método é baseado na reagdo do farmaco no reator, promovendo
simultaneamente a oxidagdo da dipirona e a liberagado de ions Pb(ll), que age como
catalisador na reacgéo entre vermelho de pirogalol e perssulfato de potassio, resultando
na diminuicdo na coloragao da solugado. A diminuicdo da absorbancia foi monitorada em

520 nm e a frequéncia de amostragem obtida foi de 72 determinagdes por hora. Com
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esse procedimento, foi possivel determinar dipirona no intervalo de concentragao de
57x10%mol L™ a4,6 x 10° mol L™.

PEREIRA et al.?’ desenvolveram um procedimento para a determinacéo
de dipirona baseado na geracao de ions triiodeto num sistema de analise por injecéo
em fluxo pela mistura de solugdes de iodato e iodeto-amido. Os ions triiodeto gerados
em linha ao reagirem com a dipirona injetada no sistema oxidam o grupo
metanossulfénico do farmaco a sulfato. O consumo de ions I3” pela dipirona provoca um
decréscimo da absorbancia (linha base) do complexo triiodeto-amido que foi monitorado
espectrofotometricamente em 580 nm. O Ilimite de deteccdo encontrado foi de
6,0 x 10”° mol L™ com uma freqiiéncia de amostragem de 60 h™.

Uma nova proposta para a determinagao espectrofotométrica de dipirona

foi desenvolvida por Lima et al.?*

explorando a reagcdo do farmaco com p-
dimetilaminobenzaldeido em um sistema FIA com micro-bombas, o que permite ao
sistema uma maior versatilidade e simplicidade na comutacado. A linearidade da curva
analitica foi de 10 a 400 mg L™ (2,85 x 10° a 1,14 x 10 mol L") com um limite de
deteccdo de 1 mg L™ (2,85 x 10° mol L™ e freqiiéncia de amostragem de 50 h™.

Dentro do nosso grupo de pesquisa, foram desenvolvidos alguns métodos
para a quantificacdo de dipirona em produtos farmacéuticos utilizando
espectrofotometria e analise por injecdo em fluxo. MARCOLINO-JUNIOR et al.’®
utilizaram um reator contendo AgCl acoplado a um sistema FIA de linha unica. A
determinacdo de dipirona é baseada na reducdo dos ions Ag® pela dipirona e
conseqliente formacdo de uma suspensao coloidal de Ago, sendo esta detectada
turbidimétricamente em 425 nm. A quantidade de Ag0 gerada €& proporcional a
concentracao de dipirona inserida no sistema. A curva analitica foi linear no intervalo de
concentracio de dipirona entre 5,0 x 10 e 2,5 x 10 mol L' com um limite de detecgao
de 1,3 x 10 mol L (3og/inclinagdo). O desvio padrdo relativo de 10 determinacdes
sucessivas de dipirona 1,0 x 10 mol L™ foi de 1,8% e a freqiiéncia de amostragem
alcancada foi de 45 determinagdes por hora.

Em outro trabalho proposto pelo grupo'’, desenvolveu-se um sistema
simples de linha Unica baseado na formacao do azul de molibdénio que se trata de um
procedimento classico para a determinacdo de fosforo em amostras ambientais®®. O

desenvolvimento da reagao ocorre em duas etapas, a de formagao do acido molibdico a
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partir da reacdo do molibdato de aménio em meio acido, sendo esta uma etapa lenta e,
portanto predominante na cinética da reagdo. Em seguida, ocorre a redugao do acido
molibdico pela dipirona formando o azul de molibdénio que trata-se de um o6xido de
composigao indefinida onde o molibdénio se encontra em dois estados de oxidagéo
diferentes (Mo(V) e Mo(VI)). A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de
dipirona entre 5,0 x 10* e 8,0 x 10 mol L' com um limite de deteccdo de 9,6 x 107
mol L™ (3og/inclinagdo). O desvio padrdo relativo de 10 determinacdes sucessivas de
dipirona 5,0 x 10 mol L™ foi de 1,7 % e a freqliéncia de amostragem alcancada foi de

60 determinacgdes por hora.

1.2.1.3.2. Métodos eletroquimicos

Sao0 poucos os procedimentos eletroquimicos utilizados para a
quantificagao de dipirona encontrados na literatura.

BELAL? propds um procedimento utilizando a polarografia classica para a
determinagdo simultdnea de acido ascoérbico (vitamina C) e dipirona em produtos
farmacéuticos. O método é baseado nas ondas polarograficas produzidas pela
oxidagao dos dois analitos em meio de tampé&o acetato (pH 3,6). A separacao das duas
ondas (>0,65 V) foi suficiente para a quantificacdo dos dois analitos sem que houvesse
qualquer interferéncia nas medidas. O método foi aplicado com sucesso na analise de
produtos comerciais contendo dipirona e acido ascérbico.

PEREZ-RUIZ e colaboradores?’ utilizaram um eletrodo de carbono vitreo
para a determinagdo de dipirona em um sistema de analise por injegdo em fluxo. O
método é baseado na oxidacdo da dipirona sobre a superficie do eletrodo em um
potencial de 0,4 V vs. Ag/AgCl em tampao aménio (pH 9,0). A frequéncia de
amostragem alcangada foi de 54 h™" com uma curva de calibraggo linear no intervalo de
3,0x10°a3,0x 10° mol L™.

Um sistema de analise por inje¢do em fluxo com detecgdo amperométrica
utilizando microeletrodos foi proposto por MATOS e colaboradores® para a
determinacdo simultanea de dipirona, acido ascorbico, dopamina e adrenalina. O
método € baseado em um sistema de multicanais de detecgao acoplados a uma célula

de fluxo contendo um arranjo de microeletrodos modificados pela eletrodeposi¢ao de
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diferentes metais nobres. Recentemente, este mesmo grupo de pesquisadores
desenvolveu uma célula de fluxo contendo um eletrodo de ouro retirado a partir de CDs
(compact discs) regravaveis®® para determinacdo de dipirona em formulacdes
farmacéuticas. Este método permitiu a quantificagdo de dipirona da ordem de 1 x 10”7
mol L™ e uma freqiiéncia de amostragem de 90 h™".

MEDEIROS et al.® desenvolveram um sistema FIA com deteccdo
biamperométrica para a quantificagdo de dipirona. Dois sistemas redox (Fe(lll)/Fe(ll) e
Io/I") foram estudados em termos de estabilidade, seletividade e sensibilidade. Os
melhores resultados foram obtidos com o sistema Fe(lll)/Fe(ll) sendo este utilizado para
a quantificacdo de dipirona em produtos farmacéuticos. O procedimento apresentou
uma regido de linearidade entre 10 e 50 mg L™ (2,85 x 10° mol L™ a 1,42 x 10 mol L)
e uma freqiiéncia de amostragem de 71 h™.

Em outro procedimento utilizando analise por injecdo em fluxo,
ALBUQUERQUE et al.®' construiram um eletrodo tubular recoberto por uma membrana
polimérica contendo tetraoctilamdnio como material eletroativo para a determinacao
potenciométrica de dipirona. O eletrodo apresentou uma resposta linear de 8,4 x 10™
mol L a 1,0 x 107" mol L™" com uma inclinacdo de 62,1 mV dec™.

Um procedimento empregando uma célula eletroquimica construida com
dois pequenos eletrodos de ouro foi proposto por PAIXAO et al.*2. Neste procedimento,
dipirona é determinada através da titulacdo coulométrica desta com iodo gerado
eletroquimicamente. A curva analitica apresenta linearidade entre 2 e 15 ymol L e
limite de deteccéo de 1,1 ymol L.

MARCOLINO-JUNIOR et al.>®* desenvolveram um procedimento para a
determinacdo amperométrica de dipirona em formulagdes farmacéuticas utilizando um
eletrodo de pasta de carbono acoplado a uma célula eletroquimica em um sistema de
analise por injecao em fluxo. O método foi baseado na oxidagédo da dipirona sob agéo
de um potencial aplicado. Os registros dos valores de corrente (a +0,35 V) geraram
uma relagdo linear com as concentragdes de dipirona no intervalo de 4,91 x 10° a
2,50 x 10* mol L™ O desvio padrao relativo de 10 determinagdes sucessivas de dipirona
5,0 x 10° mol L™ foi de 3,7 % e a freqiiéncia de amostragem alcancada foi de 90
determinagdes por hora. A principal vantagem no uso de EPC esta na sua simples

preparacao e a facilidade na renovacgao da superficie.
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1.2.1.3.3. Métodos fluorimétricos e quimiluminescentes

HUANG et al®* propuseram um procedimento baseado na
quimiluminescéncia induzida pela oxidacao do grupo sulfito da dipirona com oxigénio
dissolvido na presenga de Rodamina 6G e o surfactante Tween 80 em meio alcalino. O
método foi aplicado na determinagao de dipirona em produtos farmacéuticos e fluidos
bioldgicos com um limite de deteccdo de 0,003 mg mL™ (8,5 x 10® mol L™). O mesmo
grupo de pesquisadores, otimizou este procedimento imobilizando o reagente
Rodamine 6G em resina catidnica e acoplou o reator em um sistema de analise por
injecao em fluxo®®. A curva analitica foi linear para concentracdes de dipirona na faixa
de 0,4 a10 mg L' (1,1 x 10° a 2,8 x 10° mol L ™) com um limite de detecgdo de 0,15
mg L™ (4,3 x 107 mol L.

PEREZ-RUIZ et al.*® basearam-se na oxidagdo da dipirona por fons
Ce(lV). A fluorescéncia natural do Ce(lll) formado pela oxidacdo da dipirona foi
monitorada. A curva analitica mostrou uma linearidade na faixa de concentracdo de
0,5a4ugmL™ (1,4 x10° a 1,1 x 10° mol L") com uma freqiiéncia de amostragem de
40 h™. Em outro procedimento, HUANG et al.*” utilizam um reator contendo ions Ce(IV)
imobilizados em resina catidnica para promover a reacao quimiluminescente com a
dipirona em meio de acido sulfurico sensibilizado pelo corante fluorescente Rodamine
6G. A curva analitica foi linear na faixa de concentraco de 0,05a 10 pg mL™" (1,4 x 107
a 2,8 x 10° mol L'1) e foi aplicado na determinacdo de dipirona em produtos
farmacéuticos.

Um procedimento baseado na quimiluminescéncia gerada pela reacgao
entre luminol e periodato foi proposto por SONG et al.*®. Neste procedimento, tanto o
luminol como o periodato sdo imobilizados em uma resina de troca ibnica e a
quimiluminescéncia gerada pela eluicdo destes para o fluxo transportador € inibida na
presenca de dipirona, diminuindo a intensidade do sinal analitico. Uma relacao linear
entre a concentragdo de dipirona e o sinal gerado foi obtida entre 0,1 e 50 ng mL™"
(2,85 x 107 mol L™ a 1,42 x 10 mol L") de dipirona, com um limite de detecgdo de 0,04
ng mL" (1,43 x 107 mol L"). Em seguida, este mesmo grupo de pesquisadores

propuseram um sistema baseado na inibicdo da quimilumescéncia gerada pela reacao
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entre luminol e ions dicromato, na presenca de dipirona. O sistema proposto
apresentou uma resposta linear bastante sensivel no intervalo de concentragcdo de
dipirona de 5,0 x 10" a 5,0 x 10® mol L™, com um limite de detecgéo de 2,0 x 107" mol
L™ e freqiiéncia de amostragem de 60 h™".

ZHAO et al.*® propuseram um sistema FIA baseado na oxidagao direta da
dipirona por MnO; imobilizado em um reator em fase sdlida produzindo uma
quimiluminescéncia intensificada pela adicdo de Rodamina B. A curva de calibragao foi
linear no intervalo de concentracéo de dipirona entre 4,0 x 10° e 1,0 x 10° mol L™ com

um limite de deteccdo de 2,7 x 10™° mol L™ e freqiiéncia de amostragem de 120 h™.

1.2.1.3.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Existem diversos relatos na literatura que utilizam a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para a investigacdo de diversas propriedades da dipirona®®*°.
No entanto, a maioria desses procedimentos é caracterizada por separar e identificar os
metabdlitos da dipirona que se formam apds a administragao do farmaco. Sao utilizados
como matrizes fluidos bioldgicos tais como urina e plasma sanguineo.

AGUNDEZ et al.*'*? determinaram os principais metabdlitos da dipirona e
da aminopirina em urina, utilizando a CLAE. Os metabdlitos foram extraidos da urina
com cloroférmio, e estes injetados como fase moével e monitorados na regido do UV em
254 nm. O método se mostrou bastante seletivo para a separagdo da dipirona,
aminopirina e seus metabdlitos.

KATZ et al.** desenvolveram um procedimento para a determinagdo
simultdnea dos metabdlitos da dipirona em plasma sanguineo por CLAE. Além da
separacdo, EDDINE et al.** também propuseram um procedimento de quantificacdo da
dipirona e de seus produtos de degradacgao utilizando a CLAE em uma coluna em fase
reversa com deteccao espectrofotométrica na regido do UV. O método foi aplicado na
andlise de produtos farmacéuticos com um tempo de eluigdo de 12 minutos e limite de

deteccao da ordem de 3 — 5 ng do componente principal.

1.2.2. Paracetamol
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1.2.2.1. Aspectos gerais

A acetanilida € o membro original deste grupo de drogas. Foi introduzida
na pratica médica em 1886 sob o nome de antifebrina por CAHN et al.®, que
acidentalmente descobriram sua agéo antipirética. Contudo, a acetanilida demonstrou
ser excessivamente toxica. Na busca por compostos menos toxicos, foi feita uma
tentativa com o p-aminofenol na crenga de que o organismo oxidava a acetanilida a
este composto. No entanto, a toxicidade nao se reduziu e diversos derivados quimicos
do p-aminofenol passaram a ser testados. Um dos mais satisfatérios entre estes foi a
fenacetina (acetofenetidina), introduzida na terapéutica em 1887, sendo amplamente
empregada em misturas analgésicas até ser implicada na nefropatia do abuso dos

analgeésicos.

O O O

e

° 9 g

Acetanilida Paracetamol Fenacetina

FIGURA 1.2. Estrutura molecular de alguns derivados do p-aminofenol.

O paracetamol (acetaminofeno, N-acetil-p-aminofenol) € um cristal branco
inodoro ou um po cristalino, moderadamente soltvel em agua (1 g por 70 mL a 25°C) e
apresenta grande estabilidade em solu¢do aquosa em pH 6-7*°. Foi inicialmente
empregado na medicina em 1893 por VON MERING?® mas s6 se tornou popular a partir
de 1949, quando foi reconhecido como principal metabdlito ativo tanto da acetanilida

quanto da fenacetina. Nao apresenta atividade antiinflamatéria, mas mesmo assim é
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provavelmente o analgésico-antipirético de segunda escolha, sobretudo para pacientes
alérgicos ao AAS ou que sofrem de Ulceras pépticas. Pode ser adquirido no comércio
sem prescricdo meédica, o que o torna um farmaco de crescente uso domeéstico,
favorecendo a automedicacdo sendo esta uma das principais preocupagdes da
ANVISA*,

1.2.2.2. Propriedades farmacoldgicas

1.2.2.2.1. Farmacocinética®

O paracetamol e a fenacetina sdo metabolizados basicamente pelas
enzimas microssémicas hepaticas. As vias metabdlicas para as duas drogas sdo um
pouco diferentes, exceto obviamente no sentido de que uma proporcao consideravel de
fenacetina €& desalquilada em paracetamol. Sua absorcdo é feita no trato
gastrointestinal conjugando-se facilmente a proteinas plasmaticas de forma rapida e
quase completa, distribuindo-se uniformemente pela maioria dos liquidos corporais. A
concentragao plasmatica atinge um pico entre 30 e 60 minutos e a meia-vida plasmatica
é de cerca de duas horas apds doses terapéuticas. E metabolizado no figado e a
eliminagéo ocorre a nivel renal sendo que cerca de 90% da droga pode ser recuperada
na urina no primeiro dia, basicamente apds conjugacdo hepatica com os acidos
glucordnico (cerca de 60%), sulfurico (cerca de 35%) ou cisteina (cerca de 3%). Foram

ainda detectadas pequenas quantidades de metabdlitos hidroxilados e diacetilados.

1.2.2.2.2. Toxicologia

Apesar de apresentar certa toxicidade, o paracetamol € bem tolerado
quando utilizado em doses terapéuticas e esporadicas. Ocasionalmente ocorrem
erupgdes cuténeas e outras reagdes alérgicas. A erupgao € eritematosa e urticariforme,
mas algumas vezes é mais grave podendo ser acompanhada de febre e lesbes da

mucosa.
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A dose oral convencional de paracetamol é de 325 a 1000 mg sendo que
a dose total diaria ndo deve exceder 4000 mg. Nas criangas, a dose Unica é de 40 a
480 mg dependendo da idade e do peso (10 a 15 mg kg™ de massa corpérea). No caso
de intoxicagédo aguda, o efeito mais sério € a necrose hepatica podendo chegar a niveis
fatais®®. O paciente apresenta em geral um quadro de nauseas, vémito e dores
abdominais. Essa toxicidade se deve a oxidagdo do grupamento amino do paracetamol,
formando o hidroxiacetoaminofenol, seguido pela formagao do N-acetil-p-benzoquinona
imina (NAPQI). Essa substéncia é altamente eletrofilica e pode facilmente oxidar
grupamentos tidis das proteinas sofrendo assim um ciclo redox com a formagao de
anions superoxidos por meio de redugdo com oxigénio®®. Essa etapa de redugédo acaba
produzindo perdxidos e por final radicais hidroxilas (OH) implicando no stress oxidativo
celular.

Doses terapéuticas unicas ou repetidas de paracetamol ndo apresentam
efeito sobre os sistemas cardiovascular ou respiratorio. Nao ocorrem alteragdes acido-
basicas, nem produz irritagdo gastrica, erosdo ou sangramento da mucosa estomacal,

sintomas caracteristicos da ingestao de salicilatos (AAS).

1.2.2.2.3. Farmacodinamica

O paracetamol possui efeito analgésico e antipirético que nao difere
significativamente do AAS. Contudo, possui efeito antiinflamatério fraco, pois nao inibe
com eficiéncia a biossintese das prostaglandinas, apesar de existirem evidéncias de
que ele possa ser mais eficaz contra enzimas do sistema nervoso central (SNC) do que
contra aquelas da periferia, talvez em virtude das elevadas concentragdes de peroxidos

encontradas nas lesdes antiinflamatorias®.

1.2.2.2.4. Efeito analgésico

O mecanismo de agao analgésica ndo esta totalmente determinado. O
paracetamol pode atuar predominantemente inibindo a sintese de prostaglandinas ao

nivel do sistema nervoso central e em menor grau bloqueando a geracao do impulso
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doloroso ao nivel periférico. A agao periférica pode ser decorrente também da inibicao
da sintese de prostaglandinas ou da inibicdo da sintese ou da acdo de outras

substancias que sensibilizam os nociceptores ante estimulos mecanicos ou quimicos.

1.2.2.2.5. Efeito antipirético

O paracetamol provavelmente produz a antipirese atuando ao nivel central
sobre o centro hipotaldmico regulador da temperatura para produzir uma vasodilatagéo
periférica que da lugar a um aumento do fluxo de sangue na pele, de sudorese e da
perda de calor. A acado ao nivel central provavelmente esta relacionada com a inibigao

da sintese de prostaglandinas no hipotalamo.

1.2.2.3. Métodos para determinacgao de paracetamol

1.2.2.3.1. Espectrofotometria no UV-Visivel

A espectrofotometria direta no UV-visivel & de longe a técnica instrumental
mais utilizada em laboratérios industriais, principalmente por sua simplicidade e baixo
custo dos equipamentos.

A maioria dos métodos espectrofotométricos publicados sdo baseados na
reacao de hidrélise do paracetamol ao 4-aminofenol e a formagdo de um composto
indofendlico a partir da reagdo de acoplamento das mais diversas®'™®. Entretanto,
muitos destes procedimentos requerem diversas etapas de tratamento da amostra, o
que acarreta em um maior tempo de analise, sendo incompativel para analises de
rotina.

Neste sentido, métodos automatizados em fluxo continuo vem substituindo
os procedimentos tradicionais utilizando a analise por injecdo em fluxo em conjunto com
a espectrofotometria no UV-visivel®!**%°,

CRIADO et al®' desenvolveram um sistema FIA com detecgdo
espectrofotométrica de paracetamol baseado na hidrdlise alcalina “on-line” do analito

utlizando um forno de microondas doméstico acoplado ao sistema, e posterior reacao
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do 4-aminofenol formado com o-cresol na presenca de NaOH. O composto formado foi
monitorado em 620 nm e apresentou uma regiao linear no intervalo de concentracéo de
paracetamol entre 0,6 e 20 ug mL™ e um limite de deteccgéo de 0,2 ug mL™.

A mesma estratégia de hidrolise foi adotada por BOUHSAIN et al.*®

que
em seguida reagiram o 4-aminofenol formado com 8-hidroxiquinolina na presenca de
periodato de potassio, formando um corante indofendlico com absorgdo maxima em
608 nm. O método foi aplicado em formulagcbes farmacéuticas, permitindo 70
determinagdes por hora, com um limite de detecgéo de 0,2 ug mL™.

Uma outra estratégia bastante empregada na determinagdo de
paracetamol € a sua oxidagao direta, seguida pela reagdo de acoplamento com um
composto fendlico obtendo-se como produto o indofenol, a indoanilina ou indoaminas,
dependendo da natureza dos reagentes empregados.

CALATAYUD et al.?? desenvolveram um sistema FIA baseado na reacgdo
do paracetamol com hexacianoferrato (lll) e posterior reagdo do produto formado (N-
acetil-p-benzoquinoneimina) com fenol. Ambas a s reagdes ocorreram a 80°C em meio
amoniacal. A curva analitica foi linear entre 0,25 e 30 mg L™ de paracetamol com uma
freqliéncia de amostragem de 26 h™'. ANICETO et al.>* utilizaram o hipoclorito de sédio
para promover a oxidagdo do paracetamol, e em substituicdo ao reagente toxico fenol,
utilizaram o salicilato de sédio em meio de NaOH, formando um composto com forte
absorcdo em 620 nm. O procedimento apresentou linearidade entre 1,0 e 100 mg L™ de
paracetamol, com uma freqiiéncia de amostragem de 80 h™. Recentemente,
LAVORANTE et al®® utilizaram a mesma reagdo supracitada substituindo o sistema FIA
classico pelo uso de valvulas solendides e multicomutacdo, o que porporcionou a
minimizagao no consumo de reagentes e na geragao de residuos.

