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APRESENTACAO

No presente trabalho sdo propostos métodos para a determinagao de
minoxidil os quais foram aplicados em amostras comerciais contendo o
composto. O minoxidil (3-6xido-2,4-diamino-6-pipedinopirimidina) ¢ usado no
tratamento da Hipertensdo Arterial e da Alopécia Areata. Aqui estdo descritos
métodos analiticos de determinagdo envolvendo procedimentos titrimétricos
classicos, com detec¢do espectrofométrica e um procedimento baseado na
injecao em fluxo.

A dissertagdo ¢ apresentada em capitulos, ordenados por assuntos e
divididos em se¢des e subsecdes descritos a seguir. No Capitulo 1 ¢ apresentada
a introducao geral, a qual contém consideracdes sobre o analito e as técnicas
usadas nesse trabalho. No Capitulo 2 sdo apresentados os objetivos do trabalho.
No capitulo € apresentada a revisao bibliografica.

O Capitulo 3 apresenta informacdes sobre a procedéncia dos
reagentes ¢ das amostras comercias. No Capitulo 4 ¢ feita uma discussao sobre
testes qualitativos e a oxidagdo e a reducdo do minoxidil. O capitulo 5 propoe
um método comparativo para a determinagdo da concentracdo minoxidil
presente nas amostras comerciais, baseado em cromatografia liquida de alta

performance.
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Os capitulos 6, 7, 8 e 9 correspondem aos procedimentos propostos
para a determina¢do de minoxidil. Estes capitulos sdo divididos em Introducao,
Experimental, Resultados e Discussdo e Conclusoes.

No capitulo 10 s3o apresentadas as conclusdes gerais e perspectivas de trabalhos
futuros. Finalmente sdo apresentadas as referéncias bibliograficas citadas ao

longo de todo o texto.



RESUMO

ESTRATEGIAS PARA A DETERMINA CAO DE MINOXIDIL

No presente trabalho sdo apresentados métodos para a determinagao
minoxidil em amostras comercias. O minoxidil ¢ um farmaco que, devido a sua
propriedade vasodilatadora € usado no tratamento da Hipertensdo Arterial e no

tratamento da Alopécia Areata. Foram analisadas duas amostras comerciais, 0
Regaine® (Pharmacia, EUA) e o Neoxidil® (Galderma, Brasil), sendo ambos

solucdes de uso topico contendo 2% de minoxidil m/v (20 mg mL'l), em uma
mistura de etanol e propilenoglicol como veiculo. Foram propostos quatro
métodos para a determinacdo do analito em amostras comerciais. O primeiro foi
a determinacao titrimétrica de minoxidil em formulagdes farmacéuticas usando
permanganato de potdssio na qual foi possivel quantificar o minoxidil presente

nas amostras comerciais por volumetria, apresentando como resultado do teste
de adicdo e recuperacdo os valores de 94,5 e¢ 95,3 % para o Neoxidil® e o

Regaine® respectivamente. O segundo método foi o emprego da titulagdo
espectrofotométrica para a determinacdo de minoxidil em formulagdes
farmacéuticas usando permanganato de potassio, no qual foi usado um

espectrofotdmetro para acompanhar o decréscimo da absorbancia em 550 nm,

apresentando 102,8 % para o Neoxidil® ¢ 101,0 % para o Regaine® resultados

obtidos no teste de adi¢do e recuperagdao. O terceiro método foi o uso de da
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analise por injecdo em fluxo (FIA) para a determinacdo de minoxidil em
formulagdes farmacéuticas usando permanganato de potassio como reagente
redox, no qual foi monitorado o decréscimo da absorbancia da solugdo
transportadora de permanganato de potassio em maio 4cido por um
espectrofotdmetro em 550 nm, com temperatura controlada em 50 °C,

freqliéncia de amostragem de 32 determinagdes/hora, limite de deteccdo de 8,95
x 10° mol L™ e adicéo e recuperacdo de 104,7 a 106,4 % para o Neoxidil® e o

Regaine® respectivamente. Para finalizar foi proposto um quarto método que
consiste na determinacdo titrimétrica com deteccdo potenciométrica de
minoxidil usando dicromato de potassio como reagente, no qual foi medido o
potencial no ponto final da titulagdo por um eletrodo de platina (trabalho) e por

A . O
um eletrodo de calomelano saturado empregado como referéncia a 60 “C e

adicdo e recuperacdo de 98,7 a 97,4 % para o Neoxidil® ¢ o Regaine®

respectivamente.



xii

ABSTRACT

STRATEGY FOR THE DETERMINATION THE MINOXIDIL

Methods for the determination of minoxidil in commercial samples are
presented. The minoxidil is a pharmaceutical whose dilation blood vessel property is used in
the treatment of the Arterial Hypertension and in the treatment of the Alopecia Areata. Two
commercial samples were analyzed, the Regaine® (Pharmacia, U.S.A.) and the Neoxidil®
(Galderma, Brazil) both are solutions of topical use containing 2% of minoxidil (20 mg mL™)
in a mixture of ethanol and propilenoglicol as vehicle. Four proposals for the determination of
minoxidil in commercial samples were considered. The first one was the titrimetric
determination of minoxidil in pharmaceutical formulations using potassium permanganate in
which it was possible to quantify the amount of minoxidil in the commercial samples by
classical titration. In other method it was used a spectrophotometric titration for the
determination of minoxidil in pharmaceutical formulations using potassium permanganate, in
which the decrease in the absorbance at 550 nm. The third method was the use of the flow
injection analysis (FIA) for the determination of minoxidil in pharmaceutical formulations
using potassium permanganate as redox reagent, in which the decrease of the absorbance of
the carrying potassium permanganate solution in acidic media was monitored
spectrophotometricaly at 550 nm under controlled temperature at 50 °C. Finally it was
considered a method that consists in a potenciometric titration of minoxidil with potassium
dichromate, in which the potential difference between is monitored a platinum electrode

(working) and a saturated calomel electrode (reference) at 60 °C.
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1. INTRODUCAO GERAL

Na presente dissertagdo sdo apresentadas e discutidas propostas
para a determinac¢do de minoxidil em formulagdes farmacéuticas.

O minoxidil, 3-6xido-2,4-diamino-6-pipedinopirimidina, cuja
estrutura ¢ apresentada na Figura 1, ¢ um pd cristalino branco sem odor,
insoliivel em agua, acetona ou solugdes alcalinas, ¢ pouco soluvel em alcoois e
bastante soluvel em solugdes acidas, apresentando ponto de fusdo de 188,43 °C
[1].

¥
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Figura 1: Férmula estrutural do minoxidil.

O minoxidil ¢ um farmaco utilizado no tratamento da Hipertensdo
Arterial e da Alopécia Areata [2,3]. Dentre os farmacos considerados como anti-
hipertensivos, o minoxidil ¢ classificado como vasodilatador periférico, isso se
deve ao fato do minoxidil ser uma pro-droga, a qual quando ingerida ¢
metabolizada no figado pela acdo da sulfotransferase, transformando-se na

molécula ativa hidralazina. A hidralazina causa relaxamento da musculatura lisa
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dos vasos por ativacdo dos canais de potassio, permitindo fluxo intracelular
deste ion, causando hiperpolarizacao celular. Como a hidralazina produz apenas
vaso-dilata¢do arteriolar [4], ndo tendo a¢do em vasos de capacitancia, causa
ativagdo simpatica reflexa, taquicardia e retengdo hidro-salina, devendo também
ser usada sempre em conjunto com diuréticos e bloqueadores simpaticos [5,6].

Para os casos de hipertensdo severa, que nao respondam as demais
drogas, ¢ prescrito o tratamento com minoxidil. A dose inicial, administrada
oralmente, ¢ de 1,25 mg dia”' e que deve ser aumentada gradativamente para,
até, 40 mg dia™.

A propriedade vasodilatadora do minoxidil propicia seu uso no
tratamento da Alopécia Areata, conhecida como pelada, uma forma de calvicie,
que ¢ uma doenga que ocasiona a queda de pélos e cabelos em pontos distintos
do corpo. O medicamento, na forma de solugdo topica, ¢ aplicado sobre a pele

no local em que ocorreu a queda de pélos ou cabelos [2,3].

1.1.Consideragoes sobre a Hipertensdo Arterial

O termo Hipertensdao Arterial refere-se ao fluxo de sangue pelas
artérias com uma pressao arterial superior aquela considerada como ideal. O
conceito médico mais moderno sobre a Hipertensdo Arterial define essa
moléstia ndo mais como uma condigdo clinica que apresenta valores tencionais
acima de valores preestabelecidos, mas, sim, como uma sindrome, que engloba

alteracdes hemodinamicas, tréficas e metabolicas. As alteragdes hemodinamicas,
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troficas e metabodlicas causam o aumento da pressdo sangliinea, resisténcia
insulinica, microalbindria, dispilidemias, obesidade, aumento da atividade dos
fatores de coagulacao e hipertrofia da funcao diastélica, movimento de dilatacao
do coragdo, apds a fase de contragdo, do ventriculo esquerdo [4,5].

Alguns sintomas da Hipertensdo Arterial sao tonturas, dores de
cabeca e sangramento pelo nariz. Entretanto, na maioria dos casos, a
Hipertensdo Arterial ¢ uma doenca silenciosa, isto €, ocorre sem provocar
qualquer tipo de sintoma a ndo ser o aumento da pressdo arterial. Anualmente, a
maioria das mortes, provocadas pela hipertensdo arterial, sdo atribuidas a
disfunc¢ao do sistema cardiovascular e do sistema renal [6].

A Hipertensao Arterial pode levar seu portador aos quadros
clinicos descritos abaixo [6]:
a. Arteriosclerose: ¢ o amento do diametro das artérias, tornando-as menos
flexiveis permitindo o acumulo de placas de gordura em suas paredes
obstruindo-as. A obstrugdo arterial faz com que os rins liberem um hormonio
chamado renina que ocasiona o amento da pressao arterial.
b. Cardiopatia hipertensiva: ¢ a acdo da arteriosclerose sobre os vasos
corondrios que suprem o musculo cardiaco, miocardio, com sangue. A
cardiopatia hipertensiva aumenta a atividade coronaria para manter o fluxo
sangiiineo. O aumento da atividade coronaria resulta na dilatacdo do coragdo e
na hipertrofia do miocardio tornando o coragdo mais rigido resultando no

acumulo de liquido pelo corpo todo devido ao bombeamento ineficaz.
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c Enfermidades renais: 20% do sangue bombeado se encontra nos rins,
cuja fungdo ¢ filtrar e manter com concentragdo adequada de sais, acidos e agua.
Como descrito no item a, se o fluxo de sangue ¢ inadequado os rins liberam a
renina que provoca a vasoconstri¢ao por todo o corpo, gerando um ciclo vicioso
que pode levar a faléncia da fun¢ao renal.

d. ICTUS: palavra originaria do latim que se refere a todos os acidentes
vasculares cerebrais (AVC). Refere-se ao ataque da arteriosclerose nos vasos
cerebrais, causando obstru¢do dos vasos devido ao estreitamento, coagulo
(trombose cerebral) ou ruptura do vaso (derrame cerebral).

Os quadros clinicos descritos acima podem ser amenizados com o
tratamento adequado da hipertensao arterial.

Fatores de risco cardiovascular independentes sdo provocados pelos
componentes desta sindrome. Os indices de morbidade e mortalidade ndo eram
reduzidos com as propostas terap€uticas antigas, mesmo sendo elas eficazes no
abaixamento significativo dos niveis pressdo arterial. Tratamentos modernos
necessitam prever o impacto causado em todos os fatores da sindrome, isto &,
nao devem se resumir apenas a reducao dos niveis de pressao arterial.

Constatou-se que nos Estados Unidos a incidéncia de Hipertensdo
Arterial ¢ diretamente proporcional ao aumento da idade dos individuos, de
ambos 0s sexos, da populacdo. A maior incidéncia da Hipertensdo Arterial é na
populacao de individuos da raga negra em qualquer idade. A incidéncia da HA
nos Estados Unidos considera faixas distintas de idade como apresentado na

Tabela 1.