A reacao de nitrosacdo do paracetamol, que produz uma substancia
estavel em meio alcalino com absor¢cdo maxima em 430 nm também tem sido
empregada para o desenvolvimento de sistemas em fluxo com deteccéo

espectrofotométrica®°°.

1.2.2.3.2. Métodos eletroquimicos
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Existem diversos relatos na literatura de procedimentos eletroquimicos
utilizados para a quantificacdo de paracetamol em diversos tipos de amostras®’ . Este
tipo de procedimento €& extremamente atrativo principalmente do ponto de vista da
simplicidade, baixo custo da instrumentacdo e a facilidade de miniaturizagéo.
Entretanto, o principal problema na implementagdo em massa de procedimentos
eletroquimicos na industria farmacéutica esta na dificuldade operacional e também na
baixa seletividade dos sensores propostos. Neste sentido, busca-se cada vez mais a
construcdo de sensores modificados, que respondam as caracteristicas do sistema
proposto’’.

GALVEZ et al.”® desenvolveram um sistema FIA para a determinacéo de
paracetamol com detecgdo biamperométrica. Dois pares redox (Fe(ll)/Fe(lll) e VO3
/VO,") foram estudados com indicadores redox considerando a seletividade destes
sistemas em relacdo a excipientes e antioxidantes contidos nas formulacdes
farmacéuticas. A curva analitica foi linear na faixa de concentragao de 0,1 a 7 ug mL"
utilizando Fe(lll) e até 20 pug mL" utilizando o metavanadato. As freqiiéncias de
amostragem foram respectivamente 149 e 79 determinagdes por hora.

VIEIRA et al.”' desenvolveram um procedimento baseado na formagéo do
produto da oxidagdo do paracetamol empregando a enzima peroxidase extraida do
pepino (Cucurbita pepo) imobilizada em um eletrodo de pasta de carbono. A deteccao
eletroquimica foi realizada pela redugdo da N-acetil-p-benzoquinona imina a
paracetamol a um potencial de -0,10 V. A intensidade da corrente de pico catodico foi
proporcional a concentracdo de paracetamol, obtendo-se uma curva analitica linear
entre 1,2 x 10* e 2,5 x 10° mol L™!, com um limite de deteccdo de 6,9 x 10 mol L™.

GOYAL et. al.”® desenvolveram um eletrodo de ITO (6xido de titanio e
indio) modificado com nanoparticulas de ouro para a determinagdo de paracetamol
utilizando voltametria de pulso diferencial. Utilizando este sensor, o potencial de
oxidagao do paracetamol foi diminuido em aproximadamente 110 mV além de obter-se
um curva analitica na regido de 2,0 x 107 a 1,5 x 10 mol L. Outro procedimento
utilizando eletrodo de ouro para determinacdo de paracetamol foi proposto por
PEDROSA et al.®’. Neste caso, desenvolveu-se um eletrodo de ouro modificado com
uma monocamada de acido 3-mercaptopropiénico acoplado a um sistema FIA com

deteccao amperomeétrica. Obteve-se uma regido linear no intervalo de concentragao de
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paracetamol entre 0,15 e 15 mg L™ com um limite de detecgdo de 0,2 mg L™ e uma
freqliéncia de amostragem de 180 h™.

WANG et. al.®' propuseram a modificacdo covalente da superficie de um
eletrodo de carbono vitreo com L-cisteina para a determinacdo de paracetamol. O
método de modificagdo do eletrodo é baseado na eletrooxidagdo de aminas aos seus
cations radicais analogos para formar uma ligacdo covalente estavel entre o atomo de
nitrogénio da amina e os grupos funcionas da superficie do eletrodo de carbono vitreo.
A presenca do filme de L-cisteina na superficie do eletrodo facilitou a transferéncia
eletrénica, diminuiu o potencial de pico e aumentou significativamente a corrente de
pico anddico. A regido linear foi obtida entre 20 x 107 e 1,0 x 10* mol L' de
paracetamol.

Outro tipo de modificagdo da superficie do eletrodo de carbono vitreo foi
proposto®. Este trabalho descreve a determinacdo voltamétrica de paracetamol
utlizando um eletrodo de carbono vitreo modificado com fulereno (Cgp). De acordo com
os autores, uma significativa melhora na resposta do eletrodo em termos de
sensibilidade e seletividade foi observada permitindo a quantificacdo do analito no
intervalo de concentragdo de 0,05 a 1,5 mmol L™ com um limite de deteccéo de 13,04
umol L™, O procedimento foi aplicado na determinacdo de paracetamol em formulagées

farmacéuticas e amostras de urina.

1.2.2.3.3. Métodos fluorimétricos e quimiluminescentes

A oxidacdo do paracetamol a N-acetil-p-benzoquinona imina utilizando
hexacianoferrato de potassio foi empregada para a determinagao direta de paracetamol
em um espectrofluorimetro acoplado a um sistema FIA®®. O produto da reacdo de
oxidagao apresenta fluorescéncia em 426 nm, apos ter sido excitado em 241 nm. A
medida da variagao da intensidade de fluorescéncia do produto permitiu a determinagao
do farmaco em uma faixa de concentracéo entre 0,5 e 15 ug mL™.

Um outro sistema FIA foi proposto por ALAPONT et. al.® para a
determinacao indireta de paracetamol baseado no sistema quimiluminescente luminol-
H,0,-[Fe(CN)e]*, cuja radiagdo emitida foi proporcional a concentracdo de paracetamol

inserida no sistema. O paracetamol é oxidadado pelo hexacianoferrato (lll) e o excesso
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do reagente é determinado pelo aumento da magnitude da quimiluminescéncia da
reacao entre o H,O; e o luminol.

OLIVA et. al.®® basearam-se na formacdo de uma substancia cumarinica
obtida pela reacdo entre o paracetamol e etilacetoacetato na presenca de acido
sulfurico. A substancia formada apresenta acentuada fluorescéncia (Aexc = 446 nm, Aem
= 478 nm). A curva analitica foi linear para uma faixa de concentragéo entre 6,6 x 10”7 e
2,6 x 10°® mol L™", com um limite de deteccéo de 3,4 x 107" mol L™.

Um sistema FIA simples com deteccdo quimiluminescente foi
desenvolvido por RUENGSITAGOON et. al.®® para a determinacdo de paracetamol
baseado na quimiluminescéncia produzida pela redug&o do tris(2,2,-bipiridil)ruténio(lll)
pelo paracetamol, e posterior oxidagdo do mesmo na presenga de permanganato em
meio de acido sulfurico. Apds todas as condigdes otimizadas, foi obtida uma curva de
calibracdo no intervalo de concentracao entre 0,3 e 50 pg mL™" (1,98 x 10° e 3,31 x 10

mol L™).

1.3. Anti-histaminicos®

A histamina (FIGURA 1.3) foi obtida por sintese pela primeira vez em
1907, por WINDAUS & VOGT. Sua fungdo biolégica foi descoberta, em 1910, por
BARGER & DALE. Estruturalmente, a histamina € a 5-imi-dazoletilamina ou -
aminoetilmidazol. Estudos extensivos realizados por DALE & LAIDLAW, em 1910 e
1911, comprovaram sua importancia em diversos processos fisiolégicos, especialmente
como estimulante de muitos musculos lisos e como depressora de certas funcdes, em
doses elevadas a histamina acelera o batimento cardiaco e estimula a secreg¢ao de
suco gastrico pelo estbmago (podendo causar ulcera) entre outros efeitos. Estes efeitos
podem ser antagonizados pelo uso de agentes anti-histaminicos, que s&o antagonistas
competitivos da histamina.

Em 1966, para explicar a agao dual da histamina (vasodilatagéo capilar e
producdo de suco gastrico) ASH & SCHILD aventaram a hipdtese de que ha dois
receptores para a histamina: Hy e H,. Isto promoveu pesquisas no sentido de descobrir
antagonistas do receptor Hy, pois os anti-histaminicos classicos somente bloqueiam a

vasodilatacao capilar resultante do estimulo ao receptor Hi. Mais recentemente, dentre
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muitos outros novos compostos sintetizados com a intencao de bloquear seletivamente
o receptor H,, destacam-se a famotidina, a cimetidina e a ranitidina que sao
comercializadas no combate a ulcera péptica causada pelo efeito gastrico da histamina.
Em estudos experimentais, a ranitidina mostrou-se quatro vezes mais ativa que os

outros farmacos citados.

HzN%NH
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FIGURA 1.3. Estrutura molecular da histamina.

1.3.1.Ranitidina

1.3.1.1. Aspectos gerais

A ranitidina (FIGURA 1.4) (cloridrato de N-[2-[[[-5-(dimetilamino)]-2-
furanillmetil]tio]etil]-N’-1,1-etenodiamina), € um po cristalino de coloragao branca soluvel
em agua e que apresenta atividade histaminica. Foi introduzida no mercado em 1981 e
hoje € amplamente utilizada no tratamento de ulceracdo duodenal, ulcera gastrica
benigna, esofagite péptica e outros disturbios gastricos, pois atua como antiacido
gastrico e reduz a produgdo de pepsina. E encontrada comercialmente sob a forma de

base livre ou cloridrato.
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FIGURA 1.4. Estrutura molecular da ranitidina.
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1.3.1.2. Propriedades farmacolégicas®

1.3.1.2.1. Farmacocinética

A absorg¢ao da ranitidina apds administragao oral é rapida, proporcionando
geralmente a obtengdo de picos plasmaticos nas duas horas que se seguem a
administragdo. A absor¢do nao € prejudicada significativamente por alimentos ou
antiacidos. A meia-vida de eliminacao da ranitidina € de aproximadamente duas horas.
A droga é excretada por via renal, principalmente sob a forma inalterada, e em
pequenas quantidades, sob forma de metabdlitos. Seu principal metabdlito € a N-6xido
ranitidina, havendo também menores quantidades de S-6xido e desmetil-ranitidina.
Apo6s administragdo oral, recupera-se na urina de 24 horas cerca de 40% da droga,
tanto sob a forma livre quanto metabolizada. Apds injecdo intravenosa, esta

recuperagao € da ordem de 75%.

1.3.1.2.2. Toxicologia

A dose recomendada para um individuo adulto € em média 150 mg duas
vezes ao dia, ou uma [unica dose diaria de 300 mg. Em casos mais graves, pode-se
administrar 300 mg duas vezes ao dia, ou a critério médico. O tratamento deve ser
mantido mesmo com melhoria dos sintomas, durante pelo menos 60 dias. Para evitar
reincidéncia, pode-se instituir terapia de manutengdo, com um comprimido de 150 mg
ao deitar, por longos periodos. Em criangas, a dose oral recomendada para o
tratamento de ulcera péptica € de 2 a 4 mg kg'1 de peso corporal, duas vezes ao dia,
até no maximo 300 mg de ranitidina por dia. Em ensaios clinicos ou tratamento de
rotina, tém-se observado algumas reag¢des adversas a seguir relacionadas, sendo que
em muitos casos, ndo foram estabelecidas relacdes destes eventos com a terapéutica.
Podem ocorrer alteragdes transitorias e reversiveis nos testes de fungdo hepatica, com
relatos de hepatite reversivel (hepatocelular, hepatocanalicular ou mista), com ou sem
ictericia. Em alguns pacientes foram observadas alteragbes reversiveis na contagem de

células sanglineas (leucopenia e trombocitopenia), relatados também casos de
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agranulocitose ou pancitopenia, algumas vezes com hipoplasia ou aplasia da medula
Ossea. Reagbes de hipersensibilidade (urticaria, edema  angioneurdtico,
broncoespasmo, hipotensdo) tém sido raramente observadas apos administracéo
parenteral ou oral de ranitidina. Estas rea¢des tém ocorrido ocasionalmente apés uma
unica dose. Também tém sido descritos raros casos de bradicardia e bloqueio
atrioventricular, como ocorre com outros antagonistas dos receptores H,. Numa
proporcdo muito pequena de pacientes tém-se observado cefaléia, algumas vezes
grave, tontura e confusdo mental reversivel, esta, predominantemente em pacientes
gravemente enfermos e muito idosos. Houve referéncia de alguns casos de visdo

borrada reversivel, sugestiva de disturbio na acomodacéo visual.

1.3.1.2.3. Farmacodinamica

Os agentes anti-histaminicos s&o utilizados no controle de certas afec¢des
de fundo alérgico, mas apenas como paliativos. Algumas destas drogas sao utilizadas
também como agentes antitussigenos, ansioliticos, antipsicoticos, drogas
antiparkinsonianas, antieméticos, em enjéos de viagem e antitlcera (¢ o caso da

ranitidina).

A ranitidina € um antagonista H, da histamina e caracteriza-se pela
elevada seletividade e acao imediata. Seu efeito inibitério sobre a secregéo (basal ou
estimulada) de suco gastrico ocorre através da reducdo do volume da secregdo e

consequentemente da reducao de acido e pepsina no estbmago.

1.3.1.2.4. Mecanismo de agao

Os anti-histaminicos sao antagonistas competitivos da histamina,
bloqueando os seus receptores H; ou H,. A ativacdo do primeiro resulta em
vasodilatag&o capilar enquanto que a ativagdo do segundo estimula a produgéo de suco
gastrico. O receptor Hy é bloqueado pelos anti-histaminicos classicos. O receptor H, é

bloqueado pela famotidina, cimetidina e ranitidina®.



INTRODUGAO 25

Dos resultados obtidos em caélculos de orbital molecular, KIER deduziu
que a histamina existe em duas conformagdes preferidas e pode, portanto, exercer
duas acbes bioldgicas distintas. Na sua conformacéo anti a histamina complexa-se com
o receptor Hy e na sua conformacgéo gauche com o receptor H,. Em 1976, WEINSTEIN
e colaboradores® propuseram que a interagdo da histamina com o receptor H, se daria
por trés pontos: a atragao eletrostatica entre o nitrogénio protonado da cadeia lateral e
o sitio | do receptor; ponte de hidrogénio entre o nitrogénio 3 do anel imidazdlico e o
sitio Il do receptor e ponte de hidrogénio entre o nitrogénio 3 do anel imidazdlico e o

sitio Il do receptor.

1.3.1.3. Métodos para a determinagao de ranitidina

Varios métodos sao descritos na literatura para a determinagao

de ranitidina por deteccdo espectrofotométrica®®%8#%°"  fluorimétrica® %,

95,96 97-105

por

quimiluminescéncia®®, eletroquimica® 1%, e HPLC'%"'%. Entretanto, alguns desses
procedimentos sdo de alto custo, enquanto outros sao trabalhosos e/ou requerem

profissionais com boa capacitagcao, pois envolvem diversas etapas analiticas.

1.3.1.3.1. Espectrofotometria no UV-visivel

AMIN et al.*®* desenvolveram trés procedimentos colorimétricos para a
determinacgao de ranitidina, na presenca de seus produtos de degradacgao. O primeiro
procedimento foi baseado na oxidagdo da droga pela N-bromosuccinamida (NBS) e
determinacdo do NBS em excesso pela medida do decréscimo da absorbancia quando
este reage com o indicador amaranto. Os outros procedimentos envolvem a adigao de
um excesso de Ce*' e a determinagdo do oxidante pelo decréscimo da coloracéo
vermelha pela reagao com o acido cromotrdpico ou da coloragao laranja formada pela
reacdo com rodamina 6G. Os procedimentos apresentaram uma linearidade no
intervalo de concentracao entre 0,1-3,6 mg L™ e indices de recuperacdo no intervalo de
98,9-101,0 %.
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Um procedimento simples e sensivel para a determinacao de ranitidina foi
proposto por HASSAN et al.®®>. O método envolve a reacdo do farmaco com
permanganato de potassio em meio alcalino, formando um composto de coloragéo
verde, monitorado ap6s 8 minutos de reacdo em 610 nm. A curva analitica foi linear no
intervalo de concentracdo entre 0,8 e 4,0 mg L™, sendo satisfatoriamente aplicada na
determinacgao desse farmaco em produtos comerciais contendo ranitidina.

Um sistema de analises por injegdo em fluxo com extragao liquido-liquido
do complexo formado entre ranitidina e azul de bromotimol em cloroférmio, foi proposto
por PEREZ-RUIZ et al.®" para a determinacéo espectrofotométrica de ranitidina. A curva
analitica foi linear no intervalo de concentracdo de 1,0 x 10° a 1,0 x 10* mol L™ e 40
determinagdes por hora foram obtidas.

KELANI et. al.' utilizaram a espectrofotometria derivativa para o
determinacgéo de famotidina, cimetidina e ranitidina. O método € baseado na reac¢ao dos
farmacos com peroxido de hidrogénio formando seus sulfoxidos correspondentes. Para
a ranitidina, foram aplicadas as derivadas de ordem zero, de primeira e segunda ordem
nos comprimentos de onda de 313, 334 e 255 nm, respectivamente obtendo uma

linearidade entre 2 e 20 ug mL™".

1.3.1.3.2. Métodos fluorimétricos e quimiluminescentes

LOPEZ-ERROZ et al.®* desenvolveram um sistema FIA com detecgdo
fluorimétrica baseado na reacdo da ranitidina com hipoclorito de sédio para produzir
uma amina primaria que reage com orto-ftalaldeido e 2-mercaptoetanol para formar
derivados altamente fluorescentes. A curva analitica foi linear no intervalo de
concentragdo de 20-500 pg L™ e limite de deteccdo de 13 pg L. O método foi
satisfatoriamente aplicado na determinacao de ranitidina em produtos farmacéuticos.

Uma metodologia utilizando analise por injegcdo em fluxo foi descrita por
BARNETT et al.®® para a determinacdo de ranitidina baseada na sua reacdo
quimiluminescentes com o tris(2,2’-bipiridil)ruténio(lll). A ranitidina foi quantificada em
produtos farmacéuticos utilizando o método de adicao de padrdo, com um limite de

deteccdo de 6,0 x 107 mol L.
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AHMAD et. al.®? basearam-se na reacgdo de famotidina e ranitidina com
1,4-benzoquinona gerando um produto de coloragdo avermelhada com emissao de
fluorescéncia em 665 nm quando excitado em 290 nm. A curva de calibragéo foi linear
no intervalo de concentragéo de ranitidina entre 0,21 e 1,4 ug mL™" (5,98 x 107 e 3,99 x
10°° mol L™).

ZHENG et. al.*® utilizaram um eletrodo de pasta de carbono modificado
com NiO para promover a eletrooxidagdo do luminol. Na presenga de ranitidina, a
quimiluminescéncia € acentuada gerando uma dependéncia linear com a concentragéo
de ranitidina no intervalo de 3,0 x 10® a 9,0 x 10® mol L™" com um limite de detecgado de
9,0 x 10 mol L™.

1.3.1.3.3. Métodos eletroquimicos

HASSAN et. al.®® desenvolveram um sistema FIA com detecgdo
potenciométrica de ranitidina, utilizando um eletrodo de grafite modificado com uma
membrana de PVC contendo um par idénico constituido pelo cation do farmaco com os
anions tungstosilicato e tungstofosfato. Este procedimento permitiu a determinagao de
ranitidina no intervalo de concentragdo entre 1,0 x 10° e 1,0 x 102 mol L com uma
rapida e estavel resposta nernstiniana. Esta mesma metodologia foi adotada por
HUNAG et. al."® que construiram um sensor baseado na formagdo do par idnico entre
a ranitidina e o tetrafenilborato. As propriedades deste sensor foram estudadas em
detalhe e mostraram uma boa estabilidade, uma resposta nernstiniana no intervalo de
concentragdo de 5,0 x 10* a 1,0 x 10" mol L' e um limite de deteccdo de
2,8x 10" mol L.

O comportamento voltamétrico da ranitidina foi estudado em meio aquoso
por MALAGUTTI et al.’® utilizando um ultramicroeletrodo de platina com eletrodepdsito
de mercurio e eletrodo de gota pendente de mercurio. Diversas técnicas eletroanaliticas
foram avaliadas, sendo que a voltametria de onda quadrada, apresentou maior
sensibilidade para a determinacéo de ranitidina com um limite de deteccéo de 3,5 x 10

mol L.
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JAQUE-OLMEDO et. al."® desenvolveram um sistema FIA com deteccéo
polarografica baseado na redugdo do grupo nitro da ranitidina a hidroxilamina
aplicando-se um potencial de -1,4 V vs. Hg® (poco de mercurio). O procedimento foi
linear no intervalo de concentragdo de 2,38 x 10° a 1,0 x 10° mol L e limite de
deteccdo de 7,15 x 10 mol L.

Também utilizando um eletrodo de mercurio, ALTINOZ et. al.?® utilizaram a
voltametria de pulso diferencial com redissolugcdo catddica para a determinagcado de
ranitidina em tecido do estdbmago de pacientes tratados com esse farmaco. O método &
baseado no acumulo da ranitidina sobre a gota pendente de mercurio, seguido pela
varredura de potenciais no sentido catddico gerando um pico de redugédo em torno de -
0,56 V vs. Ag/AgCl, que foi linear no intervalo de concentragao de ranitidina entre 2,6 x
10° e 1,27 x 10° mol L™,

1.4. Anti-hipertensivos vasodilatadores®'"’

Os agentes anti-hipertensivos s&o farmacos usados no tratamento da
hipertensao — condi¢do na qual a pressao sistélica excede 160 mm de Hg ou a pressao
diastdlica excede 95 mm de Hg.

Diversos tipos de farmacos sao disponiveis para o tratamento da
hipertensdo com a finalidade de reduzir a pressdo sanguinea a niveis normais, se
possivel, ou a menor pressao suportada pelo paciente. Podem ser empregados
individualmente, mas muitas vezes, € necessario empregar uma associagao deles, de
forma a manter uma reducao eficaz da hipertensao.

Considerando-se que os agentes anti-hipertensivos incluem estruturas
quimicas amplamente vairadas, sdo melhor classificados em fungao de seu mecanismo
de acdo. Assim ha os farmacos que agem sobre mecanismos centrais ou reflexos, que
agem sobre o sistema nervoso autbnomo e os que agem diretamente sobre os vasos
sanguineos periféricos (vasodilatadores).

Muitos vasodilatadores sao clinicamente importantes, utilizados no
tratamento de condigdes comuns e crénicas, incluindo hipertensdo, insuficiéncia
cardiaca e angina de peito. Dividem-se entre os vasodilatadores de agao direta,

atuando preferencialmente sobre a musculatura lisa e diretamente no coracao, e os de
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acao indireta, que sédo os que inibem a vasoconstricdo de mediacao simpatica e os que

inibem o sistema renina-angiotensina, sendo este ultimo o caso do captopril.

1.4.1.Captopril

1.4.1.1. Aspectos gerais

O captopril € um dos medicamentos anti-hipertensivos mais consumidos
no Brasil. Constitui-se em um po cristalino, branco ou levemente amarelado, com leve
odor caracteristico de sulfeto, facilmente soluvel em agua e em solugdes alcalinas,
etanol, cloroformio e metanol. Apresenta um ponto de fusdo entre 104 e 110°C. Foi o
primeiro inibidor da enzima conversora de angiotensina ativo por via oral, obtido por

sintese quimica.

HS O
N, COOH

,/
-
FIGURA 1.5. Estrutura molecular do captopril.

Seu efeito no organismo se da pela inibigao seletiva da enzima conversora
da angiotensina (ECA). Esta enzima converte angiotensina | em angiotensina Il e
também inativa a bradicinina. Todos os inibidores ECA, como o captopril, bloqueiam de
forma eficaz a conversédo de angiotensina | em angiotensina Il, também, todos possuem
a mesma indicagdo terapéutica, perfis de efeitos adversos e contra-indicagao
semelhantes. Porém, o captopril apresenta menor custo e efeito mais favoravel sobre a
qualidade de vida. Uma vez que a hipertensdo costuma exigir tratamento para toda a

vida, estas caracteristicas melhoram a obediéncia do paciente.

1.4.1.2. Propriedades farmacolégicas
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1.4.1.2.1. Farmacocinética

O captopril é rapidamente absorvido por via oral e os picos de
concentragao plasmatica maxima ocorrem em cerca de 1 hora apés administragdo. A
absor¢cao minima média € de aproximadamente 75% sendo que a presencga de alimento
no trato gastrintestinal reduz a absorgdo em cerca de 30 a 40%. Aproximadamente 25 a
30% da droga circulante se liga as proteinas plasmaticas e a meia-vida de eliminagéo
aparente no sangue € menor do que 3 horas. A biotransformacéo da droga ocorre a
nivel hepatico e mais de 95% da dose absorvida é eliminada na urina sendo 40 a 50%
como droga inalterada e o restante como metabdlitos (dimero dissulfeto do captopril e
dissulfeto captopril-cisteina). O comprometimento renal pode resultar em acumulo da

droga.

1.4.1.2.2. Toxicologia

O captopril foi inicialmente utilizado em doses que, retrospectivamente,

eram excessivas. Nessas altas doses causava erupgdes cutadneas, disturbios do
paladar, neutropenia e proteinuria macica. Esse padrao de efeitos adversos foi atribuido
a presenca do grupo sulfidrila na molécula, mais do que a propria inibigdo da ECA.
Os efeitos adversos que estdo relacionados com a inibigdo da angiotensina séo os
comuns a todas as drogas desta classe e incluem a hipotenséao, principalmente apos a
primeira dose, as tosses secas, decorrentes do acumulo de bradicinina no organismo e
a insuficiéncia renal, entre outros menos relevantes.

A dose habitual ministrada ao paciente € de cerca de 150 mg diarios de
captopril divido em duas ou trés doses. Uma dose maxima de 450 mg por dia ndo deve

ser excedida.

1.4.1.2.3. Farmacodinamica

Reducbes maximas da pressao arterial sdo frequentemente observadas

60 a 90 minutos apds administragcao oral de uma dose individual de captopril. A reducao
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da presséao arterial pode ser progressiva; assim, para se atingir os efeitos terapéuticos
maximos, podem ser necessarias varias semanas de tratamento. Os efeitos
hipotensores do captopril e dos diuréticos tipo tiazidicos sdo aditivos. A pressao arterial
é reduzida com a mesma intensidade, tanto na posi¢ao ereta, quanto supina. Os efeitos
ortostaticos e taquicardia ndo sao frequentes, porém, podem ocorrer em pacientes com
deplecdo de volume. N&o foi observado nenhum aumento abrupto da presséo arterial
apo6s a interrupgao subita do uso do farmaco. Em pacientes com insuficiéncia cardiaca,
foram observadas reducgdes significativas da resisténcia vascular periférica (sistémica) e
da presséao arterial (pés-carga), reducao da pressao capilar pulmonar (pré-carga) e da
resisténcia vascular pulmonar. Observou-se também aumento do débito cardiaco e do
tempo de tolerancia ao exercicio (TTE). Estes efeitos clinicos e hemodinédmicos
ocorrem apos a primeira dose e parecem persistir durante todo o periodo da terapia.
Observou-se melhora clinica em alguns pacientes onde os efeitos hemodinamicos

agudos foram minimos.

1.4.1.2.4. Mecanismo de agao

A angiotensina é uma enzima carboxipeptidase, que cliva o par C-terminal
de aminoacidos de substratos peptidicos. Seu sitio ativo contém um atomo de zinco. O
desenvolvimento do captopril foi um dos primeiros exemplos de planejamento bem
sucedido de drogas baseado no conhecimento quimico da molécula alvo. Foi
descoberto que varios peptideos pequenos atuam como inibidores fracos da enzima;
entretanto, esses compostos ndo demonstraram ser apropriados como drogas, em
virtude de sua baixa poténcia e pouca absorgédo oral. O captopril foi planejado para
combinar as propriedades estéricas desses antagonistas peptidicos numa molécula n&o
peptidica, que contém um grupo sulfidrila apropriamente posicionado para ligar-se ao
atomo de zinco, acoplado a um residuo de prolina que se liga ao sitio da enzima que
normalmente acomoda a leucina terminal da angiotensina I, impedindo dessa forma a

sua conversdo a angiotensina Il.

1.4.1.3. Métodos para a determinagao de captopril
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Diversos procedimentos sao encontrados na literatura para a

112-119 120-133
) )

determinacdo  espectrofotométrica fluorimétrica™*,

83,135-139

eletroquimica
quimiluminescente e por HPLC™®™2 A seguir sdo descritos sucintamente os
trabalhos mais relevantes para a determinagdo de captopril utlizando as técnicas

supracitadas.

1.4.1.3.1. Espectrofotometria no UV-visivel

PIMENTA et. al." desenvolveram um procedimento utilizando analise por
injecao sequencial (SIA) baseando-se na formacao de um complexo entre captopril e
Pd(Il) em meio acido e monitorado espectrofotométricamente em 400 nm. O método
apresentou linearidade entre 2,0 x 10%e 1,4 x 10° mol L. Um outro grupo de
pesquisadores desenvolveu um sistema FIA baseado na reacdo do captopril com o
reagente  de Folin-Ciocalteau sendo o produto formado  detectado
espectrofotométricamente em 740 nm'™®. A curva analitica apresentou boa linearidade
no intervalo de concentragdo de 2,0 a 50 ug mL™, com uma freqtiéncia de amostragem
de 60 h™.

TZANAVARAS et al'™® desenvolveram um sistema FIA reverso baseado
no efeito inibitério do captopril na reacédo de formagédo do complexo de Co(ll) com o 2,2-
dipiridil-2-piridilhnydrazona (DPPH) permitindo a determinac&o de captopril entre 0 e 250
mg L™ e uma freqliéncia de amostragem de 60 h™'. O mesmo grupo de pesquisadores
desenvolveu outros dois procedimentos utilizando analise por injegcdo em fluxo (FIA) e
analise sequencial (SIA), respectivamente, para a determinagdo de captopril baseado
na reacdo de oxidacdo deste com Fe(lll)'"®. O Fe(ll) gerado reage com o DPPH em
meio acido, para formar um complexo de coloragcdo avermelhada com absor¢do maxima
em 535 nm. Ambos os métodos permitiram a determinagdo do analito no intervalo de
concentragdo de 7,0 a 1000 mg L™ para o sistema FIA e 12 a 1000 mg L™ para o
sistema SIA a uma frequéncia de amostragem de 120 e 60 determinag¢des por hora

respectivamente.

1.4.1.3.2. Métodos fluorimétricos e quimiluminescentes
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A reacao entre o captopril € permanganato de potassio em meio acido, foi
investigada por PULGARIN et. al.®® para a geracao de quimiluminescéncia, que foi
intensificada com a adicdo de formaldeido como reagente fluorescente. O sinal
quimiluminescente gerado foi utilizado para determinagao de captopril com um limite de
detecgao de 0,011 pg mL™.

XINRONG et. al.”*® desenvolveram um procedimento baseado na geragao
de quimiluminescéncia apos a reagao do captopril com o sistema luminol-H,O2-Cu(ll),
sendo que o Cu(ll) age como catalisador no processo de emissédo de luz da reagéo
entre o luminol e o H,O,. Na presenga de captopril o efeito catalitico do Cu(ll) decresce
devido a formagdo de um complexo com o grupo sulfidrilico do captopril. A aplicagédo
deste procedimento permitiu a determinacéo de captopril no intervalo de concentracao
entre 1,0 x 10° € 8,0 x 10° mol L.

ZHANG et. al.’™ propuseram um sistema FIA com detecgdo
quimiluminescente baseado na reagao com Ce(lV) em meio de acido sulfurico gerando
um sinal intensificado pela adicdo de Rodamina B. O procedimento proposto
apresentou uma curva de calibragéo linear no intervalo de concentragao de captopril
entre 1,0 x 107 e 6,0 x 10® mol L' com um limite de detecgdo de 3,7 x 10® mol L™.
Utilizando a Rodamina 6G como fluoréforo™’, a regido linear variou de 1,0 x 10° e 2,0 x
10 mol L™ e uma freqliéncia de amostragem de 500 determinagdes por hora.

ECONOMOU et. al.'* utilizaram o mesmo sistema luminol-H,O, para
determinagéo de captopril, pois este promove um aumento no sinal quimiluminescente
quando presente na reagao. Um sistema FIA foi avaliado para a quantificacdo do analito
com uma linearidade entre 5,0 e 5000 pug L' e uma freqiiéncia de amostragem
de 180 h™.

1.4.1.3.3. Métodos eletroquimicos

STEFAN et. al.' desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono
modificado com 2-hidroxi-3-trimetilamoniopropil —B-ciclodextrina para a determinagao
potenciométrica de captopril em formulagdes farmacéuticas, baseado na afinidade
deste composto pelo grupo sulfidrila do captopril. O procedimento apresentou

linearidade no intervalo de concentragdo entre 1,0 x 10° e 1,0 x 102 mol L™, com um
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limite de deteccdo de 2,0 x 107 mol L ™. Este mesmo grupo de pesquisadores também
desenvolveu um sistema SIA com detecgcdo amperométrica de captopril, utilizando um
biossensor a base da enzima L-aminoécido oxidase'®. O procedimento mostrou-se
bastante seletivo, permitindo a determinagao de captopril no intervalo de concentragao
entre 5,0 x 108 e 1,5 x 10° mol L™, com um limite de detecgdo de 1,6 x 108 mol L™ e
uma freqiiéncia de amostragem de 80 h™.

Um eletrodo de diamante dopado com boro foi utilizado por SIANGPROH

et. al.”°

para determinacdo de captoprii empregando diversas técnicas. Em
comparacdo com um eletrodo de carbono vitreo, este procedimento apresentou
melhores resultados em termos de sensibilidade, reprodutibilidade e perfil voltamétrico.
Utilizando analise por injecdo em fluxo com detecgdo amperométrica, foi possivel
determinar captopril no intervalo de concentragdo entre 5,0 x 107 e 1,0 x 10 mol L
com um limite de deteccéo de 1,0 x 10® mol L.

PARHAM et al.”' desenvolveram um procedimento utilizando voltametria
de onda quadrada com um eletrodo gotejante de mercurio para a determinagao de
captopril em soro sanguineo. Na descrigao do trabalho nao fica claro o mecanismo de
acao do eletrodo. Porém, € bem provavel que esteja ligado a interagdo do grupo
sulfidrila do captopril com o Hg'®®. Qualquer outra proposta ndo justifica o uso do
eletrodo gotejante de mercurio, ja que outros materiais menos téxicos séo capazes de
promover a reducdo do captopril em torno de -0,8 V vs. Ag/AgCl. A curva analitica
apresentou linearidade entre 0,5 e 50 ug mL™.

Baseando-se na reagdo de oxidacdo do captopril, ZIYATDINOVA et. al.’®
propuseram um procedimento utilizando a voltametria de redissolu¢ao catédica para a
determinacao de captopril. A primeira etapa do trabalho trata-se da acumulagéo do
produto de oxidagdo do captopril em um eletrodo de platina, aplicando-se um potencial
de 1,2 V vs. Ag/AgCl. Em seguida, utilizando voltametria linear, promoveu-se a
regeneracédo do captopril, gerando um pico catédico em torno de 0,35 V que foi linear
em funcdo da concentracdo de captopril no intervalo de 1,2 x 10® e 3,2 x 10* mol L™,

com um limite de deteccéo de 9,2 x 10”7 mol L.
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1.5. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo a construcdo e caracterizagao
eletroquimica de eletrodo de pasta de carbono (EPC) e de eletrodos de pasta de
carbono modificados (EPCMs) com complexos inorganicos e resina de troca idnica
modificada e posterior aplicagdo na quantificagdo de espécies de interesse
farmacéutico empregando voltametria linear, amperometria e sistema por injegdo em

fluxo.
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CAPITULO 2 - FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Eletrodos quimicamente modificados

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi inicialmente utilizado
na eletroquimica por MOSES et. al."*® em 1975 para designar eletrodos com espécies
quimicamente ativas, convenientemente imobilizadas em suas superficies com o
objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface
eletrodo/solucdo. A modificagdo do eletrodo normalmente confere a este as
caracteristicas fisico-quimicas (reatividade, seletividade, etc.) do modificador,
possibilitando assim o desenvolvimento de dispositivos com resposta adequada para
varios propositos e aplicagdes desde a catalise de reagdes organicas e inorganicas até
a transferéncia de elétrons em moléculas de interesse. Nesse aspecto, diversas
revisbes sao encontrados na literatura que descrevem as diferentes estratégias na
construcdo dos eletrodos modificados'#¢14°.

A maior parte das aplicagdes analiticas de EQMs envolve técnicas
voltamétricas ou amperométricas. Entretanto, é possivel encontrar na literatura alguns
casos de utilizacdo de EQMs como eletrodos ion-seletivos. Além da eletroanalise, que
tem se destacado como uma das areas mais ativas neste campo, os EQMs tem sido
utilizados com fins outros que n&o analiticos, incluindo estudos basicos de
eletrocatalise, de cinética de transferéncia de elétrons, de permeagdo de membranas,

eletrossintese organica e fotoeletroquimica.

A escolha do material como eletrodo base, cuja superficie sera
modificada, € um aspecto muito importante na preparacao de um EQM. Este substrato
deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser adequado
para o método de modificacdo escolhido. Entre os materiais convencionais destacam-se
0 ouro, platina, carbono vitreo, mercurio na forma de filme, fibras de carbono e pasta de
carbono. Carbono vitreo reticulado, material plastico condutor e vidros condutores estao

incluidos entre os substratos menos usuais.

2.1.1. Métodos de modificacao da superficie do eletrodo
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2.1.1.1. Adsorgao

Consiste na dissolu¢ado do agente modificador em um solvente apropriado
e na exposi¢ao, em geral, por imerséo, do eletrodo a esta solugéo. A interagcéo entre o
modificador e a superficie do eletrodo se da fisicamente podendo ser removido
facilmente. Além disso, a adsor¢do € um processo de equilibrio, 0 que pode levar a
ocorréncia de dessorcdo do modificador para o meio durante sua utilizagao, resultando
na perda de reprodutibilidade e reducéo da vida util do EQM preparado desta forma'*°.
Este processo é pioneiro e o mais simples para fixagado de um modificador na superficie
do eletrodo. No entanto, 0 mesmo apresenta a desvantagem de produzir EQMs com
somente uma monocamada do modificador imobilizado, o que geralmente limita a faixa

de resposta linear.

2.1.1.2. Ligagao covalente

Neste caso, o modificador é ligado covalentemente a superficie do
eletrodo. Reacdes de silanizagdo, envolvendo organossilanos e éxidos presentes na
superficie do eletrodo, sdo bastante exploradas. Eletrodos a base de carbono podem
ser modificados manipulando-se a reatividade de seus grupos funcionais oxigenados
frente a reagentes como aminas, cloreto de tionila, organossilanos e outros'™".

A FIGURA 2.1 representa um tipo de modificacdo da superficie do

eletrodo por ligagédo covalente.

OH 0 0 o}
C Et0);Si(CH,);NH . ! AN H
HOC-
ou o (EtO)3Si(CH2)sNH, O7Si/\/\NH2 R 071i/\/\1|\I/C\R
Metal § o o

FIGURA 2.1. Representacdo de modificagdo covalente sobre eletrodo metalico ou de

grafite.

O método de imobilizagao via ligagao covalente é bastante estavel em relagéo

aos demais métodos, contudo requer maior tempo para a realizagdo, gera cobertura
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com no maximo uma monocamada imobilizada, além de ser mais dificil de se executar.

Seu emprego é de especial interesse para a imobilizagdo de enzimas.

2.1.1.3. Recobrimento com membranas poliméricas

Esta técnica consiste no recobrimento da superficie do eletrodo com filmes
poliméricos condutores ou permeaveis ao eletrdlito suporte e a espécie de interesse.
Varios métodos sao utilizados na formacdo do filme polimérico na superficie do
eletrodo, tais como: recobrimento por imersdo (dip-coating), eletrodeposicéo,
fotodeposigao, eletropolimerizagéo, entre outros.

Ao contrario das técnicas vistas anteriormente, a modificagdo com
membranas poliméricas permite a imobilizagcdo de muitas monocamadas da espécie

ativa na superficie modificada, o que resulta na ampliacdo da resposta eletroquimica.

2.1.1.4. Materiais compositos

Sao formados pela combinagcdo de duas ou mais fases de diferente
natureza. O grupo mais representativo deste tipo de eletrodo sao os eletrodos de pasta
de carbono, que se trata de uma mistura de grafite com um liquido orgéanico imiscivel
em solugdes aquosas. Uma das principais vantagens da pasta de carbono para a
construcdo de sensores é que esses eletrodos possibilitam a modificacdo interna do
material eletrédico, diferente do que ocorre com os eletrodos sélidos convencionais.
Isso significa que é possivel a co-imobilizagdo de enzimas, cofatores, mediadores,
estabilizadores resultando numa configuragdo de eletrodo sem a necessidade de
adicao de reagentes durante a determinagao. Outro tipo de eletrodo compdsito bastante

empregado sao os de grafite-epoxi.

2.1.2. Aplicagoes e funcoes basicas de um eletrodo modificado

2.1.2.1. Acumulagao
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Consiste em pré-concentrar o analito de interesse na superficie
modificadora através da interagdo quimica seletiva entre a espécie a ser acumulada e o
modificador. Os principais mecanismos de acumulagdo podem envolver os processos

de complexagao, troca iénica, ligagdo covalente, quimissorgao e extragao.

Eletrodo
M™ = {ons metalico
L = ligante

o
\
Modificador—>| ML LM + L

4]

[
M+
Solucao

FIGURA 2.2. Esquema do principio de acdo do modificador na superficie de um

eletrodo para acumulagao.
2.1.2.2. Transformagao quimica

Trata-se da reacéo seletiva entre um analito inicialmente eletroinativo, e
um reagente apropriado imobilizado na superficie do eletrodo formando um produto

eletroativo que pode ser detectado eletroquimicamente.

Eletrodo I = inativo

i E = eletroativo
e
Modificador —> ﬁ“’ E’ﬁo
I Ox

Ox = oxidado
Solucio

FIGURA 2.3. Esquema do mecanismo de acdo do modificador na superficie de um

eletrodo para transformacao quimica.
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2.1.2.3. Eletrocatalise

A principal funcdo da eletrocatalise é reduzir a energia de ativagdo da
transferéncia de elétrons, aumentando a velocidade da reagdo e, consequentemente,
ampliando o sinal analitico. A oxidagdo ou reducdo de um substrato que apresenta
cinética de transferéncia de elétrons lenta ocorre, na maioria das vezes, bem acima do
seu valor termodindmico. Todavia, essa mesma reacdo pode ser catalisada pela
modificacdo superficial do eletrodo, resultando ndo somente numa troca de elétrons
mais rapida entre o eletrodo e o analito, bem como na diminuicdo do sobrepotencial de
ativacao da reacao. Esta interacao entre a espécie modificadora contida no eletrodo e o
analito, pode ser de forma quimica-eletroquimica (CE) ou eletroquimica-quimica (EC). A
reducdo do potencial de ativagdo propicia um aumento na seletividade devido a
possibilidade de se aplicar potenciais mais baixos, eliminando assim a eletrélise de

outras espécies.
Eletrodo

e

/

Modificador——> % /\§
Red Ox

Produto (red) Substrato (ox)
Solucao

FIGURA 2.4. Representagcdo esquematica do mecanismo de acdo do modificador na

superficie de um eletrodo com fungéo eletrocatalitica.

2.1.3. Eletrodo de pasta de carbono (EPC)
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O eletrodo de pasta de carbono (EPC) é uma mistura de p6 de grafite,
aglutinante e no caso de um eletrodo de pasta de carbono modificado (EPCM), um
modificador especifico € incorporado a pasta. O p6 de grafite deve ter alta pureza
quimica, baixa capacidade de adsor¢cado de oxigénio e impurezas eletroativas contidas
na solucéo, além de apresentar uma distribuicdo granulométrica uniforme. Em analises
voltamétricas, a faixa de potencial de trabalho de um EPCM é - 1,5 a 0,5 V em
solugdes alcalinas, — 1,1 a 0,8 V em solucdes acidas, e — 1,5 a 1,5 V em solventes
organicos'*?.

O tipo de aglutinante e suas possiveis influéncias nas propriedades do
eletrodo de pasta de carbono devem também ser estudada. O aglutinante (responsavel
pela consisténcia da pasta), deve preencher os intersticios entre as particulas de
grafite, deve ser eletroinativo, quimicamente inerte, imiscivel com a agua (ou outros
solventes), possuir baixa volatilidade e ndo conter impurezas.