Tabela 1. Incidéncia de HA na popula¢do Norte americana [7]

Faixas de idade da populacio Norte Americana Incidéncia de HA / %

até 40 anos 10

de 41 a 60 anos 20
de 61 a 70 anos 40
acima de 70 anos 60

No Brasil, as estatisticas oficiais sdo difusas. Elas indicam que ha
uma prevaléncia média de 15% da populagdo adulta. Dependendo da regido essa
prevaléncia varia de 9 a 30% sendo os pobres os mais atingidos pela
Hipertensdo Arterial e acidentes cardiovasculares [8].

As estatisticas sdo influenciadas pela migragdo, diferentes origens
raciais e, também, pelos habitos sociais e profissionais. A populagdo urbana ¢
mais sensivel a Hipertensao Arterial que populagdo rural. Em 1995 foram
atribuidas 4 Hipertensdo Arterial 45% dos 6bitos ocorridos no Brasil [8].

O desenvolvimento da Hipertensdao Arterial ¢ dependente da inter-
relacdo entre a predisposicdo genética e fatores ambientais. Todavia, o
mecanismo desta interacao ndo ¢ exatamente conhecido. A Hipertensdo Arterial

¢ acompanhada por disfun¢do endotelial e alteracdes funcionais:

o do sistema nervoso simpatico;
° renais;
o da angiotensina;

° de outros mecanismos humorais.



1.1.1. Classificagdo da Hipertensdo Arterial

A Hipertensdo Arterial sistémica ¢ classificada pelo nivel de
pressao arterial (PA), associada a uma estratificacdo do risco [5]. A Tabela 2
apresenta a classificacao da Hipertensao Arterial com relacao a pressao arterial.
Dois aspectos sao envolvidos na estratificacdo de risco:
1. Fatores de risco maiores: tabagismo, dislipidemia, Diabetes mellitus,
idade acima de 60 anos, sexo masculino, mulheres pos-menopausa e historico
familiar;
2. Lesao de orgao-alvo: doengas cardiacas, hipertrofia do ventriculo
esquerdo, angina, revascularizacdo miocardica, insuficiéncia cardiaca,
nefropatia, doenga arterial periférica e retinopatia diabética.
A estratificagdo de risco permite estabelecer trés grupos de risco:
A — nenhum fator de risco
B — pelo menos um fator de risco

C — presenca de lesao de orgdo alvo ou de Diabetes mellitus.



Tabela 2: Classificacao clinica quanto ao nivel da pressao arterial (PA) [5]

Nivel de PA / mmHg
Diastolica Sistolica Classificagao
<120 <80 Ideal
<130 <85 Normal
130 - 139 86 — 89 Normal alta
140 - 159 90 -99 Hipertensao estagio 1
160 —-179 100 —-109 Hipertensao estagio 2
> 180 >110 Hipertensao estagio 3

O tratamento da Hipertensio Arterial ¢ indicado com base na
associacdo entre o nivel da pressao arterial e o enquadramento em cada um dos
grupos de risco acima. A Tabela 3 indica as normas de tratamento da
hipertensao arterial, segundo VI Relatério do Joint International Committee [9].

O tratamento ndo medicamentoso envolve mudanca no estilo de
vida referente a habitos alimentares e comportamentais. Tais mudangas
envolvem redugdo de peso, reducdo da ingestdo de s6dio, aumento da ingestao
de potassio, dieta rica em frutas e vegetais, menos alimentos com alto teor de
gordura, diminui¢do ou aboli¢do do alcool e pratica de atividade fisica [10].

O tratamento medicamentoso deve ser adotado, quando as medidas
preventivas nao sdo suficientes para o controle da PA, nos pacientes dos Grupos
A e B, com hipertensdo no estagio 1 e imediatamente apos diagnostico no Grupo
C em qualquer grau de Hipertensdo Arterial [9]. Recomenda-se que o

tratamento nao farmacoldgico seja mantido paralelamente.
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Tabela 3: Indicagdao de tratamento de acordo com o grupo de risco e o nivel de

PA [9]
Grupo de Risco Classificaciao da PA Tratamento adotado
Grupo A’ Normal — alta Mudanga de estilo de vida
Estagio 1 Mudanga de estilo de vida por até 12
meses
Estagio2 e 3 Tratamento medicamentoso
Grupo B’ Normal Mudanga de estilo de vida
Estagio 1 Mudanga de estilo de vida por até 6
meses
Grupo C° Qualquer estagio Tratamento medicamentoso

'A — nenhum fator de risco
2 .
B — pelo menos um fator de risco

3C — presenca de lesdo de 6rgdo alvo ou de Diabetes mellitus.

1.2.Consideragoes sobre a Alopécia Areata

A Alopécia Areata € uma doenga caracterizada pela queda répida e
repentina de cabelos do couro cabeludo e/ou de qualquer outro lugar do corpo
(barba, pubis, sobrancelhas, axilas, etc) [11,12]. Esta doenca atinge cerca 1,7%
populacdo mundial [12]. Até entdo, considerava-se que a Alopécia Areata era
causada por processos infecciosos, entretanto, a Alopécia Areata foi descrita
como um problema de auto-imunidade adquirido geneticamente e desencadeado
por tensao emocional. A literatura descreve casos tipicos de criangas, cujos pais

se separaram, que desenvolveram casos muito graves da Alopécia Areata [11].
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A hereditariedade ¢ um fator crucial. Estima-se que 20% das
pessoas que desenvolveram a Alopécia Areata tinham alguém na familia com a
doenga. O individuo que desenvolve a doenca com idade superior aos 30 anos,
no entanto, reduz a probabilidade de seus descendentes apresentarem os
sintomas.

A Alopécia Areata costuma se desenvolver em individuos que sao
descendentes de familias cujos integrantes desenvolveram doencas auto-imunes
como asma, artrite reumatoide, lupus e vitiligo. Essa patologia também ¢ comum
em individuos portadores de Sindrome de Down [13].

Na Alopécia Areata os foliculos capilares sdo atacados por engano
pelo proprio sistema imunologico do individuo, resultando na interrupgao do
crescimento dos fios de cabelo. Geralmente inicia-se com pequenas falhas no
couro cabeludo que regridem espontanecamente em poucos meses. Em alguns
casos ha progressao da queda de cabelos ndo s6 no couro cabeludo, mas também
por todo corpo [13].

A perda de cabelos ndo € o Unico sintoma da Alopécia Areata,
também ¢ comum ocorrer varios tipos de deformacdo nas unhas. Em alguns
casos as unhas ficam estriadas como se tivessem sido arranhadas por um alfinete
ou ainda apresentam pontos em baixo relevo como se fosse um dedal. Nenhuma
outra parte do corpo ¢ afetada pela doenca a ndo ser em unhas e cabelos [12,13].

Nenhum tratamento mostrou-se completamente eficaz no combate
da Alopécia Areata. Se a carga genética € forte no sentido de favorecer a queda

precoce de cabelos as medicagdes devem ser usadas por longos periodos com
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pequenos intervalos. Nesse caso de carga genética forte ndo ha cura para a
doenga, mas sim o retardo de sua manifestacdo. No entanto, se a carga genética
for suave no sentido de queda precoce de cabelos, as doses aplicadas sao
menores com intervalos mais longas. Entretanto, a aplicacao de alguns farmacos
pode causar casos de alergia graves [14].

O tratamento mais conhecido ¢ a aplicagdo de solugdo topica de
minoxidil, um vasodilatador de uso local com agdo sobre os receptores
androgénicos do pélo, ou seja, que ajuda a bloquear os derivados da
testosterona. Se a queda for acentuada, pode-se prescrever a versao mais
concentrada, ja que existem dois tipos de preparagdo: um mais concentrado e
outro mais diluido [11]. E preciso tomar cuidado porque nem tudo o que
apresenta bons resultados para os homens pode ser indicado para as mulheres,
uma vez que nelas os efeitos colaterais podem ser desagradaveis. Depois de
aplicar o remédio no couro cabeludo, algumas mulheres desenvolveram barba na

face e p€los nos bragos, pernas, etc [13].

1.3. Analise Titrimétrica [15]

A analise titrimétrica, ou titulacdo volumétrica consiste na
determinagdo exata do volume, de uma solu¢do padrdo, necessario para reagir
quantitativamente com uma solu¢do cuja concentracao serd determinada.

Geralmente, a solu¢do padrao (chamada titulante) ¢ adicionada por

uma bureta a solucdo em analise (chamada titulado), solugdo cuja concentracao
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serd determinada, até que se atinja o ponto final da titulacdo que deve ser o mais
proximo possivel ao ponto de equivaléncia (volume teodrico gasto de titulante).
Analise volumétrica consiste, essencialmente, em determinar o
volume (com exatidao) o volume de uma solucdo de concentracdo exatamente
conhecida para reagir quantitativamente com a solu¢do da substancia sob
determinacao.
Para que a analise volumétrica seja eficaz algumas caracteristicas
sdo cruciais:
1 — Reacdo praticamente completa quando presentes quantidades equivalentes
das substancias que dela participam;
2 — A reagdo de ser instantanea, em certos casos, ndo sendo suficientemente
rapida, a velocidade de racao pode ser acelerada pelo aumento de temperatura ou
pela adicao de catalisador;
3 — A reagdo deve processar-se de uma maneira Unica e bem definida, € preciso
que ndo ocorram reacoes secundarias.
Ressalva: Embora, certas reagdes, ndo se processem de maneira bem definida,
entretanto, sdo usadas como base de métodos volumétricos, desde que as
condi¢des dos processos sejam perfeitamente controladas;
4 — O ponto final deve ser facilmente observavel por alguma modificacao das
propriedades fisicas ou quimicas da solucao que ¢ objeto da titulagao [15].
5 — Auséncia de reacoOes secundarias.
A analise titrimétrica € uma técnica muito utilizada para a

determinacao quantitativa de diversas substancias, mesmo sendo ela uma técnica
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classica de determinacdo. A AOAC (“Association of Official Analytical

Chemists”) ¢ uma organizagdo internacional reconhecida pelos seus 120 anos de
experiéncia em validar e aprovar métodos para andlise de alimentos,
medicamentos e produtos agricolas. A AOAC detém uma colegdo exclusiva de
analises quimicas e tomando como exemplo o conteudo da 16" Edi¢do dos
Métodos Oficiais de Analises da AOAC, sao descritos 2036 métodos de analise
[16]. No entanto, foram identificados 336 procedimentos de quantificagdo de
analito como métodos titrimétricos, ou seja, 17% dos métodos descritos na 16"

Edi¢ao dos Métodos Oficiais de Andlises da AOAC [16, 17].

1.3.1. Titrimetria de Oxirreducdo [15]

A titrimetria de oxirreducao ¢ marcada pela alteragdo dos nimeros
de oxidagdo das substincias envolvidas na reagdo, provocando transferéncia de
elétrons. Essa variacdo dos niameros de oxidacao pode ser acompanhada por um

indicador visual, potenciometricamente, espectrofotometricamente, etc. [15].

1.3.2. Titrimetria com KMnQO, [18]

O permanganato de potassio (KMnQ,) foi utilizado pela primeira
vez por F. Margueritte na determinacdo de Fe(Il) em solugdes acidas. O
potencial padrao de redugdo do MnO, em meio acido ¢ de 1,52 volts o que
indica que o permanganato de potédssio ¢ um oxidante forte (Equacdao 1). O

meio ¢ acidificado com &cido sulfurico (H,SO,), pois esse acido ndo se oxida
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frente ao KMnQO,4, como ocorre com o acido cloridrico (HCI), que se oxida

formando Cl, reagindo paralelamente [18].
KMnO,+ 8 H +5¢ — Mn* + K"+ 4 H,0 E°=1,52V (1)

Em meio 4cido o permanganato de potassio, que se apresenta na
forma de uma solugdo de coloracao violeta, se reduz a Mn (II), o que ¢ indicado
por uma solucao incolor [19,20].

O permanganato de potassio tem como desvantagens nado ser padrao
primario devido a instabilidade a incidéncia de luz e a instabilidade térmica o
permanganato de potassio deve ser padronizado com o auxilio de um padrao
primario. Um padrdo primdrio usado na padronizagdo do permanganato de
potassio ¢ o oxalato de sédio (Na,C,O4) em meio acido. Entretanto, mesmo
apresentado tais desvantagens, o permanganato de potdssio apresenta como
vantagens um alto poder oxidante e, ainda, quando usado em titulagdes em que a
substancia a ser titulada é incolor ou levemente colorida, o KMnO, além de
oxidante ¢ auto indicador, portanto sendo desnecessaria a adicdo de indicador.O
ponto final da titulagdo ¢ marcado por um pequeno excesso da solugdo titulante
(KMnOy(,q), 0,01 mL de uma solugio de KMnO, a 0,01 mol L™ é suficiente
para que o sistema desenvolva uma cor rosa palido em um volume de 100 mL de
agua [18].