Uma das mais importantes vantagens do eletrodo de pasta de carbono
sobre todos os outros eletrodos solidos esta no preparo de forma simples e rapida e na
possibilidade de renovagao da superficie do eletrodo a cada medida, se necessario.
Isso é extremamente importante na analise de compostos onde os produtos da reacéo
sao adsorvidos na superficie do eletrodo. Outra importante propriedade é a baixa
corrente residual, que é menor que nos eletrodos de grafite pirolitico e de carbono
vitreo.

Em comparacdo com outros eletrodos a base de grafite, o eletrodo de
pasta de carbono possui uma maior superficie ativa para as mesmas dimensodes
geomeétricas e, deste modo, exibe uma maior absortividade das substancias em sua

superficie, tornando-o mais sensivel'*.

2.1.3.1. Aspectos historicos

ADAMS™* em 1958, desenvolveu o primeiro eletrodo de pasta de
carbono (EPC) na tentativa de preparar um eletrodo gotejante constituido de 1 g de pé
de grafite e 7 mL de tribromometano para ser utilizado em regides de potenciais
positivos (anddicos) onde o eletrodo gotejante de mercurio (EGM) apresenta sérias

limitagcbes, devido a oxidagdo do mercurio metalico. O “eletrodo gotejante de carbono”
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(grafite), ndo apresentou resultados satisfatorios, devido a alta resisténcia elétrica
causada pelo aglutinante (componente liquido organico) utilizado na preparagéo, porém
a construcdo do EPC foi de extrema importancia no desenvolvimento de novos

158157 ytilizaram o EPC em

procedimentos eletroanaliticos. ADAMS e colaboradores
determinagdes voltamétricas de diversos analitos em regido anédica'® e catddica’®,
como também, diversos estudos do efeito da composicdo da pasta utilizando varios
hidrocarbonetos liquidos como aglutinante e alguns tipos diferentes de p6 de grafite'’.

O primeiro EPC modificado (EPCM) foi desenvolvido em 1964 por
KUWANA & FRENCH™®. Neste trabalho, foi investigado o comportamento
eletroquimico de alguns compostos organicos (ferroceno, antraquinona, 5-
aminobenzofenona) utilizando o préprio composto como aglutinante na preparacéo da
pasta'®®. Comprovou-se entdo, que a modificacdo da pasta de carbono com tais
espécies, conferia ao eletrodo as caracteristicas eletroquimicas do material utilizado
como modificador. Foi observado também que as correntes de pico dos voltamogramas
aumentavam proporcionalmente com o aumento da concentracdo do modificador na
pasta. Estas observagdes, levaram ao desenvolvimento de diversos estudos
eletroquimicos utilizando os EPCMs'®%"¢",

RAVICHANDRAN & BALDWIN'®? estudaram diversos procedimentos para
a preparagao do EPCM. Nesse estudo, demonstrou-se que a simples mistura dos
componentes ja € extremamente versatili e que diversos compostos podem ser
facilmente introduzidos nos EPCs, por uma simples mistura dos componentes da pasta,
sem necessitar de esquemas individuais para cada modificador.

MESARIC & DAHMEN'®® foram os pioneiros na utilizacdo dos EPCMs em
determinacdes potenciométricas. Utilizou-se nesse trabalho uma pasta composta de pé
de grafite, 6leo mineral, parafina e como modificador coprecipitados de AgCl e Ag,S.
Esse eletrodo foi utilizado na determinacao de cloreto, brometo, iodeto, e também ions
prata.

MATUSZEWSKI & TROJANOWICZ'®* desenvolveram em 1988 o primeiro
biossensor de pasta de carbono. O biossensor para glicose foi feito incorporando
diretamente a enzima glicose oxidase (GOD) na pasta de carbono contendo p6 de
grafite e dleo de silicone. No mesmo ano, WANG & LIN'®® desenvolveram um

biossensor utilizando tecido vegetal como fonte enzimatica. Diversos outros
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biossensores de pasta de carbono utilizando enzimas purificadas, tecidos vegetais,
proteinas e células foram propostos'®®'°7.

Desde a concepcédo do EPC o desenvolvimento de eletrodos modificados
tem sido objeto de interesse no campo da eletroanalise para determinagcédo de analitos
em amostras de alimentos, ambiental, clinicos, farmacéuticos, industriais e tecnoldgicos

utilizando procedimentos manuais e em analise por injecao em fluxo.

2.2. Complexos metalicos com bases de Schiff

Complexos de metais com bases de Schiff participam de diversas reacgoes,
que servem de modelo para estudos de sistemas biolégicos e permitem diversas
aplicagbes em analise quimica, absorgédo e transporte de oxigénio catalisadores para
oxidacao e polimerizagdo de compostos organicos, vulcanizagdo de borrachas, como
abrilhantadores em galvanoplastia e fungicidas'®.

Algumas proteinas naturais tém a propriedade de se ligarem reversivelmente
ao oxigénio molecular através de centros nos quais se coordenam a metais. Exemplos
sdo a mioglobina e hemoglobina (coordenadas com ferro), hemocianina (cobre) e

169
) .

hemovanadina (vanadio Esta propriedade também ¢é apresentada por varios

compostos de coordenagdo com estrutura mais simples que as proteinas, os quais tém
sido estudados como “compostos modelo” """,

Os mais comuns entre estes modelos sao os complexos de cobalto(ll), dos
quais os derivados com N,N’-bis(salicilideno)etilenodiamina [Co(salen)] e seus
derivados sdo os exemplos conhecidos a mais tempo, de complexos capazes de se
coordenar ao oxigénio.

A formacao de um aduto de oxigénio reversivel em relagéo a presséo parcial

de oxigénio atmosférico, pode ser representada pela equacgao:

2 [Co(salen)] + O,

[(salen)Co] — O, — [Co(salen)] (1)

a qual ocorre mesmo em estado solido. Este sistema foi usado na busca de

2

substitutivos para células vermelhas do sangue'® e mais recentemente como um
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dispositivo para medidas de oxigénio'">.

O dispositivo foi construido usando-se
compdésitos carbono/complexo, os quais respondem a voltagem aplicada.

Além desta caracteristica classica das bases de Schiff na literatura, tem
abordado a aplicagcdo destes complexos como modelo para mimetizar a atividade
enzimatica'® e na construcdo de eletrodo ion-seletivo para a determinacdo de

175 176,177

tiocianato *° e iodeto . Recentemente, eletrodos convencionais (Pt e carbono

vitreo), recobertos com filmes poliméricos de base de Schiff tem sido aplicados como

eletrodos para eletrocatalise’’ "8

. Essa aplicacdo se deve a enorme capacidade dos
complexos de metais com base de Schiff de apresentar propriedades eletroquimicas
redox, propriedade que se pretende explorar no presente trabalho.

Em um levantamento bibliografico recente poucos trabalhos foram
encontrados na literatura, descrevendo a utilizagdo de complexos contendo base de
Schiff na modificagao de eletrodos com aplicagdo na area analitica, utilizando técnicas
voltamétricas, os quais se descrevem a seguir.

A preparacao e caracterizacdo eletroquimica de eletrodo modificado com
filme polimérico do complexo de cobalto com N,N-bis(salicilideno)etano-1,2-diamino
(salen) foi descrito por Liu et al.'®, para a determinacdo de &cido ascorbico, por
voltametria ciclica. Nesse trabalho, os autores demonstram que o complexo derivado da
base de Schiff apresenta propriedades eletrocataliticas para oxidagdo do acido
ascorbico. O analito pode ser determinado em uma regiéo linear de 10° até 10 mol L™.
O eletrodo foi aplicado para determinagao do acido ascorbico em suco de frutas.

A construgao de um eletrodo de pasta de carbono modificado com glioxal-
bis(2-hidroxianil) para a determinagao de ions prata e mercurio'®, é outro trabalho que
descreve a utilizacdo analitica das bases de Schiff para pré-concentracao de espécies
de interesse. Neste caso os autores utilizaram a técnicas de redissolucdo anddica com
deteccdo por voltametria de pulso diferencial, medindo limites de detecgdo de 107
(Hg**) e 10" mol L' (Ag*). O método foi aplicado a amostras de urina e os resultados

comparados com urina certificada.

2.3. Hexacianoferratos
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Os hexacianoferratos metalicos apresentam propriedades interessantes de
oxido-reducgao, que sdo acompanhadas pela mudancga das propriedades de troca idnica
e eletrocatalitica, sendo as suas reacgdes eletroquimicas baseadas em duas

caracteristicas:

= a presenca de um par redox ativo de ions metalicos como Fe?*/ Fe**. A FIGURA
2.5 mostra o Fe?'/Fe* acoplado a unidade do hexacianoferrato, e o Cu®*
estabilizado pela coordenagdo com o nitrogénio;

= a presenca de canais ou cavidades que podem alojar ions metalicos como Na®,
K*, Ag* e Fe*. Esses ions podem difundir através da estrutura cristalina do
hexacianoferrato (transferidos de uma solugao aquosa), devido a capacidade de
redugdo no centro redox, para manter o equilibrio de cargas na estrutura.

Quando o centro redox é oxidado esses ions sdo expelidos.

2+

N Cu NE C\@
-
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FIGURA 2.5. Estrutura cristalina do hexacianoferrato (lll) de cobre (Il) em solugao

contendo ions sédio.

Existe, na literatura, um numero grande de trabalhos envolvendo a
modificagdo de eletrodos com hexacianoferratos. A seguir, apresenta-se uma descri¢cao

de alguns destes trabalhos.
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WANG et. al."® construiram um eletrodo de pasta de carbono modificado
com glicose oxidase e hexacianoferrato de cobre (Il) para a determinagéo de glicose. O
mecanismo do eletrodo é baseado nas propriedades eletrocataliticas do complexo, que
permite a reducédo do perdxido de hidrogénio gerado pela reagdo enzimatica em uma
regiao de potencial préxima a 0 V.

SHANKARAN et. al.’® também imoblizaram o hexacianoferrato de cobre
(1) em um eletrodo de pasta de carbono, para a detecgdo amperométrica de glutationa.
A oxidagao eletrocatalitica da glutationa utilizando o EPCM permitiu uma estavel
resposta linear no intervalo de concentragao de glutationa entre 9,0 x 10°e 9,9 x 10*
mol L.

CASTRO et.al.”®" utilizaram um eletrodo de carbono vitreo modificado com
um filme de azul da Prussia para a determinagdo amperomeétrica de acido ascérbico em
um sistema da analise por injecado em fluxo. Os resultados obtidos com este sensor
foram bastante positivos em termos de sensibilidade, estabilidade e reprodutibilidade. A
curva analitica para o acido ascérbico foi linear no intervalo de 5,0 x 10° e 1,0 x 107
mol L' com um limite de deteccéo de 2,5 x 10° mol L™.

MORTIMER et. al.'® modificaram a superficie de um eletrodo de carbono
vitreo com hexacianoferrato de niquel(ll) expondo a superficie do eletrodo a repetitivos
ciclovoltamogramas em meio de uma solu¢do contendo KsFe(CN)s/NaNO3/Ni(NO3), e
utilizaram este sensor para a determinacdo potenciométrica de ions potassio. O
eletrodo modificado exibiu uma resposta linear para o intervalo de concentragao entre
1,0 x 10° mol L™ e 2,0 mol L' com uma resposta nernstiniana entre 45 e 49 mV por

década.

2.4. Resinas de troca ionica

A tecnologia de troca ibnica tem-se tornado em uma das técnicas mais
amplamente empregadas no tratamento de efluentes industriais. Existem muitas razdes
para o uso desta técnica como, por exemplo, a possibilidade de regeneracédo da resina
e o facil processo de operacdo. O maior problema do trocador ibnico convencional, é a

dificuldade de se alterar a razdo da adsorgdo quimica. Um possivel caminho para
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superar isso, € incorporar um trocador idbnico em um eletrodo, o que resulta em um
eletrodo quimicamente modificado. Por aplicar um potencial estavel a este eletrodo, a
performance do trocador ibnico pode ser convenientemente controlada.

O desenvolvimento de eletrodos modificados com trocadores idnicos varia
de acordo com a aplicagdo. Geralmente, trés métodos s&o aplicados para incorporar
trocadores i6nicos na superficie do eletrodo: a) resinas de troca ibnica sdo adicionadas
a uma mistura de poé de grafite e aglutinante; b) filmes trocadores ibnicos séao
adsorvidos na superficie do eletrodo e c) polimeros com propriedades de troca ibnica
sdo gerados eletroquimicamente na superficie do eletrodo. A FIGURA 2.6 ilustra o

esquema reacional para obtencéao de trés tipos de resina de troca idnica.
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FIGURA 2.6. Esquema da sintese de obtencdo de resinas de troca ibnica.

Muitos artigos sdo descritos na literatura utilizando eletrodos modificados

com trocadores idnicos 4% 187-202

, porém, os principais objetivos destes trabalhos sé&o de
acumular e pré-concentrar diferentes cations metalicos na superficie do eletrodo.
GAO e colaboradores'®, desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono

modificado com um trocador catidonico e 1,10 fenantrolina, encontrando um limite de



FUNDAMENTOS TEORICOS 49

deteccdo de 8 x 10® mol L™ apds 3 minutos de pré-concentracdo. DIEWALD et al.,
desenvolveram um EPCM com o trocador anidnico Amberlite LA-2 para determinar
TI(ND)™ e Hg(11)"®" ap6s uma etapa de pré-concentragdo. NEUHOLD et al.’® utilizaram
0 mesmo eletrodo para a determinagao de nitrato. O nitrato exerce um efeito catalitico
na reducdo e reoxidagdo em voltametria ciclica e de pulso diferencial, gerando um
aumento na corrente de pico, sendo entdo possivel determinar nitrato indiretamente
pelo proceso redox de TI(0) a TI(l). HELMS e SCHOLZ'®, construiram um EPCM
modificado com trocador i6nico para a determinacao de Cd(ll), Cu(ll), Pb(ll) e Hg(ll) em
amostras de agua, obtendo um limite de deteccdo de 1 x 107 mol L™, apés 20 h de
acumulagdo. Em um trabalho mais recente, LUPETTI et al.?? desenvolveram um EPCM
modificado com ions triiodeto imobilizados em uma resina aniénica (Lewatit M500) que
foi utilizado para a determinacdo de adrenalina em formulagdes farmacéuticas
utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial. Neste procedimento, a
adrenalina € quimicamente convertida a adrenocromo por agao dos ions triiodeto
imobilizados na superficie do eletrodo. Em seguida, por agdo de um potencial aplicado
ao eletrodo de trabalho, o adrenocromo formado € reduzido a adrenalina, gerando um
sinal de corrente proporcional a concentracdo de adrenalina na amostra. O
procedimento mostrou-se satisfatorio para a determinagcdo de adrenalina em

formulacdes farmacéuticas com um limite de detecgéo de 4 x 10 mol L.

2.5. Técnicas eletroquimicas®®

Uma grande variedade de técnicas eletroquimicas tem sido utilizada na
eletroanalise. Esses métodos podem ser divididos em duas classes: métodos
eletroliticos, e métodos nao eletroliticos. Os métodos eletroliticos sdo baseados em
fendmenos fisico-quimicos que ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo e a
solugdo da amostra. Ja os métodos néo eletroliticos sao baseados nos fendbmenos que
ocorrem no seio da solugdo. As técnicas voltamétricas, como a amperometria estao

incluidas nos métodos eletroliticos.

2.5.1. Voltametria ciclica
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A voltametria ciclica € uma das técnicas eletroquimicas em que se estuda
a relacado potencial-corrente em uma célula eletrolitica apropriada, submetida a uma
varredura de potencial ciclico (FIGURA 2.7). A célula voltamétrica é constituida por trés
eletrodos: um eletrodo de trabalho (eletrodo polarizavel), um eletrodo de referéncia
(Ag/AgCI ou eletrodo de calomelano) e um eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo (fio ou
placa de platina). Esses eletrodos se encontram imersos em uma solugéo da espécie
eletroativa de interesse (analito) contendo um excesso de um eletrdlito inerte (eletrélito
suporte) responsavel por diminuir a resisténcia da solugdo e garantir o controle
difusional das espécies. Esses trés eletrodos sado conectados a um potenciostato que

aplica potenciais num intervalo pré-definido e fornece o sinal de corrente.

1°  2°
I I I A inclinagdo é a velocidade
de varredura (AE/ At)
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FIGURA 2.7. Esquema da aplicacao do potencial vs. tempo para voltametria ciclica.

O sinal de corrente registrado da origem ao voltamograma que se trata de
uma curva de potencial vs. corrente. Um estudo do voltamograma pode fornecer
informagdes do comportamento eletroquimico da espécie em estudo. Para um sistema
reversivel, temos algumas informagdes tais como:

e A corrente de pico € proporcional a concentracdo da espécie oxidada ou
reduzida: 7, a C.
e A corrente de pico € proporcional a raiz quadrada da velocidade de varredura:

Y
Lyav™.
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e O potencial de pico independe da velocidade de varredura.

e Araz&o das correntes de pico (/pa/ Ipc) € igual a 1 unidade.

A variagdo da velocidade de varredura no perfil do voltamograma é
comumente estudada para se obter parametros cinéticos e de reversibilidade do
sistema eletroquimico, como também determinar o processo pelo qual as espécies
chegam a superficie do eletrodo (adsorgéo e difusdo) e na identificacdo de reagdes
quimicas homogéneas acopladas.

Dentro dos métodos voltamétricos de analise, utiliza-se muito a
amperometria. Um sensor amperométrico mede uma corrente a um potencial aplicado
fixo, isto é, para um unico ponto na curva de corrente vs. potencial. Um sensor
voltamétrico como descrito acima, registra varios pontos numa regido escolhida do perfil
potencial vs. corrente. Portanto, um sensor amperomeétrico nada mais € que um sensor

voltamétrico para um potencial fixo.

2.6. Analise por injegdo em fluxo (FIA)?*+2%

2.6.1. Principios fundamentais

A analise quimica por injegdo em fluxo continuo (FIA) pode ser definida
como um processo de automatizacdo de procedimentos analiticos, onde € introduzido
um volume discreto e reprodutivel da amostra em um fluxo transportador nao
segmentado, que continuamente flui em direcdo ao detector. Durante o transporte, a
amostra se dispersa e pode receber reagentes por confluéncia, sofrer reagdes quimicas
e passar por etapas de separagao e/ou concentragao, gerando uma “zona de amostra”
de um produto adequado para a quantificagdo. Ao atingir o detector, a zona de amostra
origina um sinal transiente resultante do gradiente de concentragdo gerado durante o
transporte na solugao transportadora em fluxo continuo.

Devido as suas diversas vantagens, como simplicidade na
instrumentagdo, economia no consumo de amostra/reagentes, eliminagdao de algumas

possibilidades de contaminagéo, uso de produtos e/ou reagentes instaveis, diminuicao
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da manipulacdo das amostras por parte do analista, melhor precisdo e diminuicdo do
custo operacional e aumento na velocidade de processamento, a analise por injecéo
em fluxo teve rapida evolugdo desde o seu aparecimento em meados dos anos 70.
Diversos tipos de tratamentos da amostra, feitos em linha, como difusdo gasosa,
destilacdo isotérmica e extracdo liquido-liquido foram desenvolvidos, propiciando a
adaptacéo da técnica a uma grande variedade de determinagdes rotineiras usualmente
feitas de forma manual.

O processo de analise por injegao em fluxo pode ser dividido em quatro
partes: propulsao dos fluidos, inje¢gdo da amostra, reagao e detecgao.

Na maior parte dos casos, a unidade de propulsdo € constituida de uma
bomba peristaltica. Esta deve possuir um torque suficiente para manter a vazao
constante, mesmo que ocorram variagdes na impedancia hidrodindmica do sistema.
Outras formas de propulsdo incluem as bombas tipo seringa, de pistdo, através de
pressao por gases e mesmo por gravidade. Sua fungdo € movimentar constante e

uniformemente os reagentes, amostras e fluidos transportadores.

2
1 4
O
3

FIGURA 2.8. Representacdo esquematica de um sistema FIA simples de linha unica.
Onde: T é a solucao transportadora; 1, unidade de propulsao; 2, unidade de comutacgao;

3, unidade de reacao; 4, unidade de deteccao e D, descarte.

O injetor € um dispositivo fundamental do sistema, serve para introduzir
um volume discreto e reprodutivel de uma amostra em um fluxo de reagentes ou de um
carregador adequado. Diversos tipos de injetores séo relatados na literatura, sendo os
mais comuns o de valvula rotatdria desenvolvido por RUZICKA e HANSEN?% e o injetor
proporcional desenvolvido por pesquisadores do CENA/USP?®. Esse injetor &

constituido por trés pecas de acrilico, sendo duas fixas e uma peca central movel, que
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por meio de movimentos para frente e para tras o injetor coleta a amostra e a insere no
percurso analitico.

O percurso analitico € onde ocorrem as reagdes quimicas necessarias a
deteccdo das espécies de interesse. O dimensionamento do mesmo deve levar em
conta, o tempo de residéncia da amostra e, portanto, as vazdes do transportador e dos
reagentes, que estdo intimamente ligadas a frequéncia de amostragem. O aumento do
percurso analitico implica na diminuicdo do sinal analitico, o que ocorre devido ao
processo de dispersdo. Em casos especiais onde a cinética de reacao € lenta, o ganho
de sinal ao passo que a reagao ocorre pode ser maior que a perda por dispersao, o que
justifica um percurso analitico maior apesar da diminuicdo da frequéncia de
amostragem. Outro ponto importante que deve ser ressaltado em sistemas FIA com
vazao constante, € que o tempo de residéncia é exatamente o mesmo para amostras e
padrdes podendo-se executar as medidas sem que a reagao se complete. Isso facilita
no caso de reacdes mais lentas, onde o tempo necessario para que a reacao se
complete seria um ponto negativo em se considerar a diminuicdo da frequéncia de
amostragem. Essa caracteristica também pode ser aproveitada para se ajustar o sinal
produzido dentro da faixa de operagdo do instrumento, j4 que para amostras
concentradas pode-se aumentar a vazéo dos fluidos e assim aumentar a frequéncia de
amostragem.

Quanto a unidade de detecgado, os mais diversos tipos de detectores ja
foram utilizados em FIA. Dentre eles, os mais empregados sao os eletroquimicos e os

espectrofotométricos.
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CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentacao basica

3.1.1. Balanga analitica

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanga analitica

Mettler, modelo H10 com precisao de +0,1 mg.