Uma vez que o permanganato de potassio ndo ¢ padrdo primario,

suas solucdes devem ser padronizadas com oxalato de sodio (Na,C,0,)
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dissolvido em solugdo acido sulfurico, o qual reage com o acido formando éacido

oxalico (H,C,0,) conforme a Equacao 2.
N82C204 (aq) + 2H+ (aq) —> H2C204 (aq) + 2Na+ (aq) (2)

Adiciona-se de 90 a 95 % do volume do ponto de equivaléncia
calculado do permanganato de potassio (titulante) ao acido oxalico (titulado) a
aproximadamente 60 °C (Equacdo 3), tendo como ponto final da titulagdo uma
coloracao rosa palido devido ao pequeno excesso de KMnO, como visto acima

[18].

1.3.3. Titrimetria com K,Cr,0; [21]

O dicromato de potassio € um sal com poder oxidante menor que o
apresentado pelo permanganato de potdssio, isso fica evidenciado quando

comparados os potenciais de redu¢do de ambos os sais (Equacdo. 3 e Equagao.
4)

KMnO,+ 8 H +5 ¢ — Mn*" + K"+ 4 H,0 E°=1,52V (3)

KoCrO;+ 14H +6e¢—2Cr +2K'+7H,0 E°=1,33V 4)
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Entretanto, o K,Cr,O; apresenta algumas vantagens sobre o

KMnOQy,, tais como:

o Pode ser obtido com alto teor de pureza;
o Estabilidade térmica até atingir seu ponto de fusao;
o Quando seco e atendendo as condi¢des exigidas, pode ser usado como

padrdo primario;

o Solugdes aquosas sdo estaveis indefinidamente desde que protegidas da
evaporacao;
° Solu¢des padrao de concentragdo exatamente conhecida podem ser

preparadas a partir da dissolucdo do sal pesado;

o Estaveis a agdo da luz;

o Nao ¢ reduzido por acido cloridrico (HCI);

o Reage menos com matéria organica;

o E reduzido, em temperatura ordinéria, de Cr(VI), cor laranja, a Cr(III), cor
verde [21].

1.3.5. Andlise titrimétrica com detec¢do espectrofométrica [22]

A andlise titrimétrica com deteccdo espectrofométrica ¢ utilizada
em casos cujos produtos ou reagentes apresentam diferentes comprimentos de
onda de maximo de absor¢do. Portanto, no ponto de equivaléncia, a radiagdo

absorvida pelos produtos ¢ diferente da radiagdo absorvida pelos reagentes.
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Todas as reagdes que apresentam mudanga de cor no ponto de
equivaléncia podem ser monitoradas por essa técnica, inclusive as reagdes
marcadas pelo decréscimo de absorbancia, nas quais o ponto de equivaléncia
apresenta zero de absorbancia [22].

Quando a radiagdo eletromagnética incide em uma molécula, os
elétrons no estado eletronico fundamental podem ser excitados para um estado
de maior energia. Se a freqiiéncia da radiagdo ¢ v, ela pode levar a molécula a
um estado excitado que difere, em energia, do estado fundamental de um valor
Ag (Equagao 5):

Ae=hv (5)

Esta ¢ a condicdo de freqiiéncia de Bohr, sendo h a constante de
Planck.

Cada f6ton tem energia suficiente para excitar os elétrons presentes
em uma molécula, levando a diferentes distribuicoes. Supondo a existéncia de
um orbital vazio a distancia exata, a radiagdo incidente poderia excitar o elétron
até esse orbital, e entdo ser absorvida. Assim, o estudo da absor¢do no visivel ¢
no ultravioleta fornece informacdes sobre os niveis eletronicos de energia das
moléculas.

Espectros de absorcdo na regido do ultravioleta (UV) e visivel
podem ajudar na avaliagdo quantitativa da absor¢do e permitem uma analise

precisa da capacidade de uma molécula em absorver energia.
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Quando um feixe de radiacdo eletromagnética incide em uma
solucdo contendo uma espécie capaz de absorver certos comprimentos de onda,
parte da radiagdo incidente (P,), € absorvida pela espécie e emerge apoOs
atravessar uma certa espessura de solug¢do (b), como um feixe de radiagdo com
intensidade P.

Pode-se definir a fragdo de luz que passou pela solu¢ao em relacao
a radiagdo incidente, como sendo a transmitancia (T), dada por (Equagdo 6):

T=P/P, (6)

Pode-se também definir a absorbancia (4) de uma solucdo como
sendo (Equacao 7):

A=-logT=-logP/P, (7)

A absorbancia ¢ diretamente proporcional a concentragdo da
espécie absorvente segundo a Lei de Lambert-Beer (Equagao 8):

A=abC (8)

Na qual a € uma constante chamada de coeficiente de absortividade,
b ¢ a distancia percorrida pelo feixe de radiacdo no interior da amostra (o
caminho otico), C ¢ a concentragdo da espécie absorvente. Quando a
concentracao € expressa em mol L, a passa a ser a absortividade molar, &.
Neste caso a Equacao 9 se torna [23 — 26]:

A=gbC 9

A absorbancia deve ser corrigida a cada adicdo do titulante, pois

segundo a Lei de Lambert-Beer, ela ¢ proporcional a concentragdo das espécies



18

presentes e a adi¢do do titulante provoca dilui¢ao do titulado e do titulante. A

corregao ¢ feita pela Equacdo 10 [29 - 30].

V+v
Acorr :Alidax( V j (10)

Na qual, 4., ¢ a absorbancia corrigida, 4,4, ¢ a absorbancia obtida

em cada ponto, V' o volume inicial do titulado e v ¢ o volume de titulante a cada
ponto.

Os resultados fotométricos podem ser utilizados na deteccdo do
ponto finais de titulacdes, desde que haja variacdo na estrutura das espécies
envolvidas ou de um indicador, que lhes permita absorver radiagdo de diferentes
comprimentos de onda, antes e depois do ponto final [23 — 25].

No caso de titulagdes acido-base, adiciona-se o titulante ao titulado
¢ mede-se a absorbancia do sistema em funcdo do volume adicionado em um
comprimento de onda preestabelecido.

O comprimento de onda deve ser aquele em que ocorre 0 maximo
de absorc¢do do titulado ou do titulante caso sejam coloridos ou de um indicador
cuja cor mude neste ponto [14,15], para que se tenha a maxima sensibilidade.

Pode haver surgimento ou desaparecimento da cor apos o ponto de
equivaléncia, ou ainda, mudan¢a da cor que implique em absor¢do em
comprimento de onda diferente daquele monitorado. A absor¢ao de radiacao
também pode ocorrer na regido do ultravioleta.

Assim, o resultado de uma titulagdo fotométrica ¢ um grafico que

representa a variagdo da absorbancia, no comprimento de onda do maximo de
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absor¢do da espécie que esta sendo monitorada, em fung¢do do volume do
titulante adicionado.

Este grafico pode apresentar formas diferentes, dependendo das
caracteristicas da absor¢do de radiagdo pelas espécies envolvidas, no
comprimento de onda monitorado. A Figura 2 mostra tais possibilidades como a
reagdo de titulante que ndo absorve, com titulado colorido, gerando produto
incolor (Fig. 2.c); formagao de produto colorido a partir de reagentes que nao
absorvem neste comprimento de onda (Fig. 2.b), além de varias outras
possibilidades. Nesta Figura € representa a absortividade da espécie, enquanto t,
P e T representam respectivamente o titulado, o produto da reagdo e o titulante.
(Figura 2).

O ponto final na andlise titrimétrica com deteccao
espectrofométrica tem vantagem sobre as outras analises titrimétricas, pois
entendendo que para valores de constantes baixas, situagdes para a qual a
determinagdo do ponto final implica em uma maior incerteza, o emprego do
método grafico (titulagdo espectrofométrica) conduz a resultados com menor

incerteza [29].
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Figura 2: Diferentes perfis que podem ser observados em graficos de
absorbancia em fun¢ao do volume de titulante, resultantes de titulagdes

fotomeétricas [29].

1.3.6. Analise Titrimetrica com deteccdo Potenciométrica

A andlise titrimétrica com deteccdo potenciométrica tem por
caracteristica a medida direta da diferenga de potencial de um eletrodo no
proposito de encontrar o ponto final da titulagdo [31].

Nesse tipo de andlise ¢ medida a forca eletromotriz entre dois
eletrodos, o eletrodo indicador e o de referéncia de potencial.

O eletrodo de referéncia de potencial apresenta um potencial
constante, porém para a titrimetria potenciométrica ndo ¢ necessario conhecer o

valor do potencial do eletrodo. O eletrodo indicador tem o seu potencial variado
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em func¢ao do ion ou molécula a serem determinados, esse cletrodo deve
responder rapidamente a mudancgas de potencial [32].

Os valores de potencial obtidos na titrimetria potenciométrica nao
sdo absolutos em relacdo a pilha padrdo, mas sim sdo valores comparativos,
obtidos no decorrer da analise, entre o potencial inicial e potencial final [32].

O ponto final ¢ indicado graficamente quando se traca a curva do
potencial em func¢do do volume adicionado de titulante sendo evidenciado pela
subita mudanga de potencial (Figura 3) [32].

O ponto final pode ser calculado utilizando-se a primeira derivada
(Figura 4) da curva do potencial em funcdo do volume ou usando método de
Gran [33] que consiste na analise matematica dos pontos da curva potencial vs
volume e os valores encontrados sdo langados num grafico de AV AE" em
funcdo do volume de titulante (Figura 5). O ponto de equivaléncia para essa
titulagdo era de 5,96 mL a técnica da primeira derivada indicou um volume no
ponto final de 5,55 mL apresentando um desvio de -6,72 % , j4 o método de
Gran indicou como ponto final 5,75 mL com desvio de -3,52 % mostrando que o

ultimo método ¢ mais exato, na indicagdao do ponto final.
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Figura 3: Curva tipica da andlise titrimétrica com deteccao potenciométrica.
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Figura 5: Curva do método de Gran [33].

1.4.Andlise por Inje¢cdo em Fluxo (FIA)

O conceito da andlise por injecdo em fluxo (FIA) desenvolvida
originalmente por Ruzicka e por Hansen [34] envolve a inje¢do de um volume
de amostra em uma linha de solucdo transportadora com fluxo continuo. A
amostra se dispersa no reagente carregador, formando um produto, que ¢
monitorado continuamente. Do desenvolvimento do conceito original, muitas
variagcdes neste método basico foram desenvolvidos [35].

Basicamente o sistema de FIA é composto por um dispositivo de

propulsdo, um injetor / comutador e um detector. O dispositivo da propulsao
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deve permitir um fluxo laminar e continuo, sem pulsa¢do. Geralmente ¢
utilizada uma bomba peristaltica, porém a for¢a da gravidade também ¢ uma
forma de propulsdao. O injetor / comutador ¢ usado para introduzir rapida e
precisamente quantidades apropriadas de amostras na linha do reagente
carregador. Finalmente, o detector monitora o sinal analitico gerado pelo(s)
produto(s) da reacdo ou pelo proprio analito. Dependendo da natureza do sinal
do analito o monitoramento pode ser espectrofotométrico, potenciométrico ou
amperométrico. Tubos conectam todas as partes do sistema FIA e transportam
os reagentes ao longo do percurso analitico. Percurso analitico ¢ a distancia
percorrida pela amostra entre o injetor / comutador e o detector. Portanto,
diversos arranjos podem ser usados a fim de se alcancar o melhor desempenho
analitico nos termos de sensibilidade, estequiometria da reagao, etc.

Entre os mais variados arranjos descritos para a analise em fluxo, o
arranjo de "linha tinica" ¢ o mais simples para sistemas FIA. O arranjo de "linha
Unica" consiste na injecdo da amostra na linha da solugdo transportadora
(reagente carregador), gerando um sinal transiente sendo detectado por um

detector. [34 — 37].
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2.0BJETIVOS
Este trabalho tem por objetivo principal desenvolver estratégias
para determinacao de minoxidil em formulacdes farmacéuticas.

Para tanto deverao ser desenvolvidas:

o Titulagdes visuais usando permanganato de potassio como titulado e auto-
indicador;
o Titulacdes espectrofotométricas baseadas na reagdo de descoramento do

permanganato de potassio em presen¢a de minoxidil:

o Procedimento por analise por inje¢do de fluxo (FIA) com detecgao
espectrofotométrica, baseada na reagdo acima;

o Titulagdes potenciométricas usando dicromato de potassio como titulado e

eletrodos de platina como indicador e calomelano saturado como referéncia.
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3. MINOXIDIL PADRAO E AMOSTRAS COMERCIAIS

O minoxidil utilizado como padrdo foi adquirido junto a Natural
Pharma Produtos Farmacéuticos Ltda., com nota fiscal n® 142065 e lote n°
1901. Segundo o laudo de analise emitido pela Natural Pharma, o minoxidil foi
dosado de duas formas:

Dosagem por HPLC — 99,5 % de pureza e

Dosagem com HCIO4— 99,00 % de pureza.

. : . ® :
As amostras comerciais analisadas foram o Regaine fabricado nos
Estados Unidos da América pelo laboratorio Pharmacia e o Neoxidil®, fabricado

no Brasil pelo laboratério Galderma. As amostras comerciais sao solugdes de

uso topico contendo 2% de minoxidil m / v (20 mg mL-1) numa mistura de
etanol e propileno glicol como veiculo [39,40]. As amostras comerciais,
analisadas nesse trabalho, sdo usadas no tratamento da Alopécia Areata. Devido
ao crescimento de pélos por todo o corpo, o0 medicamento, o qual contém como
principio ativo o minoxidil, ¢ pouco usado no Brasil no tratamento da
Hipertensdo Arterial, de forma que sd@o pouco acessiveis os anti-hipertensivos a

base de minoxidil.
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4. TESTES QUALITATIVOS

4.1. Oxidacdo do minoxidil

Inicialmente foram realizados testes qualitativos com, diversas
substancias com carater redox que poderiam reagir com o minoxidil.

Em concordancia com o Merck Index [1], testes preliminares
mostraram que o analito em 4gua ¢ completamente insoluvel, em etanol ¢
medianamente soluvel e em meio acido ¢ completamente soluvel. Obviamente
foi selecionado o meio dacido para proceder a dissolu¢do do minoxidil.
Entretanto, ndo eram todos os acidos que podiam ser utilizados, pois alguns
reagem com o minoxidil, como o dacido perclorico usado pelo fornecedor
Natural Pharma para fornecer o laudo técnico sobre o composto
comercializado, ou reage com os oxidantes usados neste trabalho [17]. Optou-se,
entdo, pelo uso do acido sulfurico, pois esse acido ndo reage com o minoxidil e
nem com o permanganato de potassio e nem com o dicromato de potéssio [17].

Quando a solug¢dao de minoxidil, em meio de acido sulfurico foi
colocada na presenca da solugdo aquosa de dicromato de potéassio notou-se que
havia uma mudanca na coloragdo inicial alaranjada caracteristica do Cr(VI), para
verde, caracteristica do Cr(IlI). No teste com o permanganato de potdssio

observou-se a descoloragdo da solucdo de permanganato de potassio, que
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inicialmente era roxa caracteristico de Mn(VII), para incolor indicando a

reducdo a Mn (II).

4.2. Reducdo do minoxidil
Amankwa et al. [41] descrevem a redugdo eletroquimica do
minoxidil. A reagdo ocorre em meio acido segundo a Equacdo 11, proposta

pelos autores.

HoN N NH, H>oN N NH, N NH,
=
e . ~ ] .
. N 2e, 2H, o N 2e, 20 L N
-H,0 -NH;

. - S

Foi usado o Fe (II) como reagente redutor, porém nao apresentou
reacdo observavel com o minoxidil, ndo sendo esta via usada no
desenvolvimento dos trabalhos, optando-se pela oxidagdo com permanganato de

potassio e dicromato de potassio.
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5. METODO COMPARATIVO [42]

Foi usado um método comparativo para determinagao da
concentracdo minoxidil presente nas amostras comerciais. O método usado foi o
descrito por Zarghi et al. [42], o qual consiste de um procedimento de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Para este procedimento
foram usadas a seguintes condi¢des experimentais:

e Comprimento de onda = 254 nm;

o Fase movel metanol / 4gua (80 : 20); Fluxo = 1,3 mL min1;

Coluna Supelco C-18 (150 x 3,9 mm, 4 mm);

Sistema cromatografico HPLC LC-6AD Shimadzu;

Detector espectrofotométrico SPD—-10A VP Shimadzu.Com o método
comparativo descrito, analisaram-se os dois lotes (A e B) das amostras
comerciais (Neoxidil® ¢ Regaine®) na intengio de investigar a real concentragio

do analito. Os resultados das analises sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Valores obtidos pelo método comparativo e valores dos rétulos das

. -1
amostras comercias, dados em mg mL

Amostra Rotulo Lote A~ Lote B’
Neoxidil ® 20,0 19,4+ 0,41 20,8+ 0,41
Regaine ® 20,0 20,9 + 0,47 20,9 +0,54
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6. DETERMINACAO TITRIMETRICA DE MINOXIDIL EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS USANDO

PERMANGANATO DE POTASSIO

6.1 Introducdo

Nos estudos descritos anteriormente, observou-se o descoramento
da solucdo de permanganato de potassio na presenca de minoxidil em meio
acido. A partir dessa observagdo desenvolveu-se um procedimento titrimétrico
para quantificar minoxidil em amostras comerciais usando permanganato de
potdssio como reagente.

A otimizagdo consistiu na investigacdo do efeito das concentragdes
de minoxidil, acido sulfurico e permanganato de potéssio, além da temperatura
de reagdo. Foi também analisada da ordem de adi¢do de reagentes, titulado ¢
titulante. A exatidao do procedimento foi avaliada pelos testes de repetitividade
e de adi¢do e recuperacao.

Sendo o permanganato de potassio instavel a luz e ao calor e por
ndo ser padrdo primario, as solugdes de trabalho foram padronizadas antes de

cada determina¢ao de minoxidil [18].
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6.2. Experimental

6.2.1. Reagentes e equipamentos

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram grau
analitico, PA. As solugdes foram preparadas em agua bidestilada num destilador
de quartzo. As solu¢des de permanganato de potassio (Merck) foram preparadas
pela dissolugdo direta em agua bidestilada do sal com posterior aquecimento e
filtragem como descrito na literatura [18]. A solucdes de permanganato de
potassio foram padronizadas com oxalato de sdédio (Merck, USA) dissolvido em
acido sulfarico (Mallinckrodt, México) 2,00 mol L™ [18]. O minoxidil padrio
foi fornecido pela Natural Pharma Produtos Farmacéuticos Ltda, lote n° 1901,
como descrito anteriormente.

Os materiais utilizados analise titrimétrica foram:

o Bureta de 10,00 mL de capacidade previamente calibrada, com
subdivisoes de 0,05 mL e erro de = 0,025mL;

o Becker de 40 mL de capacidade;

o Chapa de aquecimento com agitagdo magnética;
o Barra magnética;
o TermOmetro.

6.2.2. Procedimento

Segundo a literatura o permanganato de potassio reduz-se em meio

acido formando Mn(II) que ¢ incolor consumindo 8 H' e 5 elétrons, essa reagio
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apresenta potencial de reducdo positivo de +1,52 volts (Equacao 1) em relagdo

ao eletrodo normal de hidrogénio.
KMnO,+8 H +5 ¢ — Mn* + K"+ 4 H,0 E°=1,52V (1)

Uma vez que o permanganato ndo ¢ padrao primario, recomenda-se
a padronizacdo de suas solucdes com oxalato de sédio em meio acido, nesta
condicdo o sal do acido fraco ¢ protonado formando o acido oxalico. A
padronizacdo se procede com a adicao de 90 a 95 % do volume do ponto de
equivaléncia calculado previamente da solugdo permanganato de potassio
(titulante) ao acido oxalico (titulado) a aproximadamente 60 °C, tendo como
ponto final da titulagdo uma coloracao rosa palido devido ao pequeno excesso de
KMnO, como visto anteriormente [18]. A padronizagdo do permanganato de
potéssio segue pardmetros descritos na literatura que sao:
. [KMnO,] ~2,0 X 10? mol L;
. [Na,C,04] ~ 1,0 X 102 mol L™;
o Agitagdo vigorosa;

o Temperatura de aproximadamente 60 °C.

6.3. Resultados e discussao

6.3.1.Estudo do efeito da ordem da adigdo de amostra

Investigou-se o efeito da ordem de adigdo de reagentes, isto &,

definiu-se o titulado e o titulante. Na padronizacdo do permanganato de potassio
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este ¢ usado como titulante e auto-indicador, porém na determinacao titrimétrica
de minoxidil o permanganato, quando usado como titulante auto-indicador
impossibilitava a visualizacdo do ponto final da titulagdo, pois, com um pequeno
excesso do permanganato de potdssio, a cor rosa palido, que indicaria o ponto
final da titulagcdo, nao era observada [18].

Apos a adi¢do de excesso de permanganato de potassio ocorria o
aparecimento de um precipitado marrom tipico de oxido de manganés IV
(MnQO,), todavia ao inverter a ordem de adi¢do, ou seja, o minoxidil como
titulante e o permanganato como titulado, o ponto final da titulagdo era
visualizado no momento da descoloragdo total da solu¢ao de permanganato de
potassio. Portanto optou-se pela utilizagdo do minoxidil como titulante e do

permanganato de potdssio como titulado.

6.3.2. Estudo da influéncia da concentragdo de acido sulfurico

Variou-se a concentragdo de 4cido sulfirico com proposito de
desenvolver um sistema com pH ndo tdo agressivo, porém a reducdo do
permanganato de potdssio em meio acido requer 8 mols do fon H' para cada mol
de permanganato de potassio de acordo com a semi-reagdo apresentada na
Equacdo 1.

KMnO,+ 8 H +5 ¢ — Mn* + K"+ 4 H,0 E°=1,52V (1)

Esse consumo de acido faz com que o sistema requeira uma solucao

concentrada de 4cido sulfrico impondo ao sistema pH extremamente acidos.
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Baixas concentragdes de acido sulfurico ha a formagdo da espécie MnQO,,
surgindo um precipitado marrom [18].

Dessa forma, variou-se a concentracdo de acido sulfurico entre
0,100 a 4,00 mol L' na reacdo redox entre o minoxidil e permanganato de
potassio. Percebeu-se que em valores de concentracdo menores que 2,00 mol L™
de acido sulfirico formava-se preferencialmente MnO, ao invés de Mn”",
entretanto para valores de concentragdo de &cido sulfurico formava-se apenas
Mn*". A partir destes experimentos selecionou-se a menor concentragio de acido
sulfirico para a qual favorecesse apenas a formagdo de Mn’’. Portanto a
concentracio minima foi de 2,00 mol L™ de 4cido sulfurico para a da reacdo

redox entre o minoxidil e permanganato de potéssio.

6.3.3. Estudo da influéncia das concentragoes de minoxidil e de

permanganato de potdssio

As concentracdes de minoxidil e de permanganato de potassio
foram variadas no sentido de se obterem analises em amostras mais diluidas,
porém concentragdes significativamente diferentes de 1,00 X 10° mol L™ de
minoxidil e 2,00 X 102 mol L™ de permanganato de potassio, mais concentradas
ou mais diluidas, provocaram a formacao de MnQO,. Portanto, as concentragdes
selecionadas foram as acima citadas para o minoxidil € o permanganato de

potassio. Essas concentracdes coincidem com aquelas recomendadas para a
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padronizacdo do permanganato de potdssio, com o oxalato de sddio em meio

acido.

6.3.4. Estudo da influéncia da temperatura

Por questdes relacionadas a cinética de redugdo do MnO,,
recomenda-se o uso de temperaturas maiores que a ambiente nas reagdes com
este fon. Além disso, a presenca do ion Mn”" catalisa as reagdes. Para que haja a
formagdo do Mn”" e necesséario a adi¢do de 90 % do volume sugerido para o
ponto de equivaléncia [18], titulando-se o restante da amostra lentamente até a
final da titulacao.