3.1.2. pHmetro

As medidas de pH das solugdes foram feitas utilizando-se um pHmetro
Orion modelo EA 940.

3.1.3. Eletrodo de vidro combinado

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se um eletrodo de vidro
combinado Analion modelo V 620, com um eletrodo de referéncia interno de Ag/AgCl,

contendo uma solugdo de KCI 3,0 mol L.

3.1.4. Medidas voltamétricas e amperométricas

As medidas voltamétricas e amperométricas foram realizadas em uma
célula eletroquimica de 20 mL (FIGURA 3.1) contendo o eletrodo de trabalho (EPCM), o
eletrodo de referéncia (Ag/AgCl — KCI 3,0 mol L") e o eletrodo auxiliar de platina
conectados a um Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30 (Ecochemie)

gerenciado por um programa computacional GPES 4.9.
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Aa/AaCl ‘fv

FIGURA 3.1. Representacdo esquematica de uma célula eletroquimica usada nas

medidas voltamétricas. ER — eletrodo de referéncia (Ag/AgCl- KCI 3,0 mol L™);
ET - eletrodo de trabalho (EPCM); CE — contra-eletrodo (Pt).

3.2. Construcdao de um EPCM com [VO-Salen] para a determinacgao de

dipirona em formulagoes farmacéuticas

3.2.1. Reagentes e solugoes

3.2.1.1. Solugdes estoque

O eletrdlito suporte utilizado em todo experimento foi uma solugdo de KCI
0,1 mol L™ (pH 7,0) preparada pela dissolugdo de 3,7275 g de KCI (Dinamica) em 500
mL de agua desionizada. A solugao estoque de dipirona 10 mmol L™ foi preparada
diariamente dissolvendo-se 0,1757g de dipirona (Boheringer Ingelheim) em 50 mL de
KCI 0,1 mol L (pH 7,0).

3.2.1.2. Sintese do [VO-Salen]
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O complexo de base de Schiff foi fornecido pelo Grupo de Cinética e
Luminescéncia do DQ-UFSCar, liderado pelo Prof. Dr. Edward R. Dockal, que ja
possuia 0 mesmo sintetizado e caracterizado.

O ligante Salen foi preparado de acordo com procedimento descrito na

" e foi utilizado sem posterior purificacdo. O complexo [VO-Salen] (N,N-

literatura®
etilenobis(salicilidenoaminato de oxovanadio (1V)) foi preparado a partir do sulfato de
oxovanadio (V) e do ligante Salen, empregando o procedimento descrito por ZAMIAN
et. al.?®®. Apés a sintese, o complexo foi purificado utilizando extragdo Soxhlet em meio
de MeCN. Nao houve necessidade de se excluir o oxigénio do sistema reacional uma
vez que o complexo é estavel neste meio. O complexo purificado (cristais verdes) foram

secos em temperatura ambiente por 72 h.

3.2.1.3. Construcao do eletrodo de trabalho

Foram homogeneizados 0,250 g (50% m/m) de p6 de grafite (1-2 um de
tamanho de particula - Aldrich) junto com 0,125 g do modificador (25% m/m) e 0,125 g
(25% m/m) de 6leo mineral (Aldrich) em um béquer contendo aproximadamente 20 mL
de hexano. A mistura foi deixada sob agitagdo magnética até a evaporagao total do
solvente. Cerca de 100 mg da pasta obtida foi inserida em uma seringa de injegédo para
insulina (90 mm de altura e didmetro interno da ponta de aproximadamente 2,6 mm)

equipada com uma haste metalica que serve como contato elétrico externo.

3.2.1.4. Preparo e analise das amostras

Amostras contendo dipirona foram adquiridas no comércio e analisadas
pelo método proposto. Seis formulagdes farmacéuticas foram analisadas: Novalgina
comprimidos (Hoechst Marion Roussel Ltda.), Cefaliv comprimidos (Ache Laboratorios
Farmacéuticos S.A.), Dorflex comprimidos (Aventis Pharma Ltda), Anador gotas
(Boehringer Ingelheim do Brasil), Magnopyrol gotas (FARMASA - Laboratoério

Americano de Farmacoterapia S.A.) e Novalgina gotas (Hoechst Marion Roussel Ltda.).
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Comprimidos: Cinco comprimidos foram triturados até a obtencdo de um
po fino e massas exatamente determinadas em balanca analitica, foram transferidas
para baldes volumétricos de 50 mL e o volume completado com uma solugcéo de KCI
0,1 mol L™ (pH 7,0). Eventuais excipientes insollveis (silicato de sédio) contidos na
amostra foram removidos por filtragdo simples por gravidade e o filtrado transferido para
baldes volumétricos de 250 mL, sendo seus volumes completados com agua
desionizada.

Solugao oral: Aliquotas de 176 uL das solugbes foram transferidas para
baldes volumétricos de 50 mL com o auxilio de uma micropipeta e diluidas para o

volume com uma solucéo de KCI 0,1 mol L™ (pH 7,0).

3.2.1.5. Método de referéncia

A Farmacopéia Brasileira®® preconiza a iodimetria para a determinagdo
quantitativa de dipirona sédica. O método consiste em solubilizar a amostra com agua
desionizada, acidifica-la com HCI 0,02 mol L™ e titular como uma solugdo padronizada
de iodo 0,05 mol L utilizando como indicador uma solugdo de amido 1% (m/v)
adicionada proximo ao ponto final. A titulacdo iodimétrica de dipirona esta baseada na

oxidagao do grupo metanossulfénico a sulfato em meio acido, de acordo com a reagao:
RHSO; + I3 + H,0 < RSO + 31" + 3H"

Cada 1,0 mL da solugdo de iodo 0,05 mol L corresponde a 16,67 mg de
dipirona sodica. Desse modo, pipetou-se 500 uL de cada amostra comercial, tendo-se
entdo uma quantidade tedrica de 250 mg de dipirona e titulou-se essa aliquota de
acordo como o procedimento supracitado. Para amostras sélidas, pesou-se uma

quantidade contendo teoricamente 250 mg de dipirona de titulou-se da mesma forma.
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3.3. Construcao de um EPCM com [VO-Salen] para a determinacgao de

ranitidina em formulagoes farmacéuticas

3.3.1. Reagentes e solugoes

3.3.1.1. Solugdes estoque

O eletrdlito suporte utilizado em todo experimento foi uma solugdo de KCI
0,1 mol L™ (pH 5,5) preparada pela dissolugéo de 3,7275 g de KCI (Dinamica) em 500
mL de &agua desionizada. A solucdo estoque de ranitidina 1,0 x 102 mol L' foi
preparada diariamente dissolvendo-se 0,1754 g de ranitidina (Farmacia Magistral, Sao
Carlos - SP) em 50 mL de KCI1 0,1 mol L™ (pH 5,5).

3.3.1.2. Sintese do [VO-Salen]

O complexo [VO-Salen] foi fornecido pelo Grupo de Cinética e
Luminescéncia do DQ-UFSCar, liderado pelo Prof. Dr. Edward R. Dockal, responsavel
pela sintese e caracterizagdo. Uma descrigdo mais detalahada de sua sintese ja foi

reportada em 3.2.1.2.

3.3.1.3. Construcao do eletrodo de trabalho

Foram homogeneizados 0,300 g (60% m/m) de p6 de grafite (1-2 um de
tamanho de particula - Aldrich) junto com 0,100 g do modificador (20% m/m) e 0,100 g
(20% m/m) de 6leo mineral (Aldrich) em um béquer contendo aproximadamente 20 mL
de hexano. A mistura foi deixada sob agitagdo magnética até a total evaporagdo do
solvente. Ceca de 100 mg da pasta obtida foi inserida em uma seringa de injecéao para
insulina (90 mm de altura e didmetro interno da ponta de aproximadamente 2,6 mm)

equipada com uma haste metalica que serve como contato elétrico externo.
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3.2.1.4. Preparo e analise das amostras

Amostras contendo ranitidina foram adquiridas no comércio e analisadas
pelo método proposto. Quatro formulagdes farmacéuticas foram analisadas: Genérico
comprimidos (Hexal), Ulcerit comprimidos (Hexal), Label comprimidos (Aché) e Label
solugao oral (Aché).

Comprimidos: Cinco comprimidos foram triturados até a obtencdo de um
po fino e massas exatamente determinadas em balanca analitica, foram transferidas
para baldes volumétricos de 10 mL e o volume completado com uma solucédo de KCI
0,1 mol L™ (pH 5,5). Eventuais excipientes insoltveis (silicato de sédio) contidos na
amostra foram removidos por filtragdo simples por gravidade.

Solucdo Oral: Uma aliquota de 50 uL da solugao estoque foi transferida
com o auxilio de uma micropipeta diretamente para a célula eletroquimica contendo
5,0 mL de uma solugdo de KCI 0,1 mol L™ (pH 5,5).

3.3.1.5. Método de referéncia

O procedimento adotado foi o descrito pela Farmacopéia Brasielira,
utilizando espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta®®. Para amostras solidas
(comprimidos) pesaram-se e pulverizaram-se 5 comprimidos e transferiram-se para um
baldo volumétrico de 250 mL uma massa equivalente a 0,125 mg de ranitidina,
completando-se o volume com agua desionizada. Filtrou-se e diluiu-se sucessivamente
até uma concentragdo de 3,6 x 10° mol L™ utilizando o mesmo solvente. Preparou-se
uma solucé&o padréo de ranitidina na mesma concentracdo e mediu-se a absorbancia
em 314 nm, utilizando agua para ajuste do branco. Calculou-se o teor de rantidina nos

comprimidos comparando-se os resultados obtidos com as leituras da solu¢éo padréo.

3.4. Construgcao de um EPCM com Cu;[Fe(CN)¢]. para a determinagao

de dipirona em formulagdes farmacéuticas

3.4.1. Reagentes e solugoes
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3.4.1.1. Solugdes estoque

O eletrdlito suporte utilizado em todos os experimentos foi uma solugao de
acetato de sddio 0,05 mol L™ preparada pela dissolugéo de 3,40 g deste sal (J.T. Baker)
em 500 mL de agua desionizada. A esta solucdo foram adicionados 1,46 g de NaCl
(Mallinckrodt) obtendo-se uma concentragao final de 0,05 mol L™ com relagdo ao metal
alcalino. Ajustes de pH foram realizados por adigbes de solugdes de HCI (Synth) e
NaOH (Dinamica) concentrados. A solugdo estoque de dipirona 10 mmol L™ foi
preparada diariamente dissolvendo-se 0,1757g de dipirona (Boheringer Ingelheim) em

50 mL da solucgao supracitada.

3.4.1.2. Sintese do Cu;[Fe(CN)e].

O complexo Cus[Fe(CN)s], foi preparado de acordo com o procedimento
previamente descrito na literatura®'®. Este composto foi obtido por simples precipitacdo
pela mistura de uma solugdo de hexacianoferrato (Ill) de potassio (Ecibra) 0,125 mol L™
e uma solucdo de sulfato de cobre (Il) pentahidratado (Mallinckodt) 0,375 mol L™ de
modo a estabelecer uma relagdo Cu/Fe igual a 3. O precipitado obtido foi filtrado a
vacuo, lavado com agua desionizada por diversas vezes e seco em dissecador em

temperatura ambiente por quatro dias.

3.4.1.3. Construcao do eletrodo de trabalho

Foram homogeneizados 0,275 g (55% m/m) de p6 de grafite (1-2 um de
tamanho de particula - Aldrich) junto com 0,100 g do modificador (20% m/m) e 0,125 g
(25% m/m) de oleo mineral (Aldrich) em um béquer contendo aproximadamente 20 mL
de hexano. A mistura foi deixada sob agitagdo magnética até a total evaporagéo do
solvente. A pasta obtida foi inserida em uma seringa de injegcéo para insulina (90 mm de
altura e didmetro interno da ponta de aproximadamente 2,6 mm) equipada com uma

haste metalica que serve como contato elétrico externo.
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3.4.1.4. Preparo e analise das amostras

Trés amostras contendo dipirona foram adquiridas no comércio e
analisadas pelo método proposto: Anador gotas (Boehringer Ingelheim do Brasil),
Magnopyrol gotas (FARMASA - Laboratério Americano de Farmacoterapia S.A.) e
Novalgina gotas (Hoechst Marion Roussel Ltda.).

Aliquotas de 176 pL das solugcdes foram transferidas para balGes
volumétricos de 25 mL com o auxilio de uma micropipeta e diluidas para o volume com

solugdo de acetato de sddio 0,05 mol L.
3.4.1.5. Método de referéncia

O método de referéncia adotado foi o recomendado pela Farmacopéia

Brasileira, ja descrito em 3.2.1.5.

3.5. Construgdo de um EPCM com R-[-¢-CH,N*(CHs)s]s[Fe(CN)¢]* para

a determinagao de paracetamol em formulagées farmacéuticas

3.5.1. Reagentes e solugoes

3.5.1.1. Solugdes estoque

Uma solugdo de acido perclérico 0,1 mol L', preparada pela diluicdo de
4,28 mL do &acido concentrado (Carlo Erba) e o volume completado com agua
desionizada em um baldo volumétrico de 500 mL, foi utilizada como eletrdlito suporte
em todos os experimentos. A solucido estoque de paracetamol 10 mmol L' foi
preparada diariamente pela dissolugao de 0,0756 g do farmaco (Sigma) em 50 mL da
solugdo de HCIO, 0,1 mol L.

3.5.1.2. Obteng&o da R-[-p-CH,N*(CHs)s]s[Fe(CN)s] >
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Um volume de 10 mL da resina de troca aniénica (Lewatit M500 — Bayer)
foi transferido para uma coluna de vidro de 25 mL contendo vidro sinterizado na parte
inferior. Em seguida, percolaram-se 100 mL de solugdo de KsFe(CN)s (Ecibra) 0,3 mol
L™, afim de substituir os ions cloreto da resina pelo ions hexacianoferrato(lll). Apds a
troca desses ions, lavou-se a coluna com agua deionizada em excesso, até retirada
completa dos ions hexacianoferrato ndo imobilizados. A resina carregada com ions
hexacianoferrato(lll) foi seca em estufa a 40 °C durante 1 h e em seguida pulverizada
afim de se obterem as menores particulas, sendo estas incorporadas ao eletrodo de

trabalho.

3.5.1.3. Construcao do eletrodo de trabalho

O eletrodo de trabalho foi preparado pela mistura de 0,325 g (65% m/m)
de po6 de grafite (1-2 um de tamanho de particula - Aldrich), 0,075 g de parafina e 0,100
g da resina de troca i6nica modificada com ions hexacianoferrato (ll1).

Primeiramente homogeneizou-se o pé de grafite com o modificador em um
almofariz por aproximadamente 30 min. Em seguida, a mistura resultante foi
acondicionada em um béquer de 10 mL contendo parafina fundida. Esse béquer foi
mantido a uma temperatura de 60-65°C, sendo entdo a mistura dos trés componentes,
homogeneizada por mais 5 minutos e finalmente inserida em uma seringa de injecao
para insulina (90 mm de altura e didmetro interno da ponta de aproximadamente 2,6
mm). No eletrodo empregado como branco, a resina contendo o hexacianoferrato (lll)
(R-[-p-CH2N*(CHs)s][Fe(CN)6>]) foi substituida por uma resina contendo ions cloreto
(R-[-¢-CH2N"(CH3)3][CI']).

3.5.1.4. Preparo e analise das amostras

Trés amostras contendo paracetamol foram adquiridas no comércio e
analisadas pelo método proposto: Genérico (Medley), Resfenol (Hexal) e Resprin

(Johnson & Johnson).
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Aliquotas de 200 uL das solugdes foram transferidas para baldes
volumétricos de 25 mL com o auxilio de uma micropipeta e diluidas para o volume com
solugdo de HCIO, 0,1 mol L.

3.5.1.5. Método de referéncia

O procedimento espectrofotométrico descrito na Farmacopéia Brasileira®®®
foi aplicado como método de comparagdo ao procedimento proposto. As amostras de
paracetamol analisadas foram monitoradas espectrofotometricamente em 244 nm,
usando agua como branco. Massas acuradamente pesadas foram diluidas em NaOH
0,01 mol L e sua absorbancia foi obtida e comparada com uma curva analitica

preparada com solucdes padroes de paracetamol da mesma forma que as amostras.

3.6. Determinacao amperométrica de captopril em sistema FIA

utilizando um eletrodo de pasta de carbono (EPC)

3.6.1. Instrumentacao basica

3.6.1.1. Bomba peristaltica

Para a propulsao das solugdes de amostras e reagentes, utilizou-se uma
bomba peristaltica ISMATEC (Zurich, Suiga) com 12 canais, modelo 7628-50
previamente calibrada.

3.6.1.2. Tubos e conexoes

Foram empregados tubos e conexdes de polietilieno com didmetro interno
de 0,8 mm para confecgdo das bobinas reacionais, algas de amostragem e linhas de
conducdo de solugdes de referéncia, amostras e reagentes. Os tubos de propulséo

utilizados foram de Tygon® de diferentes didmetros internos.
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3.6.1.3. Injetor comutador

As amostras e solugdes de referéncia foram introduzidas no sistema em

fluxo utilizando-se um duplo injetor comutador manual 2-3-2 construido em acrilico.

3.6.1.4. Registrador

Para registros dos dados obtidos utilizou-se um registrador x-t, de dois
canais Cole Parmer (Niles, IL, USA) modelo 1202.0000.

3.6.1.5. Medidas voltamétricas

No sistema FIA com deteccdo amperométrica, utilizou-se uma célula
eletroquimica construida em resina de poliuretano derivada de 6leos vegetais com um
arranjo de trés eletrodos (FIGURA 3.2).

A | B haste de ago

3
4{
-
/
pasta de carbono
/5

FIGURA 3.2. Diagrama esquematico da célula eletroquimica usada nas medidas
amperomeétricas em fluxo. A: 1 — bloco de resina poliuretana; 2 — eletrodo de referéncia
(Ag/AgCl — KCI 3,0 mol L™); 3 — eletrodo de platina; 4 — eletrodo de pasta de carbono; 5

— tubo de polietileno (fluxo). B: eletrodo de pasta de carbono utilizado na célula.
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O eletrodo de trabalho foi um eletrodo de pasta de carbono (EPC), o eletrodo de

referéncia de Ag/AgCl e um eletrodo auxiliar de platina.

3.6.2. Reagentes e solugoes

3.6.2.1. Solugdes estoque

Para as medidas por voltametria ciclica, utilizou-se tampao acetato
preparado em diferentes valores de pH. No sistema FIA com detecgcdo amperométrica,
utilizou-se uma solugdo de tampao acetato pH = 3,6 como eletrdlito suporte preparada
pela dissolucdo de 6,80 g do sal em 500 mL de &gua desionizada (solugao
0,10 mol L ™). Para cada valor de pH, as solucdes foram ajustadas com adicdo de HCI
ou NaOH concentrado (6,0 mol L™"), formando desta forma a solugéo tamponante.

Solucdes estoque de captopri 10 mmol L' foram preparadas
diariamente dissolvendo-se 0,1086 g de captopril (Farmacia Amazon, Sao Carlos - SP)
em 50 mL de tampao acetato pH = 3,6 para as medidas em voltametria ciclica e no

sistema FIA.

3.6.2.2. Preparacao do eletrodo de pasta de carbono

O eletrodo de pasta de carbono foi preparado misturando-se
cuidadosamente 75% (m/m) de pé de grafite (1-2 um de tamanho de particula - Aldrich)
e 25% (m/m) de 6leo mineral (Aldrich). Os componentes foram misturados por agitagcao
magnética em um béquer (50 mL) contendo 20 mL de hexano. A pasta final foi obtida
com a evaporacao do solvente. A pasta de carbono foi inserida em um eletrodo
consistindo em um tubo cilindrico de plastico (d. e. 7,0 mm, d. i. 4,0 mm) e de uma

haste de aco inoxidavel que serve como um contato elétrico externo.

3.6.2.3. Preparo e analise das amostras
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Trés amostras comerciais contendo captopril como principio ativo foram
compradas em farmacias da cidade de Sao Carlos e seu teor verificado pelos métodos
proposto e da Farmacopéia Brasileira: Genérico comprimidos (Medley), Captotec
comprimidos (Hexal) e Capoten comprimidos (Brystol-Myers Squibb).

Cinco comprimidos foram triturados até a obtencdo de um po fino e
massas exatamente determinadas em balanga analitica, foram transferidas para balbes
volumétricos de 50 mL e o volume completado com uma solugcdo de tampao acetato
pH = 3,6. Eventuais excipientes insoluveis (silicato de so6dio) contidos na amostra foram

removidos por filtragdo simples por gravidade.

3.6.2.4. Método de referéncia

O método oficialmente adotado pela Farmacopéia Brasileira®®® para a
quantificagcado de captopril é a titulagdo iodimétrica com uma solugdo padronizada de
iodo 0,05 mol L™ utilizando como indicador uma solugéo de amido 1% (m/v) adicionada
préximo ao ponto final.

Cada 1,0 mL da solugdo de iodo 0,05 mol L™ corresponde a 10,31 mg
de captopril. Desse modo, pesou-se uma quantidade contendo teoricamente 250 mg de

captopril e titulou-se essa aliquota de acordo como o procedimento supracitado.
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Construgcdao de um EPCM com [VO-Salen] para a determinagao de

dipirona em formulagoes farmacéuticas

4.1.1. Comportamento da dipirona em voltametria ciclica utilizando um

EPC nao modificado

A oxidagcao da dipirona foi estudada inicialmente empregando voltametria
ciclica para elucidar o seu comportamento eletroquimico. A oxidacéo eletroquimica da
dipirona é representada por picos irreversiveis a +0,33 V (pico 1), +0,57 V (pico 2) e
+1,0 V (pico 3) vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") em solugéo de acetato de sédio 0,10 mol L
' (pH 7,3) como mostrado na FIGURA 4.1.

I/ A

O:O O:3 O:6 0:9 1,2
E/V vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.1. Voltamograma ciclico para dipirona 1,0 x 10 mol L em solucdo de
acetato de sodio (pH = 7,3) utilizando um eletrodo de pasta de carbono (EPC).

Velocidade de varredura de 10 mV s™'; intervalo de potencial de 0,0 a 1,3 V.
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A dependéncia da corrente de pico anddico com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potenciais (intervalo de 1 a 100 mV s”') também foi
investigada (FIGURA 4.2). A existéncia de uma linearidade entre as correntes de pico
anoddico referentes ao primeiro processo de oxidagdo (Epa = 330 mV vs. Ag/AgCl) e a
raiz quadrada da velocidade de varredura indica que o processo é difusional para a

oxidagao da dipirona na superficie do eletrodo de pasta de carbono.