Neste experimento avaliou-se o tempo decorrido para o consumo do
KMnO, pela adi¢gao dos 90 % do volume do ponto de equivaléncia para a
solucdo de minoxidil recomendado para o inicio da titulagdo. Os resultados sao
apresentados na Figura 6.

Observou-se que, em temperaturas maiores do que 60 °C houve a
formacdo de MnO, e, portanto, a temperatura limite para que ndo haja a
formagio do 6xido de manganés foi de 60 °C, pois esta ¢ a temperatura critica
para a decomposicdo do permanganato de potdssio. Entretanto, titulagcdes
procedidas com as mesmas solugdes de titulado e titulante e em temperaturas
menores que 60 °C apresentaram pontos de equivaléncia muito proximos entre
elas, isto €, a temperatura nao influencia no ponto final da titulagdo, porém

influencia apenas no tempo necessario para se consumir 90% do titulante.
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Por questdio de menor tempo experimental e por apresentar
semelhanca a padronizacdo do permanganato de potdssio, selecionou-se a

temperatura de 60°C para os estudos posteriores.
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Figura 6: Estudo da influéncia da temperatura na determinagdo de minoxidil

por analise titrimétrica.

6.3.5. Estudo da repetitividade

Antes do método proposto ser aplicado em amostras comerciais
estudou-se a sua repetitividade em uma solucao padrao de minoxidil, titulo-se
dez vezes as mesmas solucdes de minoxidil padrio, os resultados sdo

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Resultados obtidos no estudo da repetitividade do método titrimétrico

com KMnOy4

Replicata Volume do ponto final / mL
1 6,10
2 6,10
3 5,90
4 5,95
5 6,10
6 6,05
7 6,05
8 5,85
9 5,95
10 6,15

M¢édia dos pontos finais = 6,02 mL;

Desvio padrao =0,101;

Ponto de equivaléncia calculado = 5,96 mL;

Erro % = [(média — calculado) / calculado].100 = 1,01 %;
Volume de KMnO,4= 5,00 mL;

[KMnO,]=2,13x 10°mol L e

[minoxidil] = 1,05 x 10> mol L™

Foram executadas dez titulagdes, as quais apresentaram o volume
minimo do ponto final igual a 5,85 mL, o volume méaximo do ponto final igual a
6,15 mL, a média dos volumes dos pontos finais igual a 6,02 ¢ o volume
calculado do ponto de equivaléncia igual a 5,96 mL. Aplicou-se o teste t-
Student, que apontou concordancia no nivel de confianga de 90% para o teste de

repetitividade em relagdo ao método proposto.
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6.3.6. Analise das amostras comerciais

ApoOs a otimizagao do sistema e o estudo repetitividade, aplicou-se
o método desenvolvido em duas amostras comerciais contendo minoxidil
(Neoxidil® e Regaine® ambos lote A). Investigou-se a provavel interferéncia do
etanol e do propilenoglicol, presentes como veiculo nas formulagdes
farmacéuticas [38,39]. Os grupos hidroxila presentes no etanol e no
propilenoglicol poderiam ser oxidados pelo permanganato de potassio. Portanto
amostras foram preparadas mantendo o veiculo e extraindo o mesmo.

A preparacao das amostras das quais nao foi extraido o veiculo,
consistiram na simples dilui¢do de um volume exato da solugdo tdpica em acido
sulfarico 2,00 mol L™, suficiente para atingir a concentragdo de 1,00 mol L.
Enquanto que para as amostras das quais foi extraido o veiculo, o minoxidil foi
separado do meio alcoolico das formulagdes farmacéuticas, da seguinte forma:

° Inicialmente, extraiu-se o maximo de etanol contido em um volume
conhecido de amostra com auxilio de um evaporador rotatério a 70 °C com
pressao reduzida. Nessa etapa, o propilenoglicol (ponto de ebuli¢ao = 187,2 °C)
ndo ¢ eliminado, devido a seu ponto de ebuli¢do ser maior que o do etanol
(ponto de ebuligao = 78.5°C), a amostra ndo ¢ seca completamente, formou-se
uma mistura viscosa de minoxidil e propilenoglicol;

o Adicionou-se acetona a mistura viscosa para a precipitagdo do minoxidil;
o O minoxidil foi separado por filtragdo a vacuo, utilizando-se um funil de

uma placa sinterizada;
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o Secou-se o precipitado em estufa a aproximadamente 60 °C por 30
minutos;
o O precipitado seco foi diluido em 4cido sulfarico 2,00 mol L™, obtendo-se

a solucao de trabalho.

Titularam-se amostras contendo etanol e propilenoglicol e amostras
que sofreram o processo de extracdo do etanol e do propilenoglicol.
Comparando-se os pontos finais das titulacdes das amostras sem extragdo ou
com extragdo do veiculo, verificou-se que o etanol e propilenoglicol contidos
nos farmacos nao interferiram no método de determinacdo proposto para o

minoxidil (Tabela 6).

Tabela 6: comparagdo entre os pontos finais das titulagdes das amostras com e

sem extracdo do veiculo

Amostras veiculo extraido / ml’ Sem extraciio do veiculo / mL’
Neoxidil® 19.5+ 0,03 19,2+ 0,12
Regaine® 19,6+ 0,01 19,8 £ 0,13

‘n=3

Portanto decidiu-se analisar a amostras comerciais sem a extracao

do veiculo, devido a maior simplicidade do procedimento.
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As andlises das amostras comerciais obedeceram aos parametros

definidos nos estudos citados anteriormente:
o Solucao de minoxidil como titulante;
° Solucdo de KMnO, como titulado;

. [KMnO,4] = 2,00 X 10” mol L™;

e  [H,SO4]~2,00mol L";

e  [minoxidil]=1,00 X 10> mol L';

o Agitagdo vigorosa;

o Temperatura de 60 °C.

Seguindo os parametros definidos nos estudos de otimizacdo do

método proposto para a determinacdo de minoxidil, as amostras comerciais,

Neoxidil® e Regaine®, foram analisadas e os resultados sio apresentados na

Tabela 7.

Tabela 7: Resultados obtidos na andlise da amostra comparados com o rétulo e

com o método comparativo

Amostras  Rétulo®  Titulacio® Comparative” E;/%° E,/ %°

Neoxidil © 20,0 19,2 £0,12 19,4 +£0,41 -4,00 -1,03

Regaine ® 20,0 19,8 £ 0,13 20,9 £ 0,47 -1,00 -5,26
‘n=3

a — valores dados em mg mL"
b — valores dados em mg mL™" + desvio padrio, lote A
¢ — erros relativos ao rotulo

d — erros relativos ao método comparativo
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O resultados obtidos (Tabela 7) pelo método proposto se mostraram
coerentes com os valores rotulados das amostras comerciais € com o método
comparativo. Foram calculados os niveis de confianca em que o método
proposto concorda com o valor rotulado das amostras comerciais € com o

método comparativo, usando o teste t-Student (Tabela 8) [43].

Tabela 8: Niveis de confianca em que concordam os resultados obtidos pelo

método proposto em relacdo ao rotulo e ao método comparativo

Nivel de confianca / %

Amostras Rotulo Comparativo
Neoxidil ® 99,9 90,0
Regaine © 95,0 95,0

6.3.7. Teste de adicdo e recuperagdo

A exatiddo do método proposto foi avaliada pelo teste de adigdo e
recuperacao, observando-se recuperagao entre 94,5 % e 95,2 % (n =4), na
determinacdo de minoxidil, em ambas as formulacdes farmacéuticas (Tabela 7).
O teste de adi¢do e recuperacao obedeceu aos parametros otimizados para esse
método, supondo os quais as concentracdes totais de minoxidil nas amostras
dopadas com padriio ndo puderam ultrapassar ao valor de 1,00 X 10” mol L™ do
analito. Obedecendo a concentracdo de minoxidil investigada anteriormente,
1,00 X 10? mol L™, adicionou-se quantidade de solu¢do padrio de minoxidil a
solucdo contendo o volume necessario de solugdo topica de modo a totalizar ora

0,30 x 107 ora 0,70 x 102 mol L de padrao e quantidades de solugdo das
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amostras suficientes para completar 1,00 X 10” mol L' em minoxidil. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados da adicao e recuperagdo

Amostra Adicio / % Recuperacio” / %

30 94,50
Neoxidil ©

70 95,02
Regaine® 30 95,02

70 95,23

A —n =4 determinagdes

6.4. Conclusoes

A determinagdo titrimétrica de minoxidil em formulagdes
farmacéuticas usando permanganato de potdssio mostrou-se ser um método de
aplicacdao simples e de baixo custo com relagdo aos materiais empregados na
analise. Os valores de concentragdo de minoxidil obtidos pelo método proposto
foram concordantes tanto quanto ao rotulo e tanto quanto ao método
comparativo. Portanto conclui-se que o método aqui proposto ¢ eficiente na
determinacdo de minoxidil em amostras comerciais, dentro das limitagdes de um

procedimento volumétrico classico.



44

7. EMPREGO DA TITULACAO ESPECTROFOTOMETRICA
PARA A DETERMINACAO DE MINOXIDIL EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS USANDO

PERMANGANATO DE POTASSIO

7.1. Introducado

Diversos métodos analiticos foram descritos para a determinacao do
minoxidil em matrizes como plasma, urina e produtos farmacéuticos. A grande
maioria desses métodos ¢ instrumental e, em particular, sdo métodos
cromatograficos [44-46]. O capitulo anterior sugeriu a determinagdo de
minoxidil usando a andlise titrimétrica com deteccdo visual. Nesta parte do
trabalho, foi proposta a determinacdo de minoxidil usando detecgdo
espectrofotométrica.

A andlise titrimétrica com detecc¢ao espectrofotométrica consiste em
um procedimento no qual o ponto de equivaléncia ¢ detectado empregando um
espectrofotometro [27-28]. Esse método fornece resultados mais exatos quando
comparado a determinagdo espectrofotométrica direta, desde que os dados de
diversas medidas sejam usados para determinar o ponto final da analise
titrimétrica. A titulagdo espectrofotométrica tem sido empregada na

determina¢do de moléculas biologicas, drogas, metais, etc. [46-48].
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Nesse tipo de andlise, as aliquotas de titulante sdo adicionadas ao
sistema a fim produzir a reagdo. No caso da titulagio do permanganato de
potassio com o minoxidil com o auxilio do espectrofotometro ¢ possivel
monitorar o decréscimo da absorbancia da solu¢do de permanganato de potassio
em funcao do volume de solucao de minoxidil adicionado. A absorbancia inicial
era ajustada em 1,00 com relagdo a concentracdo de permanganato de potassio

[49-55].

7.2. Experimental

7.2.1. Reagentes e equipamentos

Todos os reagentes usados nesse trabalho foram de grau analitico,
PA. As solugdes foram preparadas usando agua bidestilada em um destilador de
quartzo. As solugdes de permanganato do potassio (Merck) foram preparadas
pela dissolugdo do sal em agua bidestilada. A solu¢des de permanganato de
potassio foram padronizadas com solugdes de oxalato de sodio (Merck)
dissolvido em 4cido sulfarico (Mallinckrodt) 2,00 mol L [56]. O minoxidil foi
fornecido pela Natural Pharma Produtos Farmacéuticos Ltda, lote n° 1901,
como descrito anteriormente.

As solugdes foram propelidas com a ajuda de uma bomba
peristaltica Ismatec IPC — § canais, que forneceu fluxo continuo. Foram usados

tubos de tygon e de polietileno com 0,8 milimetros de didmetro interno Cole
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Parmer para conduzir as solugdes dos reagentes. As variagdes no valor de
absorbancia foram monitoradas com o auxilio de um espectrofotometro Genesis
20 Spectronics. Os experimentos foram realizadas em temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C) sob rigorosa agitacdo, usando um conjunto de barra
magnética e agitador magnético Corning. A solugdo de minoxidil foi adicionada
por uma bureta com incremento de 0,50 mL por adicdo. A leituras de
absorbancia eram obtidas apos a estabilizacdo devido a homogeneizagdo do
sistema apds cada adicdo de amostra. O esquema da andlise titrimétrica com

detecc¢do espectrofotométrica € representado na Figura 7.

Figura 7: Esquema utilizado na andlise titrimétrica com detecgdo
espectrofotométrica: C — computador; D — espectrofotometro; P — bomba

peristaltica e B — bureta.
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7.1.2. Procedimento

Sabendo que o permanganato de potassio ndo ¢ padrdao primario foi
necessario padronizd-lo, como descrito anteriormente, e, apds padronizagao,
dilui-lo para 3,20 x 10 mol L™ para alcancar a absorbancia igual a 1,00. Em
seguida era adicionada uma aliquota de 25,00 mL da solucdo permanganato de
potassio, previamente padronizada e diluida, para um erlenmeyer, que era
adaptado a um sistema de fluxo continuo.

A vazdo do fluxo continuo do sistema foi ajustada na ordem de
17,00 mL min™'. Adicionou-se aliquotas de 500 pL da solugdo de minoxidil, até
descoramento completo do permanganato de potassio.

A vazdo, relativamente elevada, foi necessaria para a completa
homogeneizagao da mistura do titulado com titulante a cada adi¢ao de aliquota,
assim estabilizando rapidamente a absorbancia, sendo este o fator predominante
na rapidez do procedimento [50]. A temperatura usada para as titulagdes foi de
25°C, pois como discutido no trabalho anterior (pagina 33, item 6.3.4), a
temperatura nao influéncia no ponto final da titulagdo, mas influencia apenas no
tempo com que a reagdo entre o analito e permanganato ocorre, entretanto em
temperaturas mais elevadas ouve o favorecimento da formacdao de bolhas no

sistema prejudicando no tempo de anélise.
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7.3. Resultados e discussao

7.3.1. Estudo do efeito do comprimento de onda

Estudou-se o comprimento de onda do maximo de absor¢do para a
solu¢do de permanganato de potéassio, comparando-se os espectros de absor¢ao
da solucdo de permanganato de potéssio, da solu¢do de minoxidil e dos produtos
da reacdo redox. Com o auxilio dos espectros obtidos, notou-se que o
permanganato de potassio ndo sofre interferéncia dos produtos e nem do
minoxidil no intervalo de 450 a 600 nm, assim pode-se monitorar a reagao redox
na regido visivel do espectro (Figura 8).

Fixou-se 550 nm como comprimento de onda para o
desenvolvimento da analise titrimétrica com deteccao espectrofotométrica. O
comprimento de onda de 550 nm esta situado exatamente na regido de 450 a 600
nm do espectro de absor¢do a qual ndo apresenta interferéncia pela absor¢ao

nem dos produtos da reagao redox, nem do minoxidil.
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Figura 8: Espectro de absor¢cao dos reagentes ¢ produtos da reagdao redox entre
o permanganato de potassio € o minoxidil, onde: A — Solucdo de minoxidil, B —

produtos da reagao redox e C — solucdo de KMnO4.

7.3.2 Estudo do efeito da diluicdo

A adi¢do de aliquotas de titulante gera o efeito de diluicdo no
sistema, com conseqiiente diminui¢do da absorbancia de acordo com a lei de
Beer [23-26]. Este efeito pode ser minimizado usando-se solu¢des concentradas,
desta maneira, impedindo-se grandes volumes do titulante [56-57]. Entretanto,
mesmo com a cautela de wusar-se sempre solucdes com concentracoes

apropriadas o efeito de dilui¢do ¢ inevitavel. Na intengdo de minimizar o efeito
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de dilui¢do foi usada uma equacdo que corrige ponto a ponto o valor da

absorbancia (Equacao 10) [29, 30].

V+v
Acorr = Alida X( V j (10)

Os componentes da Equag¢ao 10 sdo:

° A.orr = absorbancia corrigida,

° Ay = absorbancia lida,

o V = volume de titulado e

o v = volume de titulante acumulado.

A curva mostrada na Figura 9 foi tragada a partir da absorbancia
obtida em fun¢do do volume de solu¢io de minoxidil 1,00 x 10~ mol L
adicionado, tragada sem a corre¢do da absorbancia. Pode-se notar que hd uma
tendéncia de curva ao se aproximar do zero na absorbancia. A tendéncia de
curva provoca um desvio no volume do ponto final da andlise assim induzindo a
um desvio significativo com relacdo ao ponto de equivaléncia. Para essa
titulagdo o ponto final foi de 4,40 mL, enquanto o ponto de equivaléncia
esperado ¢ 4,70 mL causando um erro relativo de — 6,82 %.

No entanto, ao se corrigir a absorbancia com a Equagao 10 (Figura
10), a tendéncia de curvatura ¢ minimizada e o desvio do ponto final com
relagdo ao ponto de equivaléncia ¢ diminuido. O ponto final da analise foi
determinado em 4,82 mL enquanto o ponto de equivaléncia esperado ¢ de 4,70
ml causando um erro relativo de + 2,55 %. Comparando-se o erro obtido na

curva sem corre¢ao (- 6,82 %) com o erro obtido na curva com corre¢ao (+ 2,55
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%) com o valor do ponto final da curva, pode-se concluir que com corregao ¢

mais proximo ao do ponto de equivaléncia.

1,0

0,8 -

0,6 -

Abs

0.4 -

0,2 -

0,0 -

Volume de Minoxidil / mL

Figura 9: Curva obtida na titulagdo com deteccdo espectrofotométrica usando
uma solugdo de minoxidil padrio de concentragdo 1,00 x 10~ mol L' sem

correcao da absorbancia.
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Figura 10: Curva obtida na titulacdo com detec¢do espectrofotométrica usando
uma solu¢do de minoxidil padrio de concentracdo 1,00 x 10~ mol L' com

correcao da absorbancia.

7.3.3 Estudo do efeito da concentracdo de permanganato de potdssio

A verificagdo da obediéncia de lei de Beer e o intervalo de
concentracao para resposta linear sdo, fundamentais, no estabelecimento de um
método de titulagdo espectrofotométrica. Isto foi feito neste trabalho variando-se
a concentracdo de permanganato de potdssio e medindo-se a absorbancia entre
2,38 X 10* ¢ 9,53 x 10° mol L, sendo que a absorbancia igual a 1,00 foi obtida

com concentra¢io de permanganato de potassio na ordem de 3,00 x 10 mol L™.
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No intervalo de 4,00 x 10 a 3,20 x 10™ mol L (Figura 11) de

permanganato de potéssio, observou-se resposta linear que obedeceu a equagao
de reta (Equagdo 9):

Abs = 3,01 x 10°.[minoxidil] + 7,51 x 107 9)

1,0

0,8 |

0,6 -

Abs

0,4 -

0.2 |-

0,0 ) | ) | ) |
0,0000 0,0001 0,0002 0,0003

[KMnO,] / mol L

Figura 11: Grafico da absorbancia em funcdo da concentragdao o qual atende a

lei de Lambert-Beer

Com absorbancias tipicas para aquelas observadas durante as
titulacdes partindo-se da solugdo de permanganato de potassio com absorbancia

inicial igual a unidade, como se pode observar na Tabela 10.
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O coeficiente angular sugere um valor de 3,01 x 10° mol L™ para o

coeficiente de absortividade molar para o MnO,.

Tabela 10: valores de absorbancia obtidos em funcdo da concentracao de

permanganato de potassio

[KMnO,] / mol L™ Abs
32x 10" 0,998
2,4%x 10" 0,748
1,6 x 10" 0,502
8,0x 107 0,257
4,0 x 107 0,130

7.3.4. Estudo do efeito da concentragcdo de titulante e titulado no

ponto final da andlise titrimétrica

As concentragcdes de minoxidil foram investigadas na intengdo de
determinar a concentragdo 6tima para o titulante.

Estudaram-se diferentes concentragdes para o minoxidil, essas
concentracdes foram:
. 1,00 x 107; mol L™,
° 2,00 x 107; mol L™,
° 1,00 x 107; mol L™,
° 7,50 x 10 mol L™,

° 5,00x 10 mol L' e
. 2,50 x 10* mol L™.
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Entretanto para concentragdes maiores que 1,00 x 107 houve
formacao de oxido de manganés o qual impossibilitou a detec¢dao do ponto final
da titulagdo. Outro obstaculo encontrado foi o efeito de dilui¢do, portanto ao se
diminuir a concentracdo de minoxidil também foi diminuida a concentracdo de
permanganato de potassio.

Com a diminui¢do na concentragdo do MnQO,, observou-se perda de
sensibilidade do método, evidenciada pela perda de inclinacdo na primeira
porc¢do linear da curva de titulagdo (Figura 13).

Essa perda de sensibilidade se deve ao aumento do efeito de
diluicdo que ficava cada vez mais intenso com a diminui¢do da concentragdo dos
reagentes. No entanto, para concentragdes menores que 2,50 x 10 mol L™ para
o minoxidil e para concentra¢cdes menores que 4,00 x 10° mol L™ para o
KMnQO,, o descoramento da solucdo de permanganato de potédssio se deu pelo
efeito de dilui¢do e ndo pela reagdo redox com o minoxidil.

As concentragdes Otimas para o minoxidil e para o permanganato de
potassio sdo, portanto 1,00 x 10° mol L™ € 3,20 x 10* mol L™ respectivamente,

como apresentado na Figura 13.



56

ILOF A m
[ m
0,8 -
B m
0,6 | -
2 o C. "
< 04l n -
- m
[ D m n
0,2 L = .
I EI... . .
0,0 - .=.:ll_!llll
! : ! : ! : ! :
0 2 4 6 8

Volume de Minoxidil / mL

Figura 12: Estudo do efeito da concentracdo de titulante e titulado no ponto

final da analise titrimétrica, sendo:

B A - [minoxidil] = 1,00 x 10° mol L' / [MnO,4] = 3,20 x 10*mol L™';

B — [minoxidil] = 1,00 x 10° mol L' / [MnO4] = 2,40 x 10*mol L™;
B C - [minoxidil] = 7,50 x 10" mol L™ / [MnO4] = 1,60 x 10* mol L™';
M D - [minoxidil] = 5,00 x 10* mol L' / [MnO,] = 8,00 x 10° mol L";

B £ [minoxidil] = 2,50 x 10* mol L' / [MnO,] = 4,00 x 10° mol L™,
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7.3.5. Parametros otimizados
Os estudos anteriores estabeleceram parametros para a realizacao
das andlises das amostras comerciais. Os parametros estabelecidos foram:
o Adicao de 0,500 mL de solu¢ao de minoxidil;
o [minoxidil] = 1,00 x 10 mol L™;
. [KMnO,] = 3,20 x 10-4 mol L™';

° A =550 nm;

o Fluxo continuo na ordem de 17,00 mL min™;

o Temperatura = 25 °C (ambiente);

J Adiciona-se aliquotas de solugdo de minoxidil a 1,00 x 10 mol L™';

o A titulacdo chega a o fim apods definir o segundo seguimento de reta, que

nesse como deve ser paralelo ao eixo das abscissas.

7.3.6. Analise das amostras comerciais

Com os parametros do método definidos, as amostras comerciais
puderam ser analisadas. As amostras comerciais utilizadas para a analise foram
o Neoxidil® e Regaine®, ambos do lote B, contendo em ambos 2% de minoxidil
(20 mg mL™).

As curvas das titulagdes espectrofotométricas, seguindo os
parametros definidos e com absorbancia corrida pela Equagdo 10, das amostras

comerciais ¢ do padrao de minoxidil sdo apresentadas na Figura 13.
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Figura 13: Exemplos de curvas de titulagdes espectrofotométricas do minoxidil

padrio na concentracio 9,62 x 10 mol L', Regaine® e Neoxidil® ambos

diluidos para 1,00 x 10 mol L™.

Condigdes:

[minoxidil] = 1,00 x 10° mol L; [KMnO4] = 3,20 x 10-4 mol L' & = 550 nm; Fluxo

continuo na ordem de 17,00 mL min"'e Temperatura = 25 °C.



59

Na Tabela 11 apresentam-se os resultados obtidos pela titulacdo
espectrofotométrica comparada com o valor rotulado das amostras comerciais €

com o método comparativo cromatografico.

Tabela 11: Resultados das titulagdes espectrofotométricas comparados com o
valor rotulado para as amostras comerciais € com o meétodo comparativo

cromatografico

Amostras Roétulo/ mg mI  Titulagdo /mg mL~ Comparativo / mg m]
Neoxidil ® 20,00 21,6 £ 0,08 20,8 £ 0,41
Regaine ® 20,00 21,7+£0,25 20,9 £ 0,54

E3 . ~
n = 3 determinacgdes

A partir do teste t-Student foi possivel concluir que os resultados de

ambos os procedimentos concordam entre si com 90 % de confianga.