7

I/ pA

FIGURA 4.2. Efeito da raiz quadrada da velocidade de varredura no processo difusional
das espécies na superficie do eletrodo referente ao primeiro processo de oxidagao
(Epa = 330 mV). Solugao de dipirona 1,0 x 10 mol L™ em acetato de sédio 0,10 mol L™
(pH =7,3).

O efeito da acidez do meio no intervalo de pH de 3,0 a 8,0 foi também
investigado na oxidacao da dipirona (1,0 x 10 mol L") e sdo apresentados na FIGURA
4.3. Como pode ser observado, variando-se o pH de 3,2 a 7,3 ocorre uma diminuicéo
do potencial de pico anddico para o primeiro processo de oxidagdo que se torna
praticamente constante acima de pH 7,3.
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FIGURA 4.3. Voltamogramas ciclicos de dipirona 1,0 x 10™ mol L™" em acetato de sédio

em diferentes valores de pH utilizando um EPC. Velocidade de varredura de 10 mV s™.

4.1.2. Propriedades eletroquimicas do EPC modificado com
[VO-Salen]

O comportamento eletroquimico do EPCM foi investigado utilizando como
eletrolito suporte uma solugdo de KCl 0,1 mol L. Em tamp&o fosfato, a resposta
voltamétrica do EPCM no primeiro ciclovoltamograma se mostrou instavel n&do sendo
observado processos redox. Isso se deve ao fato de que o cation vanadil(lV) interage
fortemente com ions fosfato na superficie do eletrodo, semelhante a uma interacéo
enzimatica se tornando eletroinativo. Essa interacdo causa uma inibicdo em muitos
sistemas enzimaticos metabolizados por ions fosfato?'?'2. A FIGURA 4.4 apresenta um
tipico ciclovoltamograma para o EPC modificado com [VO-Salen]. O processo redox
observado apresenta dois picos a +0,66 V (Epa) e +0,23 V (Epc) que se mantém
estaveis apos o terceiro ciclo. Esses processos podem ser atribuidos a um sistema
quasi-reversivel?' pela transferéncia de um elétron entre o par redox VO*/VO?**.

Quando o EPCM foi submetido a uma varredura de potenciais entre

-0,40 Ve 1,0 V (vs. ECS) observou-se um aumento gradativo das correntes de pico em
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fungcdo do numero de ciclos. Esse comportamento sugere a formagcado de um filme

polimérico na superficie do eletrodo. De acordo com dados da literatura®'*2",

em
potenciais mais extremos pode ocorrer a polimerizagao de bases de Schiff produzindo
poliaminas ou diaminas. Esse processo € dependente do eletrdlito suporte e da

natureza do ion metalico central, sendo neste Ultimo caso um mecanismo mais
216,217

complexo
0.66 V
200+
< O
3.
= 200}
-400 +
1 1 0I.23\7I 1 1 1
-0,2 00 0,2 04 06 08 1,0
E/V vs. ECS

FIGURA 4.4. Comportamento eletroquimico do EPC modificado com [VO-Salen] em
meio de KCI 0,1 mol L, v=25mVs™.

GOLDSBY et. al.?'® estudaram o comportamento eletroquimico do
complexo Ni(ll)-bis(salicilaldimina) utilizando voltametria ciclica e observaram que este
complexo em meio de solventes doadores de elétrons é oxidado reversivelmente
formando um polimero na superficie do eletrodo. Por outro lado, observou-se que a
polimerizacédo do [VO-Salen] ocorre por reducdo. Este fato deve ser considerado na
escolha do intervalo de potencial para o desenvolvimento de procedimentos analiticos a
fim de se obter uma resposta reprodutiva em fungéo dos ciclovoltamogramas obtidos.

Com base em outros trabalhos desenvolvidos com o mesmo sensor®'%%?!
submeteu-se o0 EPCM a um pré-tratamento de 35 ciclos a uma velocidade de 25 mV s™

e um intervalo de potenciais entre -0,15 e 0,95 V em meio de KCI 0,1 mol L™ (pH 5,0),
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obtendo-se assim correntes estaveis. Estas mesmas condicbes foram mantidas para a

sequéncia do trabalho.

4.1.3. Comportamento eletroquimico do EPCM com [VO-Salen] em

presencga de dipirona utilizando voltametria ciclica

Apos verificar o comportamento redox do EPCM, o mesmo eletrodo foi
submetido a uma voltametria ciclica em eletrélito suporte contendo dipirona. A FIGURA
4.5 representa os voltamogramas obtidos para o EPCM em meio de KCI 0,1 mol L na

auséncia (1) e presenca (2) de 9,1 x 10”°> mol L™ de dipirona.

200

1/ pA
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-200 -

400}

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V vs. ECS

FIGURA 4.5. Voltamogramas ciclicos para a eletroxidagdo de dipirona empregando o
EPCM com [VO-Salen] em uma solucgéo de KCI 0,1 mol L™ (pH = 5,5) na auséncia (1) e
presenca (2) de dipirona 9.1 x 10° mol L™, v=25mV s™.

Observa-se que existe um incremento no valor da corrente de pico
anodica (Al ~ 30 mV), na presenga de dipirona em solugéo, o que sugere uma influéncia
no processo de oxidagao da dipirona pelo cation metalico central do complexo. A
proposta de funcionamento do eletrodo é que existe uma reacao entre o eletrodo e o

analito semelhante a um mecanismo EC’ (eletroquimico- quimico) que pode ser descrito
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em duas etapas, uma eletroquimica e outra quimica. Inicialmente, ocorre um processo
de oxidagao eletroquimica do VO?* produzindo VO*" na superficie do eletrodo, seguido
pela transferéncia de elétrons da dipirona para o complexo e a regeneracéo do VO?,
como mostrado na FIGURA 4.6. A corrente de pico anddica obtida em +0,66 V é

proporcional a concentragcédo de dipirona em solugao.

0.66 vs. ECS
/ [
o
........ VO3+(Salen)---V02+(Salen)----_---- Superficie
do eletrodo
dipirona (red) dipirona (oxid)

FIGURA 4.6. Mecanismo proposto para o funcionamento do EPCM-[VO-Salen] para a
determinacgéo de dipirona.

Em um trabalho recente TEIXEIRA et. al.??? estudaram o comportamento
eletroquimico da dipirona em diferentes valores de pH e compararam com a
aminoantipirina. A dipirona e a aminoantipirina apresentam estrutura similar diferindo-se
apenas pelo substituinte no atomo de carbono na posi¢gdo 4 do anel pirazolénico. A
dipirona apresenta como substituinte um grupo metilamino-N-metano sulfonato
enquanto que a aminoantipirina tem como substituinte um grupo amino. Com base nos
resultados deste trabalho, pode-se concluir que o primeiro pico de oxidagao da dipirona
esta relacionado com o grupo metilamino-N-metano sulfonato, devendo este grupo
participar da reacdo com o complexo [VO-Salen]. A variacdo do potencial de pico

anodico com o pH exibe uma relagdo linear com inclinagdo de 28,8 mV pH' o que
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indica um mecanismo que envolve a transferéncia de dois elétrons e um préton

(FIGURA 4.7)

(I:H::, (|:H3
H;C N H;C

N
>—i \CHZSO3_ _ A H
N N g 2-
H3C/ N \O + H20 E— H3C/ \N AN + SO3

N

O

FIGURA 4.7. Primeira etapa da reagao de oxidacao da dipirona.

o

4.1.4. Efeito da velocidade de varredura

+ CH,0 + H' + 2¢

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta

voltamétrica do EPCM no intervalo de 5 a 200 mV s™' foi investigada para uma solugao

3,3 x 10 mol L™ de dipirona (FIGURA 4.8).
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FIGURA 4.8. Variagcdo da resposta voltamétrica do EPCM com [VO-Salen] com a

velocidade de varredura na presenca de 9,1 x 10° mol L™ de dipirona em meio de KCI

0,1 mol L.
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As correntes de pico anddico nao variaram linearmente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura, sugerindo que a oxidagao da dipirona é realizada
por um mecanismo misto controlado pela adsor¢ao e pela difusdo das espécies até a
superficie do eletrodo. Esta suspeita pode ser ainda evidenciada se observamos a
equagao que descreve essa dependéncia: Ipa (WA) = 22,1 + 158,8 v2 (mV'"? 572, a reta
nao intercepta o eixo Y na posi¢ao zero. Isso indica que o processo de transferéncia de
elétrons ndo ocorre somente na interface entre o eletrodo e a solugéo, sugerindo que
etapas de adsorcéo e/ou de interagcdo com o sitio ativo podem estar envolvidas.

Além disso, para velocidades maiores que 150 mV s ocorre um pequeno
decréscimo na corrente de pico anddico indicando a existéncia de uma limitacao
cinética no processo de transferéncia de elétrons entre o VO** e a dipirona, para altas
velocidades de varredura de potencial. A partir destes resultados, escolheu-se fixar uma

velocidade de 25 mV s devido ao seu melhor perfil voltamétrico.
4.1.5. Efeito da acidez do meio

Outro parametro importante estudado foi a influéncia do pH na resposta
voltamétrica do EPCM, empregando voltametria linear em meio de KCI 0,1 mol L™

contendo 9,1 x 10° mol L' de dipirona no intervalo de pH entre 1,0 e 10.

120

100

1

T
/
o

Al pA
3

20

FIGURA 4.9. Efeito do pH sobre a resposta voltamétrica do EPCM com [VO-Salen] na

presenca de 9,1 x 10”° mol L™" de dipirona em meio de KC1 0,1 molL'ev=25mV s™.
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A FIGURA 4.9 mostra o comportamento voltamétrico do EPCM exibindo a
diferenca da corrente de pico em relagao a solugédo na auséncia e presenca de dipirona.
A corrente de pico anddico se mostra praticamente constante entre 2,5 e 8,0 e para
valores de pH menores que 2,5 ocorre uma acentuada queda que pode estar
relacionada com a distribuicdo das espécies de dipirona em funcdo do pH (FIGURA
4.10).

A presenca de altas concentracbes da espécie (I), pode influenciar
cinéticamente na reacdo da dipirona com o complexo [VO-Salen] na superficie do
eletrodo, ja que esta é predominante no intervalo de pH entre 2,5 e 8,0. Em virtude dos
resultados obtidos, escolheu-se trabalhar com uma solugdo de KCI 0,1 mol L™ e pH 5,5

no restante do trabalho.

?Hz CHs

H;C N H,C N

___/ SCH,S053
_ N\ N +H"

H;C N o)

I I1

FIGURA 4.10. Representacdao das espécies de dipirona em fun¢do do pH (hidrdlise
acida). Equacéo n&o balanceada.

4.1.5. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperacao

O efeito de interferentes em potencial na determinagdo de dipirona em
formulagdes farmacéuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em
amostras comerciais. Nesses experimentos, foram utilizadas solu¢cdes de referéncia de
1,0 x 10 mol L™ de dipirona com cada um dos possiveis interferentes (metabissulfito,
sacarina, EDTA, cafeina, acido ascorbico e propilenoglicol) nas concentragbes de
1,0 x 10* mol L™ e 1,0 x 10 mol L. Nenhuma das substancias investigadas causou
qualquer interferéncia na determinacdo de dipirona com exce¢do do acido ascoérbico
encontrado concomitantemente em algumas amostras comerciais, que causou uma

interferéncia positiva da ordem de 10% sobre o sinal analitico, em concentragdo 10
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vezes maior que aquela de dipirona, impossibilitando a determinacéo de dipirona em
amostras contendo esse excipiente. Essa interferéncia deve-se ao fato do acido
ascorbico ser um 6timo agente redutor, sendo mais facilmente oxidado que a dipirona
na superficie do eletrodo.

Nos testes de adigdo e recuperagdo do analito, trés concentracdes
diferentes de dipirona foram adicionadas a trés amostras de formulagbes farmacéuticas
e os resultados comparados com aqueles obtidos com as amostras nao adicionadas do

padrao. Os resultados estdo apresentados na TABELA 4.1.

TABELA 4.1. Resultados do teste de recuperacdo de dipirona adicionada a

formulagdes farmacéuticas empregando o EPCM proposto.

Dipirona* / x 10” mol L™

Amostra Adicionado Recuperado Recuperacao / %

A 2,00 2,01 £ 0,01 100,5
4,00 3,98 + 0,01 99,5
6,00 6,00 £ 0,02 100

B 2,00 2,00 + 0,01 100
4,00 3,97 £ 0,02 99,2
6,00 6,04 £ 0,02 100,7

Cc 2,00 1,97 £ 0,02 98,5
4,00 3,87 £ 0,02 96,7
6,00 5,63 £ 0,03 93,8

*n=5

Os valores percentuais de recuperagado variaram entre 93,8 e 100,7 %

sugerindo assim auséncia de interferéncia da matriz no procedimento proposto.
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4.1.6. Curva analitica e aplicagoes

A curva analitica (FIGURA 4.11) foi linear no intervalo de concentragéo de
dipirona entre 9,0 x 10%e 2,8 x 10* mol L™ (AI (uA) = 8,99 + 6,87 x 10° [Dipirona] (mol
L™, r = 0,9995) com um limite de detecgdo de 7,2 x 10°® mol L (3o/inclinagéo). O
desvio padrdo relativo de 10 determinacdes sucessivas de dipirona 2,0 x 10™ mol L™
foi de 2,8 %.

250
400 F = . o
EL 150 . / 13~
3 100 > /f“‘
200 B o™ / /
. . . . . . . . y
* OV[SDi;;iv:on;]S/ 1%2‘;; |_'2"'0 * f base
O i =
/ //:'Z
200} |

00 02 04 06 08 1,0
E /'V vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.11. Voltamogramas lineares obtidos para o EPCM com [VO-Salen] na
presenca de diferentes concentracdes de dipirona em meio de KCI 0,1 mol L7,
a 25 mV s™'. Em detalhe esta ilustrada a curva analitica obtida pelas correntes de pico

andédico em fungao da concentracao de dipirona.

O método proposto foi aplicado na determinagao de dipirona em produtos
farmacéuticos. Solugdes de referéncia de dipirona e solugdes das amostras foram
adicionadas a célula eletroquimica. Os resultados obtidos estdo apresentados na
TABELA 4.2.
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TABELA 4.2. Determinacao de dipirona em produtos farmacéuticos empregando-se o

EPCM proposto e o método iodimétrico®*®

Amostras Rotulado Referéncia Proposto Eri/ % Era/ %
A 500" 505+ 2 509 + 2 +0,8 +1,8
B 500" 506 + 3 504 + 2 -0,4 +0,8
C 500" 486 + 3 503 + 2 +3,5 +0,6
D 500* 511+£5 510+ 3 -0,2 +2,0
E 500* 510 £ 2 512+ 3 +0,4 +24
F 500" 520 + 2 527 + 2 +1,3 +54
¥ valores em mg mL” * valores em mg (g de comprimido)”

Ery = Proposto vs Referéncia Er, = Proposto vs Rotulado
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4.2. Construgcao de um EPCM com [VO-Salen] para a determinagao de

ranitidina em formulagoes farmacéuticas

4.2.1. Comportamento da ranitidina em voltametria linear utilizando

um EPC nao modificado

O comportamento voltamétrico da ranitidina foi estudado em meio aquoso
por MALAGUTTI et al.??® utilizando um ultramicroeletrodo de platina com eletrodepdsito
de mercurio (Hg-UME) e o eletrodo de gota pendente de mercurio, HMDE. A voltametria
de varredura linear (LSV) mostrou que o composto apresenta duas ondas de redugéo
em pH < 4,0 (-0,4 V e 0,75 V vs. Ag/AgCI — KCI 3,0 mol L") e somente uma em
pH > 4,0, (~ -1,2 V vs. Ag/AgCl para pH = 7,0). Este comportamento é caracteristico da
reducdo do grupo nitro em meio aquoso, e envolve quatro elétrons e quatro prétons em
uma reacao irreversivel que leva a formacao da hidroxilamina.

A FIGURA 4.12 apresenta os voltamogramas de varredura linear para um
EPC n&o modificado na auséncia e presenga de ranitinida 9,1 x 10 mol L™, em meio
de KCI1 0,1 mol L (pH = 5,5).
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FIGURA 4.12. Voltamogramas obtidos para um EPC nao modificado em solugéo de KClI
0,1 mol L (pH 5,5) e velocidade de 25 mV s na auséncia (1) e presenca (2) de

ranitidina 9,1 x 10* mol L™.



RESULTADOS E DISCUSSAO 82

Observa-se um pico catdédico em torno de -1,4 V vs. Ag/AgCl que
corrobora com os dados da literatura'® referentes ao mecanismo de reducéo do grupo
nitro da ranitidina a hidroxilamina. A provavel reacdo de reducido da ranitidina é
representada na reacgéao (1).

R1R2C=CH-NO, + 4 ¢ + 4 H* ‘i_“ R1R2C=CH-NHOH + H,O (1)

4.2.2. Propriedades eletroquimicas do EPC modificado com
[VO-Salen]

As respostas voltamétricas apresentadas a seguir foram obtidas
empregando um EPCM com VO-Salen (20% m/m). A FIGURA 4.13 ilustra o
comportamento eletroquimico do eletrodo modificado estudado em solugdo de KCI 0,1
mol L™ (pH = 5,5). O voltamograma obtido entre —0,3 e 1,0 V (vs. Ag/AgCl — KCI 3,0 mol
L'1) apresenta eletroatividade tanto na direcdo anddica quanto na catddica. Os
processos podem ser observados em +0,62 V (vs. Ag/AgCl) (pico |) e +0,20 V (vs.
Ag/AgCl)  (pico 1l) e podem ser atribuidos ao par redox V(IV)O*/ V(V)O**,

representando um processo quasi-reversivel nessas condicoes.
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FIGURA 4.13. Voltamograma ciclico obtido para o EPCM com 20% (m/m) do complexo
VO-Salen em solucéo de KCI 0,1 mol L™, pH 5,5.
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Depois de verificado o intervalo onde o modificador apresenta
eletroatividade, a regido de varredura de potenciais foi realizada entre +1,0 e -0,3 V (vs.
Ag/AgCl). A resposta do mesmo eletrodo também foi avaliada em outros eletrdlitos
suporte como o KNO3 (0,1 mol L'1) e tampao fosfato em pH 5,5. O perfil voltamétrico
observado nao apresenta variagdo para o KNOs, porém é verificado um valor menor de

corrente de pico para os processos redox do modificador.

4.2.3. Comportamento eletroquimico do EPCM com [VO-Salen] em

presencga de ranitidina utilizando voltametria de varredura linear

A FIGURA 4.14 apresenta os voltamogramas lineares para a
eletrorredugdo catalitica da ranitidina empregando o EPCM com VO-Salen em uma
solucdo de KCI 0,1 mol L™ (pH = 5,5) na auséncia (1) e presenca (2) de ranitidina
9,9 x 10° mol L™.

I/ pA

_100 | | | | | | | | |
-04 -02 00 02 04 06 08 1.0 1.2

E /V vs. Ag/AgCl

FIGURA 4.14. Voltamograma obtido para o EPCM com 20% (m/m) do complexo
VO-Salen em solucido de KCI 0,1 mol L™ (pH 5,5) e velocidade 25 mV s™' na auséncia

(1) e na presencga (2) de ranitidina.
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O aumento da corrente de pico catédico em (2), evidencia claramente o
processo catalitico na reducdo da ranitidina pelo cation metalico central do complexo.
Duas etapas redox podem descrever o mecanismo eletrocatalitico do EPCM com
VO-Salen. A primeira envolve a reducdo quimica da ranitidina pelo V(IV)O?*, na pasta
de carbono produzindo conseqiientemente, a oxidacdo destes a V(V)O** na superficie
do eletrodo. Na segunda etapa, por acdo do potencial aplicado, o V(V)O®*" é regenerado
eletroquimicamente, sendo o incremento da corrente de pico catddico proporcional a
concentragao de ranitidina em solucio.

O mecanismo proposto para a reduc¢ao da ranitidina empregando o EPCM
€ apresentado na FIGURA 4.15.

0,28 vs. Ag/AgCl
/ / S/

e
-------- VO*(Salen)---vVO**(Salen)...._.... Superficie
do eletrodo

Ranitidina (ox) Ranitidina (red)

FIGURA 4.15. Mecanismo proposto para o funcionamento do EPCM-[VO-Salen] para a

determinacgao de ranitidina.

4.2.4. Efeito da velocidade de varredura

A influéncia da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta
voltamétrica do EPCM no intervalo de 5 a 200 mV s foi investigada para uma solugéo
de 9,9 x 10° mol L™ de ranitidina em solucdo de KCI 0,1 mol L™ (pH 5,5). A FIGURA
4.16 apresenta os voltamogramas obtidos para o eletrodo em solugdo na presenga de

ranitidina.
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FIGURA 4.16. Variagcdo da resposta voltamétrica do EPCM com [VO-Salen] com a
velocidade de varredura na presenca de 9,1 x 10° mol L de ranitidina em meio de
KCI 0,1 mol L™,

2 4 6 8 10 12 14 16

1/2 12 _-1/2
v ImV™”s

FIGURA 4.17. Dependéncia da raiz quadrada da velocidade varredura para o EPCM
com [VO-Salen] na presenga de 9,1 x 10° mol L' de ranitidina em meio de
KCI 0,1 mol L™

Os valores encontrados para a corrente de pico catédico foram

representados graficamente com relagdo a raiz quadrada da velocidade de varredura.
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Como pode ser observado na FIGURA 4.17, nao ha uma dependéncia linear entre as
correntes de pico anddica e v'2 | Isto sugere um processo misto controlado por
adsorcdo e difusdo para a oxidagdo do cation VO** pela ranitidina na superficie do
eletrodo.

Da mesma forma que no procedimento descrito anteriormente, a equagao
que descreve essa dependéncia: -Al,c (WA) = 62,9 + 34,02 v'? (mV"? s, nao
intercepta o eixo Y na posigao zero, indicando que o processo de transferéncia de
elétrons ndo ocorre somente na interface entre o eletrodo e a solugédo, sugerindo que
etapas de adsorgéo e/ou de interagdo com o sitio ativo podem estar envolvidas.