7.3.7. Teste de adigdo e recuperacdo

O teste de adicdo e recuperacao foi utilizado usando os parametros
otimizados para o método proposto nesse capitulo. Portanto, adicionou-se uma
aliquota da solug¢do padrdao com concentragdo conhecida a solugdo da amostra
comercial. A aliquota adicionada foi de 40 % v /v da solugdo padrao a amostra,
obtendo-se uma concentragdo final de 1,25 x 10~ mol L™ em minoxidil (padrio

amostra comercial). Os resultados sdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 : Resultados do teste de adi¢ao e recuperacao

Amostra Adicao do padrao / % Recuperac¢iio / %
Neoxidil ® 40 102,8
Regaine ® 40 101,0

* . ~
n = 3 determinagdes

7.4. Conclusoes

A analise titrimétrica com deteccdo espectrofotométrica € um
método simples para a determinacdo de minoxidil em formulagdes
farmacéuticas. Os teores de minoxidil obtidos pelo método proposto se
mostraram concordantes aos teores do analito indicados pelos rotulos dos
medicamentos usados como amostras comerciais €, também, mostraram-se

concordantes com o método comparativo.
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8. DETERMINACAO DE MINOXIDIL EM FORMILACOES
FARMACKUTICAS USANDO PERMANGANATO DE

POTASSIO COMO REAGENTE REDOX EM FLUXO

8.1. Introducao

A andlise por injecdo em fluxo envolve a injecdo rapida de uma
amostra em um fluxo continuo de carregador ndo-segmentado [59-60]. Uma ou
mais solucdes confluem continuamente com o carregador, anteriormente a
deteccdo. A zona de amostragem injetada sofre dispersao, sendo misturada com
as solucdes carregadoras e reagente. O produto ¢ transportado em dire¢ao a um
detector no qual ocorrerdo as medicoes e, dai entdo, para o descarte. A dispersao
e ou a dilui¢do da zona de amostra pode ser controlada ou adaptada as andlises
requeridas pela otimizagdo de varios fatores, tais como o volume de amostra
injetado, as vazodes do fluido carregador e dos reagentes, o comprimento da
bobina de reagdo e o didmetro interno da tubulagdo [35 — 37, 61].

Determinou-se minoxidil em amostras comerciais empregando um
sistema de analise por injecao em fluxo (FIA) com base na reacao redox entre o
permanganato de potdssio e o analito. O método proposto, monitora o
decréscimo da absorbancia da solucdo de permanganato de potdssio apds a

injecdo de uma aliquota de amostra.
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Os principios e aplicagdes de andlise por injecdo em fluxo sdo
amplamente discutidos na literatura [62-64] e fogem aos objetivos desta

introducao.

8.2. Experimental

8.2.1. Reagentes e equipamentos

Os reagentes usados para a analise por injecdo em fluxo foram de
grau analitico, PA. Prepararam-se as solucdes com agua bidestilada num
destilador de quartzo. As solugdes de permanganato do potassio (Merck) foram
preparadas pela dissolugdo do sal em acido sulfurico (Mallinckrodt) 2,00 mol L~
'. Como descrito anteriormente, o minoxidil foi fornecido pela Natural Pharma
Produtos Farmacéuticos Ltda, lote n° 1901.

Para a propulsdo das solug¢des foi utilizada uma bomba peristaltica
Ismatec IPC — 8 canais. Usou-se tubos de tygon e de polietileno com 0.8
milimetros de diametro interno (Cole Parmer), para a condugdo das solugdes e
dos reagentes. Com o auxilio de um espectrofotometro Genesis 20 Spectronics,
foram executadas as medidas dos sinais espectrofotométricos. Os experimentos
foram realizados a 50 °C com auxilio de um banho termostatizado ¢ de uma
camara, a qual mantinha a circulacdo da dgua aquecida oriunda do banho
termostatizado em torno do reator helicoidal. A camara (Figura 14) foi

construida na oficina mecanica do IQSC / USP, em poliuretana derivada de 6leo
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de mamona. Para a eliminacao de bolhas formadas pelo aquecimento da solugdo

carregadora, utilizou-se um desborbulhador. O sistema de analise por inje¢do em

fluxo € apresentado na Figura 15.

T agua quente l

0=1275 mm D=1275 mm

H H

10,00 mm
L

10,00 mm
3

65.00 mm 35,00 mm

.t_ji
ww 00‘0l
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Figura 14: Camara de poliuretana para o aquecimento da bobina helicoidal.

B
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7 _@_%‘E D L

I, +

A

Figura 15: Sistema FIA: A — amostra; B — bomba peristaltica; C — solugdo

carregadora; D — espectrofotometro; I — injetor comutador; R — reator; para o

acoplado a um banho

controle de temperatura da bobina helicoidal,

termostatizado; E — desborbulhador e L — descarte.
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8.2.2. Procedimento

O procedimento proposto mede o decréscimo da absorbancia
provocado pela reagdo redox entre o minoxidil € o permanganato de potassio. A
solucdo de permanganato de potassio foi utilizada como a solucao
transportadora e sua concentragdo foi da ordem concentragio era de 3 x 10™* mol
L' a qual gerava, uma absorbancia aproximadamente 1, portanto ndo havendo a
necessidade de padronizagdo prévia. Foi usado um sistema FIA em configuragao
de linha Unica e as aliquotas de minoxidil eram inseridas na linha tnica por um
injetor comutador fabricado em acrilico. A reagdo procedia com temperatura
controlada no reator helicoidal, como descrito anteriormente. O decréscimo da
absorbancia do permanganato de potdssio foi monitorado em 550 nm por um

espectrofotdmetro Genisis 20 (Spectronics).

8.3. Resultados e discussao

8.3.1. Estudo do efeito do comprimento de onda e estudo do efeito da

concentragdo de permanganato de potdassio

A exemplo do trabalho anterior os efeitos do comprimento de onda
e da concentragdo de permanganato de potéassio foram estudados. Conforme
apresentado na se¢ao 7.3.1 o permanganato de potéassio absorve na regido do
espectro visivel, sem a interferéncia do minoxidil e dos produtos de oxida¢do, no

intervalo de 450 a 600 nm, portanto, no método proposto, a reagdo entre o
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permanganato de potassio € o minoxidil foi monitorada em 550 nm, idem ao
capitulo anterior.

O estudo do efeito da concentracdo de permanganato de potassio,
apresentado na se¢do 7.3.3, indicou a concentragdo ideal para absorbancia igual
a 1,00, a concentracio de permanganato de potassio foi da ordem de 3 x 10™* mol

L', sendo estas as condi¢des usadas para a realizagdo desta fase do trabalho.

8.3.2. planejamento fatorial [65]

O planejamento fatorial permite andlise simultdnea de variaveis no

sentido de otimizar o estudo do sistema [65]. No procedimento proposto, a

andlise fatorial foi utilizada para obter os melhores valores para vazao, alga de

amostragem e reator helicoidal. As trés variaveis analisadas simultaneamente
3 . . ~ cr . . ~

geraram 2° (oito) experimentos. As trés variaveis foram avaliadas com relagdo

aos niveis maximo ¢ minimo de acordo com o planejamento apresentado na

Tabela 13.

Tabela 13: variaveis em relagdo aos seus niveis

Niveis
Variaveis
Minimo (-) Maximo (+)
Al¢a de amostragem / cm 10,0 100
Reator helicoidal / cm 50,0 200

Vazdo / mL min’ 1,00 4,93
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Com o planejamento das variaveis a serem estudadas e os seus
niveis definidos, procedeu-se o estudo simultaneo. Os estudos simultdneos das
variaveis foram executados no sentido de esclarecer os efeitos provocados pelas

combinagdes das variaveis e seus niveis no sistema FIA (Tabela 14).

Tabela 14: Arranjo dos niveis em relagdo as variaveis

Experimentos A B C AB AC BC ABC Média

1 + + + - - + + 0,129
P L4 _ + ] _ ; 0,068
3 + - + ; + ; ] 0,174
4 v ] _ ; + + 0,133
5 -+ o+ ; ; + ; 0,218
6 -+ ] - + + ] 0,318
7 ; ] + + ; ; + 0,154
8 ; ; ] + + + ] 0,150

A — reator helicoidal, B — al¢ga de amostragem e C — vazao.

A partir da Tabela 14, s3o montadas equacdes para se avaliar quais
efeitos e suas respectivas ordens sao mais relevantes.
Efeitos de primeira ordem levam em consideragdo uma varidvel

apenas com seus respectivos niveis.
A =(0,129 + 0,068 + 0,174 + 0,133 - 0,218 - 0,318 - 0,154 - 0150) / 4 =-0,048  (12)
B = (0,129 + 0,068 - 0,174 - 0,133 + 0,218 + 0,318 - 0,154 - 0150) / 4= 0,031  (13)

C=(0,129-0,068 + 0,174 - 0,133 + 0,218 - 0,318 + 0,154 - 0150) / 4 =0,0015 (14)
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Percebe-se que, para efeitos de primeira ordem:

o A (reator helicoidal) — influencia no sentido do nivel menor (-);
o B (alg¢a de amostragem) — influencia no sentido do nivel maior (+);
o C (vazdo)- efeito pouco pronunciado.

Efeitos de segunda ordem levam em considera¢cdo a multiplica¢do
entre duas variaveis (AB, AC, BC) e as respectivas multiplicagoes de seus
niveis.

AB = (0,129 + 0,068 - 0,174 - 0,133 - 0,218 - 0,318 + 0,154 + 0150) / 4 = -0,086 (15)
AC=(0,129 - 0,068 +0,174-0,133-0,218 + 0,318 - 0,154 +0150) / 4= 0,050 (16)
BC =(0,129 - 0,068 - 0,174 + 0,133 + 0,218 - 0,318 - 0,154 + 0150) / 4 =-0,021 (17)

Os efeitos de segunda ordem geram:

e AB (reator helicoidal x alca de amostragem) — influencia no sentido de
menor nivel (-);

e  AC (reator helicoidal x vazao) — influencia no sentido do nivel maior (+);

e BC (alg¢a de amostragem x vazao)- influéncia no sentido de menor nivel (-);

Efeitos de terceira ordem levam em consideracdo a multiplica¢do
das trés variaveis (ABC) e a resultante da multiplicagdo dos seus niveis.

ABC =(0,129 - 0,068 - 0,174 + 0,133 - 0,218 + 0,318 + 0,154 - 0150) / 4 = 0,031 (18)
o ABC (reator helicoidal X al¢a de amostragem X vazao) — influencia no
sentido de maior nivel (+);

Considerando-se todos os efeitos percebe-se que realmente a

variavel que menos interfere ¢ a vazdo, portanto, essa pode ser desprezada.
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Assim tem-se agora um planejamento fatorial de 2°, ou seja, quatro

experimentos (Tabela 15).

Tabela 15: Planejamento fatorial 2 experimentos

Experimento A B AB Média
1 + 0,100 + 0,100 + 0,100 0,100
2 + 0,150 - 0,150 - 0,150 0,150
3 - 0,270 + 0,270 - 0,270 0,270
4 - 0,150 - 0,150 + 0,150 0,150
P - 0,170 + 0,0600 -0,0170

Com relagao a Tabela 15 calculo-se a média geral os sinais € 0,168
Efeitos de primeira ordem levam em considera¢do uma varidavel
apenas com seus respectivos niveis.
A = (0,100 + 0,150 - 0,270 - 0,150) / 2 = -0,085 (19)
B =(0,100- 0,150 + 0,270 - 0,150) / 2 = 0,035 (20)
Percebeu-se que, para efeitos de primeira ordem:
o A (reator helicoidal) — influencia no sentido do nivel menor (-);
o B (al¢a de amostragem) — influencia no sentido do nivel maior (+);
Efeitos de segunda ordem levam em considera¢do a multiplica¢do
entre duas variaveis, nesse caso AB e seus respectivos niveis.
AB = (0,100 - 0,150 - 0,270 + 0,150) / 2 = -0,085 21)
Os efeitos de segunda ordem geram:
o AB (reator helicoidal x al¢a de amostragem) — influencia no sentido de

menor nivel (-);
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A partir dos resultados obtidos nos novos experimentos foi
construida a Tabela 16, na qual sdo apresentados os dados obtidos nas andlises
dos efeitos de primeira e segunda ordem. Considerando-se a formula
apresentada na Equacdo 22, substituiram-se os valores apresentados na Tabela

16 nas respectivas incognitas da Equagdo 13, assim, obteve-se a Equacao 23.