Apesar do aumento da corrente de pico catddico com a velocidade de
varredura, em termos de incremento de corrente, calculado pela diferenca da corrente
de pico na auséncia e na presenca de ranitidina, observou-se uma maior magnitude

para a velocidade de 25 mV s™', sendo esta adotada para o seguimento do trabalho.

4.2.5. Efeito da acidez do meio

Estudos realizados em trabalhos anteriores?'®??" demonstram que o
complexo [VO-Salen] é estavel em uma faixa ampla de pH em torno de 4,0 a 8,0.
Entretanto, para a determinacéo de ranitidina utilizando o EPCM com [VO-Salen] pode-
se observar que o valor da corrente de pico catédico aumenta com o valor do pH até
um valor maximo de 5,5 (FIGURA 4.18). Apos este valor a magnitude de corrente
diminui.

Este comportamento pode ser explicado em funcdo das espécies de
ranitidina disponiveis em fung¢ado do pH, como também pela estabilidade do complexo
em funcdo do pH. O equilibrio acido-base da ranitidina se deve a formagdo de um
carbanion estabilizado por ressonancia (Reagdo (2)) com valor de
pKa = 2,7%2,

R1RoC=CH-NO, —— R1R2C=C-NO», + H* (2)

Desta forma, quando o pH é maior que o pKa, a espécie anidnica

predomina na solugéo e a protonagao do carbanion ocorre lentamente, o que dificulta a
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reducdo da ranitidina pelo complexo [VO-Salen]. Para valores de pH < pKa, a espécie
neutra se encontra predominante na solugéo e o grupo nitro disponivel para a redugao.
Somando-se estes fatores com os dados ja relatados de estabilidade do complexo em
funcao do pH, verifica-se que a diferenga maxima de sinais de corrente de pico ocorre
em pH 5,5 sendo este valor adotado no trabalho.
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FIGURA 4.18. Variagao da resposta voltamétrica do EPCM com [VO-Salen] em fungao

do pH na presenca de 9,9 x 10° mol L™ de ranitidina em meio de KCI 0,1 mol L™

4.2.6. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperacao

O efeito de interferentes em potencial na determinacao de ranitidina em
formulagdes farmacéuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em
amostras comerciais. Nesses experimentos, foram adicionadas a célula eletroquimica
solucdes de referéncia de 6,0 x 10 mol L™ de ranitidina com cada um dos possiveis
interferentes (acido ascorbico, ciclamato e sacarina) em concentracdes de 6,0 x 10
mol L™ e 6,0 x 10° mol L. Nenhuma das substancias investigadas causou qualquer
interferéncia na determinacdo de ranitidina com exce¢cdo do acido ascoérbico que
causou uma interferéncia positiva da ordem de 5,5% quando presente em

concentracdes 10 vezes superior a de ranitidina. Como nos produtos farmacéuticos, o
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teor de acido ascoérbico € menor que o teor estudado, amostras contendo este

composto associado puderam ser analisadas sem maiores problemas.

4.2.7. Curva analitica e aplicacoes

ApOs a otimizagdo das condigdes operacionais para o procedimento
proposto, medidas voltamétricas foram feitas utilizando-se solu¢cdes de rantidina em
diferentes concentracbes a fim de se obter uma curva analitica. Foi utilizada a técnica
de voltametria de varredura linear, num intervalo de potenciais de +1,0 V a -0,3 vs.
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™), com velocidade de varredura de 25 mV s™. A FIGURA 4.19

ilustra os voltamogramas obtidos para diferentes concentragdes de ranitidina.
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FIGURA 4.19. Voltamogramas lineares obtidos para o EPCM com [VO-Salen] na
presenca de diferentes concentracdes de ranitidina em meio de KCI 0,1 mol L™,
a 25 mV s™'. Em detalhe esta ilustrada a curva analitica obtida pelas correntes de pico

anoédico em fungao da concentracao de ranitidina.
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Os registros dos valores de corrente de pico catddica geraram uma
relagdo linear com a concentragdo de ranitidina no intervalo de 9,9 x 10° a 1,0 x 10
mol L representada pela equagdo (-Alye /pA) = 34,3 + 80311C onde C é a
concentracdo de ranitidina em mol L' com um coeficiente de correlacéo de 0.9976 (n =
3) e um limite de deteccdo de 6,6 x 10™° mol L™ (3o/inclinagéo). O desvio padréo relativo
de 10 determinagdes sucessivas de ranitidina 5,0 x 10 mol L™ foi de 1,6 %.

O método proposto foi aplicado para a determinacdo de ranitidina em
produtos farmacéuticos. Solu¢des de referéncia de ranitidina e solugbes das amostras
foram adicionadas a célula eletroquimica. Os resultados obtidos estdo apresentados na
TABELA 4.3.

TABELA 4.3. Determinacao de ranitidina em produtos farmacéuticos empregando-se o

EPCM proposto e o método oficial®®®.

Amostras Rotulado Referéncia Proposto Eri/ % Era/ %
A 168* 177 £ 2 181+ 2 +7,7 +2,2
B 168" 173+ 3 178 £ 2 +6,0 +2,9
C 16,8" 171+06  17,5+0,2 +4,2 +23
D 168" 176 + 3 1722 +24 -2,3
¥ valores em mg mL™ * valores em mg comprimido™

Er, = Proposto vs Rotulado Er, = Proposto vs Referéncia
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4.3. Construcao de um EPCM com Cu;[Fe(CN)¢]. para a determinagao

de dipirona em formulagdes farmacéuticas

4.3.1. Comportamento da dipirona em voltametria ciclica utilizando um

EPC nao modificado

O comportamento eletroquimico da dipirona utilizando voltametria ciclica

ja foi reportado em 4.1.1 sendo as mesmas discussdes validas para este procedimento.

4.3.2. Propriedades eletroquimicas do EPC modificado com
Cus[Fe(CN)e]2

O comportamento voltamétrico do eletrodo de pasta de carbono foi
investigado em tampao acetato 0,20 mol L™, pH 4,8 contendo 0,05 mol L™ dos cations
(Li*, Na*, K*, Cs"). A FIGURA 4.20 mostra um ciclovoltamograma tipico para o EPCM
com Cus[Fe(CN)g]. e apresenta um par redox reversivel em +0,58 V pico (I) e +0,26 V

pico (I1) referentes a reagdo Fe(CN)s*/ Fe(CN)s™.
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FIGURA 4.20. Comportamento eletroquimico do EPCM com Cus[Fe(CN)g]2. Velocidade
de varredura 10 mV s™', em meio de tamp&o 0,20 mol L', pH 4,8 contendo 0,05 mol L™
de NaCl.
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E importante ressaltar que no intervalo de potenciais estudado ndo se
observa nenhum processo referente ao Cu(ll) o que indica uma grande estabilidade do
complexo. Eventualmente, dependendo da forma como o complexo é obtido, um par
redox referente ao processo Cu*/ Cu®* pode ser observado em torno de 0,2 V?%*. Este
comportamento é atribuido ndo aos atomos de Cu(ll) coordenados no complexo, mas
sim aos ions metalicos presentes nos intersticios do complexo.

O comportamento voltamétrico do eletrodo modificado foi também
avaliado em funcéo do cation metalico contido no eletrdlito suporte. Observa-se que o
perfil voltamétrico do EPCM é bastante afetado diminuindo a magnitude da corrente de
pico a medida que se aumenta o raio ibnico do contra-ion utilizado. Este efeito da
resposta em termos de corrente e potencial de pico demonstra a habilidade (facilidade
ou dificuldade) do cation em entrar e sair dos intersticios da célula unitaria do complexo

o que define o perfil voltamétrico observado.

300

200

100

1/ pA

100 =

-200 -

.+ Na

-02 00 02 04 06 08 10 1,2
E/V vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.21. Efeito do contra-ion contido no eletrdlito suporte. Concentragao do cation
metalico de 0,05 mol L™. Velocidade de varredura 10 mV s, em meio de tampao 0,20
mol L™", pH 4,8.

O tamanho da célula unitaria e da cavidade formada no complexo CuHCF
s&o respectivamente 10,0 e 3,2 A. Os ions hidratados de Na* e K* tem tamanho em

torno de 2,4 A o que permite facilmente a entrada e saida destes cations nos
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intersticios do complexo gerando uma corrente faradaica. Como o raio iénico dos outros
cations é maior que a cavidade zeolitica do complexo, 0 movimento de entrada e saida
do contra-ion fica restrito e afeta o comportamento voltamétrico do EPCM.

A mudancga de potencial induzido pela substituicdo dos cations de metais
alcalinos no eletrdlito suporte foi também observado em outros hexacianoferratos

metalicos®**?*’. Embora diversos artigos sugiram o uso do K* como contra-ion??>2%,

o
ion Na" foi escolhido por apresentar um melhor perfil voltamétrico e deslocar o potencial
de pico andédico para um valor menor que aquele observado utilizando K* como contra-
ion. Este fato pode ser relacionado com o método escolhido para a preparagao do
Cus[Fe(CN)g]2, que conduz a uma ma formagao do material cristalino. Desta forma, uma
solucdo de tampado acetato 0,20 mol L™, pH 4,8 contendo 0,05 mol L™ de Na®, foi

escolhida para a sequéncia do trabalho.

4.3.3. Comportamento eletroquimico do EPCM com Cu;s[Fe(CN)¢]. em

presencga de dipirona utilizando voltametria ciclica

Neste trabalho foi desenvolvido um eletrodo de pasta de carbono
modificado com hexacianoferrato (lll) de cobre (Il) para a determinagao voltamétrica de
dipirona em formulac¢des farmacéuticas. A FIGURA 4.22. apresenta os voltamogramas
ciclicos tipicos obtidos para EPC e EPCM com CuHCF em solugdo tampao acetato
0,20 mol L, pH 4,8 contendo 0,05 mol L™ de Na* na auséncia e na presenca de
dipirona 5,0 x 10° mol L™.

O mecanismo de funcionamento do EPCM com hexacianoferrato (lIl) de
cobre (Il) foi baseado em duas reagdes redox. A primeira envolve a redugao de Fe(lll)
pela dipirona na pasta de carbono formando Fe(ll) na superficie do eletrodo e o produto
de oxidacdo da dipirona em solu¢do. O ion Fe(ll) formado é entdo oxidado
eletroquimicamente a Fe(lll). A corrente de pico anddica obtida em potencial +0,62 V
(vs. Ag/AgCl — KCI 3,0 mol L") é proporcional a concentragdo de dipirona em solucgo.
Apesar do potencial mais positivo atribuido ao par redox Fe(ll)/Fe(lll), em relagdo ao
potencial de oxidagao da dipirona, o uso do modificador € justificado por apresentar um
maior incremento de corrente de pico anddica, para uma mesma concentracao de

dipirona, em comparacdo com o EPC ndo modificado. Desse modo, tanto a
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sensibilidade como a magnitude do sinal analitico aumenta e niveis de concentragéo

menores de dipirona podem ser determinados.
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FIGURA 4.22. Comportamento eletroquimico do EPCM com Cus[Fe(CN)gl2. Em (1) &
representado o EPC na presenca de dipirona 5,0 x 10° mol L. Em (2) e (3) estdo
representados, respectivamente, o EPCM na auséncia e presenca de dipirona
5,0 x 10° mol L™

A FIGURA 4.23 mostra o esquema reacional na interface eletrodo-solugao

para a determinacgéo de dipirona.

Eletrodo
.
Fenl(c’g_\ Fe!l(CN), Superficie

do eletrodo

Na ..
Dipirona (0x) Dipirona (red)

Solu¢ao
FIGURA 4.23. Mecanismo proposto para a resposta voltamétrica do eletrodo modificado
(EPCM).
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5.3.4. Efeito da composicao da pasta de carbono modificada

O efeito da composicdo da pasta sobre a resposta voltamétrica do
eletrodo modificado foi inicialmente avaliado no intervalo de 10 a 35% (™/i,), em uma
solucdo tampao acetato 0,05 mol L™ (pH 4,8). A FIGURA 4.24 mostra o efeito da
porcentagem em massa de Cuj[Fe(CN)g]. presente na pasta de carbono sobre a

resposta do eletrodo.
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FIGURA 4.24. Estudo da composicdo da pasta de carbono sobre a resposta

voltamétrica em uma solugdo tampao acetato 0,2 mol L™ (pH 4,8); v=20mV s™.

Como pode ser observado, o aumento da concentragao de Cus[Fe(CN)s]2
na pasta de carbono levou a um aumento na corrente de pico anddica obtida até uma
composigao de 30% (™/in). Para concentragdes de Cus[Fe(CN)s]. superiores a 30% (™/m)
obteve-se correntes de pico menores devido a um aumento da resisténcia da pasta de
carbono causada pela diminuigdo da concentragcéo de grafite na mesma. Por apresentar
um melhor perfil voltamétrico uma composicdo de 20% (™/m) de Cus[Fe(CN)el2, 60%

("/m) de po de grafite e 20% (™/m) de 6leo mineral foi escolhida.
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4.3.5. Efeito da acidez do meio

O comportamento eletroquimico de eletrodo de pasta de carbono
modificado com Cuj[Fe(CN)el. (20% ™/r) foi estudado em um intervalo de pH de 3,0 a
8,5 na auséncia e na presenca de uma solucdo de dipirona 5,0 x 10° mol L. A
FIGURA 4.25 mostra o efeito da acidez do meio sobre a corrente de pico anddico do
eletrodo modificado, para a diferenca entre as correntes na auséncia e presenca de

dipirona.
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FIGURA 4.25. Influéncia do pH na resposta voltamétrica do eletrodo de pasta de
carbono modificado com 20% (™/r,) de Cus[Fe(CN)g]. em solugédo tampéo acetato 0,2

mol L™

Observa-se um aumento significativo da corrente de pico para valores de
pH entre 3,0 e 7,4 o que provavelmente se deve a influéncia dos ions H* na cinética de
reacao entre a dipirona e o CuHCF na superficie do eletrodo. A razéo para isso esta
representada na FIGURA 4.10 que mostra a distribuicdo das espécies de dipirona em
funcdo do pH. A oxidacdo da espécie carregada negativamente € facilitada, pois o
potencial de eletrodo padréo para a dipirona em meio basico € mais negativo que em
meio acido®". Para valores de pH acima de 7,4 observa-se um aumento na magnitude

de corrente. Isso se deve ao fato de que muitos hexacianoferratos metalicos
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apresentam resposta eletroquimica estavel somente em meio neutro ou levemente
acido devido a hidrolise dos ions Cu(ll) e Fe(lll) em meio alcalino, o que leva a
deterioracao do eletrodo modificado.

Sendo assim, uma solugdo tampao acetato 0,20 mol L™ (pH 7,4) foi

escolhida para estudos posteriores.

4.3.6. Efeito da velocidade de varredura de potenciais

O efeito da velocidade de varredura de potenciais na resposta voltamétrica
do eletrodo de pasta de carbono modificado com Cus[Fe(CN)el2 20% (™/m) em solugdo
tampao acetato 0,20 mol L™ (pH 7,4) foi investigado na auséncia e na presenca de 5,0 x

107 mol L™ de dipirona em um intervalo de 5 a 150 mV s™.
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FIGURA 4.26. Efeito da raiz quadrada da velocidade de varredura no processo
difusional das espécies referentes ao processo de oxidagdo da dipirona 5,0 x 107°

mol L ™' na superficie do eletrodo em solugdo tampao acetato 0,20 mol L™ pH 7,4.

A FIGURA 4.26 mostra que a dependéncia das correntes de pico anddico,
referente ao processo de oxidagdo na superficie do eletrodo, com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potenciais n&o apresenta um comportamento

completamente linear. Isso indica que o controle da reacdo ndo se da somente de
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forma difusional. A difusdo é decorrente do movimento dos ions sodio do seio da
solucdo a superficie do eletrodo, entretanto, devido ao tamanho das cavidades
encontradas na estrutura do hexacianoferrato, moléculas de dipirona podem também
chegar a superficie do eletrodo estabelecendo um controle cinético da reagéo por meio
da adsorcgao destas espécies a superficie do eletrodo.

Em velocidades acima de 100 mV s, os voltamogramas n3o
apresentaram uma boa definicao dos picos anddicos, e apresentaram um deslocamento
de potencial de pico anddico para valores mais positivos, provavelmente devido a lenta
transferéncia lenta de elétrons na reacdo redox. Em virtude destes resultados foi
escolhida uma velocidade de varredura de potenciais de 10 mV s, pois esta

apresentou um melhor perfil voltamétrico.

4.3.7. Estudo de interferentes em potencial

Foram avaliados alguns excipientes presentes em amostras comerciais
que podem interferir na determinacdo de dipirona. As substancias avaliadas foram:
acido ascoérbico, metabissulfito, cafeina, sacarina e EDTA em solugdo de acetato de
sédio pH 7,0 (0,20 mol L") em uma raz&o de concentragdo de 1:1 (interferente:analito),
sendo a concentracdo de dipirona 5,0 x 10° mol L ™. Todas substancias investigadas
nao causaram interferéncia na determinacao de dipirona nessa razdo de concentragao,
com exceg¢ao do acido ascorbico que causou uma interferéncia positiva da ordem de
12%. Em virtude disso, amostras contendo acido ascorbico ndo foram analisadas por

este procedimento.

4.3.8. Curva analitica e aplicagao

Apobs otimizar as melhores condi¢cdes de trabalho para o eletrodo de pasta
de carbono, realizaram-se medidas voltamétricas no intervalo de potencial de -0,4 a
+1,3 V (vs. Ag/AgCl) em diferentes concentragdes de dipirona, a fim de se obter uma
curva analitica.

A FIGURA 4.27 mostra os voltamogramas obtidos para diferentes

concentragdes de uma solucao padrao de dipirona. A equagao da curva analitica obtida
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foi Ala(uA) = 38 + 75,4798 Log [Dipirona] (10° mol L") para o intervalo de
concentracdes de 9,9 x 10° a 2,4 x 10™* mol L™ com limite de detecgdo de 8,1 x 10 mol

L™ e desvio padrao relativo de 1,8% (n = 3).
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FIGURA 4.27. Curva analitica obtida para dipirona empregando-se um EPCM com

hexacianoferrato(lIl) de cobre(ll) em solugdo tampao acetato 0,20 mol L™ (pH 7,4).

O método proposto foi aplicado na determinagdo de dipirona em seis
formulagdes farmacéuticas e os resultados comparados com aqueles obtidos
empregando-se o método comparativo®®®.

Os resultados obtidos empregando-se o procedimento voltamétrico
desenvolvido e 0 método comparativo sdo apresentados na TABELA 4.4. Com um nivel
de confianga de 95%, os resultados encontrados foram concordantes dentro de um
intervalo de erro aceitavel, mostrando-se assim a confiabilidade do procedimento

desenvolvido e a importancia do mesmo.
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TABELA 4.4. Determinacao de dipirona em produtos farmacéuticos empregando-se o

procedimento proposto e o método iodimétrico?®.

Amostras Rotulado Referéncia Proposto Eri/ % Era/ %
A 500* 505+ 2 521+ 2 +4,2 +3,2
B 500* 506 + 3 511+ 2 +2,2 +1,0
Cc 500* 486 + 3 508 + 2 +1,6 +4,5
D 500" 511+5 494 + 3 -1,2 -3,3
E 500" 510 + 2 536 + 3 +7,2 +5,1
F 500" 520 + 2 507 + 2 +1,4 -2,5
* valoresem mg mL™ * valores em mg comprimido™

Ery = Proposto vs Rotulado Er, = Proposto vs Referéncia
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4.4. Construcdo de um EPCM com R-[-p-CH,N (CH;)s]s'[Fe(CN)¢]* para

a determinagcao amperométrica de paracetamol

4.4.1. Comportamento voltamétrico do paracetamol utilizando um EPC

nao modificado

Primeiramente estudou-se o comportamento voltamétrico do paracetamol
utilizando um EPC nao modificado em meio de HCIO4 0,1 mol L. A uma velocidade de
varredura de 100 mV s™', observou-se um pico no sentido anddico em torno de 0,8 V vs.
Ag/AgCI que corresponde a oxidagao do paracetamol a N-acetil-p-benzoquinona imina
(FIGURA 4.28). A oxidacao eletroquimica do paracetamol envolve a transferéncia de
dois elétrons e dois protons. Porém, a formagdo da N-acetil-p-benzoquinona imina a
partir de uma reacdo de hidratacdo irreversivel (FIGURA 4.28 — ETAPA 3) é

dependente do pH da solugao e da velocidade de varredura aplicada®223,

®
NHCOCH; NCOCH; HNCOCH;

¢ ??

NHCOCHj 3
- CH3CONH,

FIGURA 4.28. Representacao das etapas de oxidacado do paracetamol
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A FIGURA 4.29 mostra os voltamogramas obtidos utilizando o EPC na

auséncia (A) e presenca (B) de uma solucéo de paracetamol 9,8 x 10 mol L.
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FIGURA 4.29. Voltamogramas obtidos para o EPC na auséncia (A) e na presenca (B)

de paracetamol 9,8 x 10° mol L' em meio de HCIO4 0,1 mol L™, v=100 mV s™.

4.4.2. Propriedades eletroquimicas do EPC modificado com
R-[-$-CH,N"(CH;);]s[Fe(CN)¢*]

A FIGURA 4.30 apresenta os ciclovoltamogramas obtidos em solugao de
acido perclérico 0,1 mol L™ e velocidade de varredura de potenciais de 100 mV s™
empregando-se o eletrodo modificado com a resina anidnica (Lewatit M500 — Bayer)
contendo ions cloreto (branco) (A) e aquele modificado com hexacianoferrato (lIl)
imobilizado na resina aniénica (B). Podemos notar claramente a presenca de um
processo redox totalmente reversivel por volta de 550 mV vs. Ag/AgCl, que pode ser
atribuido ao processo [Fe(CN)s]> — [Fe(CN)]* na superficie do eletrodo. A
repetibilidade do EPCM foi estudada neste mesmo eletrélito suporte e um decréscimo
da corrente catédica ou anddica de 1,5 % foi verificada apdés 30 ciclos,
mostrando que a imobilizagdo do hexacianoferrato(lll) na resina anibnica
(R-[-9-CH2N*(CHs)s]s[Fe(CN)s*]) foi satisfatéria. Ademais, o emprego de parafina sélida,
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em substituicdo ao o’leo mineral como agente aglutinante da pasta proporcionou uma
diminuicdo acentuada da lixiviagdo da mesma para a solugao no intervalo de potencial

estudado.
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FIGURA 4.30. Voltamogramas ciclicos obtido para o EPCM com 20% (m/m) da R-[-¢-
CH,N*(CHs)s]s[Fe(CN)s>] em solucédo de HCIO, 0,1 mol L™, v.=100 mV s™.

4.4.3. Comportamento do EPCM em presencga de paracetamol

Apos verificar o comportamento redox do EPCM, este foi submetido a uma
voltametria ciclica em eletrdlito suporte contendo paracetamol. Na FIGURA 4.31
observamos os voltamogramas referentes ao EPCM como ion ferricianeto na auséncia
(A) e na presenca (B) de paracetamol. Nota-se um incremento de corrente de pico tanto
anddica como catddica quando presente 9,8 x 10° mol L' de paracetamol, indicando

que existe uma influéncia no processo de oxidacado do paracetamol pelo modificador.
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FIGURA 4.31. Voltamogramas obtidos para o EPCM com 20% (m/m) da RTI-[Fe(CN)e]*
em solucdo de HCIO, 0,1 mol L™ e v =100 mV s™ na auséncia (A) e na presencga (B) de

paracetamol 9,8 x 10° mol L™.

A proposta de mecanismo do eletrodo proposto € que existe uma reagao
entre o eletrodo e o analito semelhante a um mecanismo CE, que pode ser descrito em

duas etapas, uma quimica e outra eletroquimica (FIGURA 4.32).
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FIGURA 4.32. Mecanismo proposto para a determinagdo de paracetamol utlizando o
EPCM com Fe(CN)g™.
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A primeira envolve a oxidagdo quimica do paracetamol pelos ions
hexacianoferrato (lll), ocasionando, consequentemente, a reducdo destes a ions
hexacianoferrato (II). Na segunda etapa, por agdo de um potencial, os ions ferricianeto
sdo regenerados eletroquimicamente, sendo o incremento da corrente de pico anddico

proporcional a concentragdo de paracetamol em solugao.

4.4.4. Estudos preliminares

Inicialmente estudou-se o efeito da composicdo da pasta de carbono
sobre a resposta voltamétrica do EPCM. Nesse estudo a composicdo do modificador
(R-[-9-CH2N*(CHs)3][Fe(CN)s*]) na pasta de carbono, foi variada de 5 a 25% (m/m), a
parafina sélida de 10 a 30% (m/m) e o p6 de grafite fixado em 65% (m/m) por
apresentar melhor desempenho analitico. A melhor composicdo encontrada nesse
estudo foi de 20%, 15% e 65%, respectivamente.

O efeito da acidez do meio e do eletrélito suporte sobre a resposta
voltamétrica também foi avaliado utilizando diferentes solugdes tais como: HCI, HCIOy,
KCI e NaCl em diferentes concentragdes. Os anions CI" e ClO4, foram mantidos em
virtude da seletividade maior da resina aniénica pelos ions ferricianeto com relagao a
estes. Utilizando-se uma solugdo de HCIO4 0,1 mol L™ observou-se um melhor perfil
voltamétrico tanto em termos de corrente de pico como em termos de reversibilidade do

sistema, adotando-se esta solu¢do como eletrolito suporte.

4.4.5. Curva analitica e aplicagao

Apos a otimizacdo das condigdes operacionais para o procedimento
proposto, medidas cronoamperométricas foram feitas utilizando-se solugdes de
paracetamol em diferentes concentragbes a fim de se obter uma curva analitica. A
FIGURA 4.33 ilustra um cronoamperograma obtido para diferentes concentragbes de
paracetamol.

Os registros dos valores de corrente (a + 0,58 V) geraram uma relagéo

linear com a concentragdo de paracetamol no intervalo de 2,0 x 10° a 6,6 x 10“* mol L™
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representada pela equacédo A/ (nA) = 75,7 + 46,70C onde C é a concentragdo de
paracetamol em 10 mol L' com um coeficiente de correlagdo de 0.9982 (n = 6). Para
concentragdes maiores que 6,6 x 10* mol L™ ja ocorre um desvio da linearidade. O
limite de deteccdo foi de 1,6 x 10° mol L. O desvio padrdo relativo de 10
determinacdes sucessivas de paracetamol 5,0x10°, 1,0x10™* e 3,0x10* mol L’ foi
menor que 1,5 %.

No estudo de adicdo e recuperacdo de paracetamol em trés produtos

farmacéuticos a recuperagao deste farmaco variou de 96,8 a 105 %.
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FIGURA 4.33. Curva analitica para a determinagao de paracetamol utlizando o EPCM
com Fe(CN)s>.

O procedimento proposto foi aplicado na determinacédo de paracetamol em
formulagdes farmacéuticas. Concentragcbes de paracetamol foram determinadas
utilizando-se o método de adigdes multiplas de padrao e os resultados comparados
com o método oficial’®®. O método se mostrou simples, rapido e eficiente podendo ser
utilizado na determinacdo de paracetamol em formulagdes farmacéuticas. A TABELA

4.5 mostra o resultado para seis amostras comerciais.
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TABELA 4.5. Determinacao de paracetamol em produtos farmacéuticos empregando-

se 0 EPCM proposto e o método espectrofotométrico®®®.

Amostras Rotulado* Referéncia Proposto Eri/ % Era/ %
A 200 202+3 198 + 3 -1,0 -2,0
B 200 207 +£4 206 +4 +3,0 -0,5
C 100 99+ 3 104 + 2 +4,0 +5,0
D 100 106+ 3 102+3 +2,0 -3,7
E 40 42 +2 41+2 +2,5 -2,3
F 40 41+2 39+2 -2,5 -4,8

*mg paracetamol / mL

Er, = proposto vs. rotulado Er, = proposto vs. referéncia
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4.5. Determinagao amperométrica de captopril utilizando um eletrodo

de pasta de carbono (EPC) em sistema FIA

4.5.1. Comportamento eletroquimico do captopril utilizando o EPC e

voltametria ciclica

A oxidagao do captopril foi estudada inicialmente empregando a técnica de
voltametria ciclica para elucidar o seu comportamento eletroquimico. A oxidacao
eletroquimica do captopril € representada através de picos irreversiveis a +0,27 V
(pico 1) e +0,74 V (pico 2) vs. Ag/AgCI/KCI 3 mol L™ em solugdo de tampao acetato
0,10 mol L™ (pH 3,6) como mostrado na FIGURA 4.34.
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FIGURA 4.34. Voltamograma ciclico em solugdo tampao acetato (pH = 3,6) utilizando
um eletrodo de pasta de carbono (EPC) na auséncia (A) e na presenca (B) de uma
solucdo 1,0 x 102 mol L™ de captopril. Velocidade de varredura de 10 mV s™'; intervalo
de potencial de -0,20a 1,0 V.

As correntes de pico que precedem a evolugao de oxigénio na superficie
do eletrodo correspondem a duas etapas irreversiveis de oxidacido do captopril que

estdo relacionadas com a transferéncia gradual de um elétron pra a produgéo do
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dissulfeto correspondente, passando por um intermediario radicalar®®*>#®. Este mesmo
intermediario, em meio aquoso, forma o hidrogenossulfito correspondente que
provavelmente se refere a segunda onda de oxidacdo (reacdo 3)**°. A FIGURA 4.35

representa as reacdes de oxidacado do captopril na superficie do EPC.
RSH — RS’ + H* + e (1)

2RS" —— RS—SR (2)

RS + 3H,0 ——> RSO3H + 5¢- + 5H* (3)
FIGURA 4.35. Representacao das reacdes de oxidacado do captopril utilizando o EPC.

A dependéncia das correntes de pico anddico com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potenciais (intervalo de 1 a 100 mV s™) também foi
investigada. A existéncia de uma linearidade entre as correntes de pico anddicas
referentes ao segundo processo de oxidagédo (Epa = 700 mV vs. Ag/AgCl) e a raiz
quadrada da velocidade de varredura indica que o processo € difusional para a

oxidacao do captopril na superficie do eletrodo de pasta de carbono.

4.5.2. Efeito da acidez do meio

O efeito da acidez do meio no intervalo de pH entre 2,5 e 5,6 foi também
investigado na oxidagéo do captopril (1,0 x 102 mol L'1) utilizando uma solugédo tampao
acetato 0,10 mol L' e sdo apresentados na FIGURA 4.36. Como pode ser observado,
variando-se o pH de 2,5 a 3,6 ocorre um aumento significativo da corrente de pico
anodico para o segundo processo de oxidagao. Acima deste valor de pH, a magnitude
de corrente volta a diminuir. Esse comportamento pode ser explicado em fungdo das
espécies disponiveis para a oxidagcdo em cada valor de pH. Em solucdo aquosa, a
ionizacdo do captopril depende do pH. Em pH 3,6 praticamente todo o H* proveniente

237-239

do grupo acido carboxilico se encontra dissociado (pKai ~ 3,7) sendo a espécie
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(Il) predominante (FIGURA 4.37). Nesta forma, o captopril pode ser mais facilmente
oxidado que na forma neutra e conseqlientemente maiores correntes de pico sao

observadas.
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FIGURA 4.36. Efeito do pH na oxidagdo do capltopril utilizando o EPC. Demais

condigdes experimentais descritas na FIGURA 4.34.

Em virtude das maiores magnitudes de corrente de pico observadas, o pH
3,6 foi escolhido para estudos adicionais, também por apresentar um potencial de pico
mais catddico (ao redor de 700 mV) que € favoravel as condi¢gdes requeridas em

procedimentos de fluxo além de minimizar interferéncias.

COOH COoO COO
| H+ | H+ |
| R ?

0 pKa;~37 () pKay~9,8 (lll)

FIGURA 4.37. Representacdo da distribuicdo das espécies de captopril em funcédo do

pH da solugéo.
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Outros tipos de eletrdlitos foram também avaliados como HCI e HCIO,4
ambos na concentracéo de 0,10 mol L™, porém os resultados obtidos com uma solugado
tamp&o acetato 0,10 mol L™ (pH 3,6) foram mais satisfatérios por apresentar um melhor

perfil voltamétrico e por isso este foi escolhido para o restante do trabalho.

4.5.3. Efeito dos parametros do sistema FIA

Um voltamograma hidrodindmico para uma solu¢do de captopril
1,0 x 10 mol L em solugéo tampao acetato 0,10 mol L™ (pH 3,6) submetida a varios
potenciais de trabalho (+0,60 a +0,75 V vs. Ag/AgCl) é apresentado na FIGURA 4.38.
Inicialmente observa-se um pequeno decréscimo da corrente de pico anddica com o
aumento do potencial aplicado até +0,65 V (FIGURA 4.38). A partir deste valor, ocorre
um aumento significativo da corrente de pico atingindo o valor maximo em +0,70 V,
voltando a diminuir a partir deste. E importante salientar que o potencial de +0,70 V é

aquele verificado para o segundo pico de oxidagao deste farmaco (FIGURA 4.34).
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FIGURA 4.38. Efeito do potencial aplicado para a determinagao de captopril em um

sistema FIA utilizando o EPC.

O efeito do volume de amostragem sobre o sinal analitico foi avaliado no
intervalo de 125 a 500 pL para uma solugdo de captopril 1,0 x 102 mol L™" em solucéo

tamp&o acetato 0,10 mol L™ (pH 3,6). A corrente anddica aumentou com o volume de
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amostragem de 125 a 375 pyL e manteve-se constante em volumes superiores a 375 pL.
Entdo, um volume de amostragem de 375 pL foi selecionado por mostrar um melhor
compromisso entre magnitude do sinal analitico e freqiéncia de amostragem.

O efeito da vaz&o da solugédo transportadora sobre a magnitude de
corrente anddica foi investigado aplicando o potencial de trabalho de +0,70 V e volume
de amostragem de 375 pL. Os resultados mostraram que a corrente aumenta com o
aumento da vaz&o até um valor maximo de 2,0 mL min™. O aumento da vazéo diminui a
espessura da camada difusional, auxiliando a difusdo das espécies até a superficie do
eletrodo, levando assim a um aumento da corrente anddica. A partir de 2,3 mL min™, o
sinal analitico decresce devido a uma maior dispersao da amostra € um menor tempo
de residéncia na célula eletroquimica. Sendo assim, uma vaz&o de 2,0 mL min™' foi
escolhida como valor 6timo por manter uma boa raz&o entre magnitude do sinal
analitico e estabilidade na resposta do eletrodo. O comprimento da bobina helicoidal foi
estudado no intervalo de 25 a 150 cm sob as mesmas condi¢cdes experimentais
selecionadas anteriormente. Os resultados obtidos mostraram uma resposta do eletrodo
praticamente constante nesse intervalo. Entdo, um comprimento de 75 cm foi

selecionado.

4.5.4. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperacao

Foram obtidas recuperagcbées que variam de 93,8% a 101% de captopril
usando o procedimento proposto, demonstrando uma boa evidéncia na determinacao
de captopril em formulagdes farmacéuticas.

Para investigar a aplicagao analitica deste método, o efeito de excipientes
normalmente presentes nas formulagbes farmacéuticas foi investigado utilizando-se
uma solugdo de captopril 1,0 x 10 mol L na presenca de cada excipiente (amido,
lactose, acido estearico, celulose e didxido de silicio) nas concentragées que podem ser
encontradas nas formulagdes comerciais. Nenhuma interferéncia no procedimento de
injecao de fluxo foi observada até uma concentracdo de 10 vezes em excesso para

esses excipientes.
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4.5.5. Curva analitica e aplicagoes

Apos a otimizagdo das condi¢gdes operacionais para o procedimento FIA
proposto, medidas amperométricas foram feitas utilizando-se solugdes de captopril em
diferentes concentracdes a fim de se obter uma curva analitica. A FIGURA 4.39 ilustra

os sinais transientes obtidos para diferentes concentracdes de captopril.
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FIGURA 4.39. Sinais transientes obtidos na determinagcdo de captopril em produtos
farmacéuticos utilizando um sistema FIA com deteccdo amperométrica. Da esquerda
para a direita, os sinais correspondem a triplicatas das solugdes de referéncia de
captoprii em ordem crescente de concentragcdo. Em destaque, € mostrada a

dependéncia da concentragédo de captopril com a corrente.

Os registros dos valores de corrente (a +0,70 V) geraram uma relagéao
linear com as concentragdes de captopril no intervalo de 5,0 x 10* a 7,5 x 10 mol L™
representada pela equacgao (I, / nA) = 234,7 + 58775C onde C é a concentragao de

captopril em mol L™ com um coeficiente de correlacdo de 0,9988 (n = 3). O limite de
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deteccdo foi de 1,0 x 10™* mol L. O desvio padrdo relativo de 5 determinacgées
sucessivas de captopril 2,5 x 10° mol L™ foi de 3,7 % e a freqiiéncia de amostragem
alcancada foi de 42 determinagdes por hora.

O procedimento proposto foi aplicado na determinagcdo de captopril em
formulagdes farmacéuticas. Concentragdes de captopril foram determinadas utilizando-
se o0 método de adigdes multiplas de padrao e os resultados comparados com o método
oficial’®®. O método se mostrou simples, rapido e eficiente podendo ser utilizado na
determinacdo de captopril em formulagdes farmacéuticas. A TABELA 4.6. mostra o

resultado para duas amostras comerciais.

TABELA 4.6. Determinacgéo de captopril em produtos farmacéuticos empregando-se o

sistema proposto e o método iodimétrico®®.

Amostras Rotulado* Referéncia Proposto Eri/ % Era/ %
A 12,5 12,6 £0,2 13,1+0,2 +4,8 +4,0
B 25 26,8 +0,3 26,6 +0,4 +6,4 -0,7

* valores em mg comprimido™’ Ery = Proposto vs Referéncia Er, = Proposto vs Rotulado
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade do
emprego de eletrodos de pasta de carbono modificados ou n&o, para a determinacéo
de dipirona, ranitidina, paracetamol e captopril utilizando deteccdo voltamétrica e
amperométrica acoplado a um sistema de analise por injegdo em fluxo. Nesses
sistemas, foram selecionadas reacdes seletivas de oxirreducdo dos analitos sendo os
respectivos produtos das reacdes monitorados.

No primeiro procedimento utilizou-se um EPCM com VO-Salen para a
determinacdo de dipirona. O procedimento mostrou-se bastante promissor para a
quantificagdo desta espécie em formulagbes farmacéuticas podendo ser facilmente
empregado em analises de rotina.

Utilizando o mesmo modificador, realizou-se a determinagao voltamétrica
de ranitidina nesta oportunidade explorando a reacdo de reducdo deste farmaco. Da
mesma forma que o procedimento anterior, os resultados foram bastante satisfatérios
em termos de sensibilidade, reprodutibilidade e tempo de vida do sensor.

Outro oxidante bastante empregado em reagdes de oxidagao-redugao foi
empregado neste trabalho como modificador em eletrodos de pasta de carbono. No
primeiro procedimento, utilizou-se o hexacianoferrato (lll) na forma de um complexo
estavel com Cu(ll) e este incorporado a pasta de carbono. Este sensor foi aplicado na
determinacdo de dipirona apresentando bons resultados. Diferente dos outros
procedimento apresentados nesta tese, a relacdo de dependéncia da concentragao de
dipirona com a corrente de pico foi linear somente quando se aplica a funcao
logaritimica a concentragcéo. Este comportamento se deve provavelmente a cinética de
oxidagao da dipirona utilizando este modificador.

Outro procedimento foi desenvolvido neste trabalho utilizando o
hexacianoferrato (lll) imobilizado em uma resina de troca anidnica e esta incorporada a
pasta de carbono. Neste sistema foi utilizado deteccdo amperométrica fixando-se o
potencial do eletrodo de trabalho em 700 mV a fim de se estabelecer uma maior
velocidade na aquisicdo dos resultados, quando comparado com os estudos utilizando

voltametria linear.
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Em uma outra etapa do trabalho, foi investigado o comportamento de um
eletrodo de pasta de carbono como um sensor amperométrico para a determinacéo de
captopril em um sistema de analise de injecdo de fluxo (FIA). O eletrodo apresentou
baixo custo e facil construgdo simplesmente misturando-se pé de grafite e 6leo mineral.
As correntes de oxidac&o foram monitoradas a +0,70 V vs Ag/AgCl, sendo proporcional
as concentragdes de captopril. Parametros experimentais, como natureza do eletrdlito
suporte, pH e vazao da solugao transportadora, volume de amostragem e interferentes
em potencial foram estudados. Foi alcancada uma freqiiéncia de amostragem de 42 h™
sendo o procedimento proposto aplicado satisfatoriamente na determinacao de captopril
em varias formulagdes farmacéuticas.

A TABELA 6.1 traz uma sinopse dos resultados obtidos neste trabalho.
Em comparagédo com outros procedimentos relatados na literatura, pode-se dizer que as
metodologias aplicadas neste trabalho mostraram-se bastante viaveis no
desenvolvimento de procedimentos para a quantificacdo de diferentes farmacos em
produtos farmacéuticos, principalmente com a incorporacdo de novos componentes ao

eletrodo de pasta de carbono.

TABELA 6.1. Sinopse dos resultados obtidos pelos procedimentos propostos

Modificador- Linearidade / LD / mol L™ Interferentes* Tempo de
Analito mol L™ Vida
VO-Salen- 9,0x10°%a 7.2x10° Ac. Ascérbico  6-12 meses
Dipirona 2,8x10™
VO-Salen- 9,9x10°a 6,6 x 107 Ac. Ascorbico  6-12 meses
Ranitidina 1,0x 107
CuHCF-Dipirona 9,9x10°a 8,1x10° Ac. Ascorbico  6-8 meses
2,4x10*
RTI-HCF- 2,0x10°a 1,6 x 10° N&o houve 6 meses
Paracetamol 6,5x 10
FIA-EPC- 2,0x10*a 9,6 x 107 N&o houve 1 ano
Captopril 75x10%

* foram avaliadas substancias concomitantes normalmente encontradas em produtos comerciais
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CAPITULO 6 — ATIVIDADES FUTURAS

Durante o desenvolvimento deste trabalho de tese surgiram algumas
perspectivas de trabalhos futuros seguindo esta mesma linha de pesquisa.

Ha necessidade de estudos adicionais para maiores esclarecimentos com
relacdo ao mecanismo de funcionamento dos EPCMs, principalmente aqueles contendo
o modificador com o complexo [VO-Salen], ja que os resultados sugerem que a reagao
entre o analito e o modificador provavelmente passe por uma etapa prévia a etapa de
transferéncia eletrénica entre eles. Desta forma, a determinagdo da ordem de reacéao
pode ser uma forma de diagnosticar este tipo de mecanismo.

Outras técnicas eletroquimicas (voltametria de pulso diferencial e
voltametria de onda quadrada) poderiam ser empregadas utilizando os EPCMs
propostos nesta tese de doutorado. Estas técnicas sdo mais sensiveis que a voltametria
ciclica e linear e permitiiam a determinacdo dos farmacos ndao s6é em amostras
farmacéuticas como também em amostras contendo baixos teores destes analitos,
como sangue e urina, desde que eliminadas possiveis interferéncias.

O uso de sistemas de analise por injecdo em fluxo com deteccéo
eletroquimica utilizando eletrodos de pasta de carbono também deve ser mais
amplamente explorado com o uso de modificadores (substancias -eletroativas)
incorporados a pasta. Sais e complexos insoluveis em meio aquoso de alguns metais
como Mn, V e Ru, tem se mostrado muito eficientes quando adotados para este fim.
Esses modificadores podem agir tanto como eletrocatalisadores das reagdes de
oxidacao de diferentes farmacos, reduzindo-se os potenciais de trabalho para regides
mais catddicas, ou mesmo serem empregados como mediadores de elétrons,
aumentando a magnitude de corrente nos processos reacionais na superficie do
eletrodo.

Outro ponto importante a ser estudado futuramente seria a elucidacao de
um mecanismo de reagao para os processos de oxidacao e reducao dos farmacos aqui
estudados, ja que existem poucos artigos na literatura sobre esse tipo de investigacao.
Uma das propostas seria promover uma eletrélise exaustiva num intervalo de potencial
que caracterizasse cada processo de oxidagao e/ou reducdo e em seguida submeter

aliquotas de solugbes do meio reacional a uma analise por ressonancia magnética



ATIVIDADES FUTURAS 119

nuclear (RMN), HPLC ou mesmo HPLS-MS para que fossem caracterizados os

produtos de oxidagao e /ou reducao gerados durante a eletrdlise.
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