Tabela 16: Resultados da segunda bateria de experimentos

A B AB
)y -0,170 0,060 -0,170
Efeito -0,085 0,030 -0,085
Efeito /2 -0,042 0,015 -0,042
Abs = média geral + [(efeitoA)/2].A + [(efeitoB)/2].B + [(efeitoAB)/2].AB (22)
Abs = (0,168 — 0,0420.A + 0,0153.B — 0,0428.AB) (23)

Utilizando a Equagdo 13 construiu-se uma superficie de reposta
(Figura 16), a partir da qual observou-se a tendéncia de crescimento da
absorbancia em dois casos distintos: com o aumento da medida do reator
helicoidal e com a diminui¢do da medida da alga de amostragem e, ainda, com o
aumento da medida da al¢ca de amostragem e com a diminui¢do da medida do
reator helicoidal, isto €, o efeito dos tamanhos da alca de amostragem e do reator

helicoidal sdo inversamente proporcional.
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Figura 16: Superficie de reposta para a otimizacao da alca de amostragem e do

reator helicoidal.

Observando o comportamento inversamente proporcional entre a
alca de amostragem e o reator helicoidal, selecionou-se para a alga de
amostragem 50,0 cm e para o reator helicoidal 100 cm, esses valores foram
selecionados em funcdo da superficie de resposta e ainda em funcdo da
economia de reagentes, pois mesmo com valores de medidas maiores para
ambos, o sinal obtido ndo era tdo maior.

A vazdo mesmo ndo tendo efeito tdo pronunciado, selecionou-se
2,30 mL min”" devido a economia de reagentes ¢ também para favorecer a

limpeza do percurso analitico.

8.3.3. Estudo de efeito da temperatura



71

Visando melhorar os sinais analiticos, investigou-se a influéncia da
temperatura na reacao redox entre o permanganato de potassio e o minoxidil. As

temperaturas estudadas foram 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 ¢ 60,0 °c (Tabela 16).

Tabela 17: Resultados do estudo do efeito da temperatura

Temperatura / °C Absorbincia média® Desvio padrao /£ S
20,0 0,202 8,12x 107
30,0 0,193 4,72 x 107
40,0 0,158 7,39x 107
50,0 0,099 4,79 x 107
60,0 0,139 1,92 x 10™
a—-n=>5

Foi utilizada nesse estudo a cAmara mostrada na Figura 14 acoplada
a um banho termostatizado na inten¢do de circular d4gua com temperatura
controlada ao redor do reator helicoidal.

Os resultados apresentados na Tabela 17 foram tratados
graficamente para melhor visualiza¢do da temperatura a ser selecionada para o

sistema FIA (Figura 18).
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Figura 17: Estudo do efeito da temperatura na reacdo entre o minoxidil e o

permanganato de potassio.

Visando o melhor sinal e o menor desvio padrdo entre as medidas,
selecionou-se a temperatura de 50,0 °C para a realizagio do trabalho.

Uma vez que a temperatura de 50,0 °C mostrou o menor
descoramento do sistema, associado ao menor desvio padrdo optou-se por usa-la

nos estudos de determina¢ao de minoxidil em fluxo a seguir.
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8.3.4. Curva analitica

Otimizados os parametros para o procedimento em fluxo, os quais
sdo apresentados na Tabela 18, construiu-se uma curva analitica para andlise da

amostras comerciais.

Tabela 18: Parametros definidos para a analise por inje¢do em fluxo

Variaveis Parametros
Alga de amostragem / cm 50,0
Reator helicoidal / cm 100
Vazéo / mL min’ 2,30
Temperatura / °C 50,0
A /nm 550

A curva analitica foi construida com sete concentracdes diferentes
de minoxidil, registrando-se o decréscimo da absorbancia em 550 nm, o que
resultou no fiagrama da Figura 18. também foi feito o registro do branco, que
consistiu apenas acido sulfarico 2,00 mol L™

As concentracdes de minoxidil usadas para a construcdo da curva
analitica foram: 1,00 x 107, 2,50 x 10, 5,00 x 10, 7,50 x 107, 1,00 x 10,
2,50 x 10* € 5,00 x 10 mol L. Para concentragdes menores que 1,00 x 10”
mol L' o decréscimo da absorbincia mostrou-se praticamente igual ao
decréscimo provocado pelo efeito de diluicdo, ja4 para amostras mais
concentradas que 5,00 x 10 mol L™, o decréscimo de absorbancia apresentou-

se constante devido a saturagdo do sistema.
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Figura 18: Sinais transientes referentes aos decréscimos de absorbéncia, para a
solucdo carregadora de KMnQO, 3,00 x 10 mol L™ sendo:

A — branco;

B — [minoxidil] = 1,00 x 10 mol L™';

C — [minoxidil] = 2,50 x 10° mol L'™";

D — [minoxidil] = 5,00 x 10° mol L™;

E — [minoxidil] = 7,50 x 10° mol L™;

F — [minoxidil] = 1,00 x 10 mol L';

G — [minoxidil] =2,50 x 10* mol L e

H — [minoxidil] = 5,00 x 10* mol L™

Com os sinais dos decréscimos das absorbancias da solugdo

carregadora de KMnQO, construi-se a curva analitica apresentada na Figura 19.
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Figura 19: Curva analitica com sete concentragdes diferentes de minoxidil e o

branco. (n = 3 repeticoes)

E clara a tendéncia exponencial da curva apresentada na Figura 19
que pode ser confirmado pelo coeficiente de correlacio para a curva de
decaimento exponencial de primeira ordem que foi igual a -0,9997. Entretanto,
ao se aplicar a funcdo logaritmica aos valores de absorbancia, obtém-se uma reta
com coeficiente de correlagdo de —0,9990 o qual gera uma equacao de primeiro
grau apresentada na Equacao 24 (Figura 20) [64].

Log(Abs) = -1,30 x 10°.[minoxidil] — 0,196 (24)
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Condicoes:
Alga = 50,0 cm
R. h.=100 cm

T =50,0 °C
A =550 nm

V = 2,30 mL min”

0,0000 0,0001

0,0002  0,0003

[minoxidil] / mol L

0,0004  0,0005

Curva analitica com a absorbancia logaritimizada.

Substituindo-se os valores dos sinais transientes de absorbancia na

Equacdo 24, foi possivel calcular as concentracdes reais de minoxidil contidas

nas amostras comerciais. A Figura 21 apresenta o registro dos sinais transientes

de absorbancia, fiagramas, para a solucdo usada como branco, para as sete

solucdes padriao de concentragdes diferentes contendo minoxidil (solugdes

usadas na construcao da curva analitica) e para as solugdes contendo as amostras

comerciais (Regaine® e Neoxidil® ambos do lote B). Foram registradas, na

mesma figura, as sinais transientes relativos ao crescimento da concentracao de

minoxidil partindo do branco até a maior concentragdes do analito (5,00 x 10™
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-1 . . . . . .. ~
mol L7). Registraram-se, em seguida, os sinais obtidos das dez injecdes da
~ . ~ O . . ®
solucdo preparada a partir da solucao topica da amostra comercial Regaine ", em
seguida injetou-se branco novamente € mais dez injecoes da solugdo preparada a
partir da amostra comercial Neoxidil®. Para finalizar o experimento, registrou-se
os sinais relativos ao decréscimo das absorbancias com ralacao a diminui¢ao da
concentracdo de minoxidil até o branco partindo da solugdo mais concentrada

(5,00 x 10 mol L™). O limite de detecgdo foi calculado pela equagio 25:

LD =3.8 (25)
LD = limite de deteccao;

S = Erro do coeficiente angular.

O limite de detec¢dao apresentado pelo método em fluxo proposto
foi de 8,92 x 10° mol L' (Figura 25).

O fiagrama da Figura 21 apresenta a auséncia do efeito de memoria
ao se mudar de concentracdo, mesmo quando se parte de uma concentracao
maior para uma concentracdo menor de minoxidil injetada. Com o auxilio da
figura pode-se estimar a freqiiéncia analitica que foi de 32 determinagdes por

hora.
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Figura 21: Registros dos sinais transientes obtidos para as diferentes
concentracdes de minoxidil padrdo, das amostras comerciais € do branco, sendo:

A — branco;

B — [minoxidil] = 1,00 x 10 mol L™;

C — [minoxidil] = 2,50 x 10° mol L'™";

D — [minoxidil] = 5,00 x 10° mol L™';

E — [minoxidil] = 7,50 x 10° mol L™";

F — [minoxidil] = 1,00 x 10 mol L™';

G — [minoxidil] =2,50 x 10* mol L™';

H — [minoxidil] = 5,00 x 10* mol L™';

R — Regaine® [minoxidil] tesrica = 1,0036 x 10 *mol L™ e
N — Neoxidil® [minoxidil] tesrica = 1,0036 x 10 * mol L™,
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8.3.4. Analise das amostras comerciais

Foram analisadas duas amostras comerciais contendo minoxidil
(Regaine® e Neoxidil® ambos do lote B) os resultados sio apresentados na

Tabela 19.

Tabela 19: Resultados da anélise das ampostras

Amostras Rotulo / mg mL™” FIA* Comparativo "
Neoxidil® 20,0 209+ 6x 107 20,8+ 0,41
Regaine® 20,0 212+8x 107 20,9 + 0,54

a—mgmL" £ desvio padrio, n=10

b — Lote B das amostras comerciais

Os erros relativos calculados para o rétulo e ao método comparativo

sdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20: Erros relativos ao rotulo e ao método comparativo

Erros / %
Amostras
Rotulo Comparativo
Neoxidil® 4,31 0,481
Regaine® 6,00 1,44

O resultados do método proposto apresentados na Tabela 19, se
mostraram coerentes com os valores rotulados das amostras comerciais € com o
®

método comparativo com ligeiro desvio para o valor rotulado do Regaine".

Entretanto, ha concordancia com o método comparativo. Foram calculados os
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niveis de confianca em que o método proposto concorda com o valor rotulado
das amostras comerciais € com o método comparativo, usando o teste t-Student
[43] sendo possivel concluir que, o procedimento proposto concorda com o

método cromatografico em 99 % de confianca.

8.3.5. Teste de adigdo e recuperacdo

A exatidao do método proposto foi avaliada pelo teste de adig¢ao e
recuperagio, observando-se recuperacio entre 104,7 % para o Neoxidil “ e 106,4
% para o Regaine ® (n = 5), na determinagio de minoxidil, em ambas as
formulagdes farmacéuticas. O teste de adigdo e recuperacdo obedeceu aos
parametros otimizados para esse método, adicionou-se quantidade de solugdo
padrao de minoxidil a solugdo contendo o volume necessario de solugao topica
de modo a totalizar 1,80 x 10™ mol L™ de padriio e quantidades de solugdo das

amostras suficientes para completar 2,80 X 10 mol L™' em minoxidil.

8.4. Conclusoes

O uso da analise por injecao em fluxo (FIA) para a determinagdo de
minoxidil em formula¢des farmacéuticas usando permanganato de potéassio
como reagente redox apresentou-se como um método exato e preciso. Os valores
de concentracdo de minoxidil obtidos pelo método proposto foram concordantes
com o rétulo e com o método comparativo. Portanto conclui-se que o método

aqui proposto ¢ eficiente na determinagao de minoxidil em amostras comerciais.
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9. DETERMINACAO TITRIMETRICA COM DETECCAO
POTENCIOMETRICA DE MINOXIDIL EM AMOSTRAS
COMERCIAIS USANDO DICROMATO DE POTASSIO COMO

REAGENTE

9.1 Introducao

A titrimetria com detec¢do potenciométrica ¢ uma técnica classica
que envolve a reagao redox entre o dicromato de potassio (K,Cr,0O5), e o analito
a ser investigado. O K,Cr,05 ¢ padrao primario e sua reducao ¢ evidenciada pela
mudanca de cor, que vai do alaranjado (Cr,O;”) ao verde (Cr’"). Porém, na
maioria dos casos, essa mudanca de cor ¢ lenta e sutil, causando erros na
determinacao visual de ponto final da titulagdo. Entretanto, usando-se a detecg¢ao

potenciométrica, os erros no ponto final da titulagdo sdo eliminados [31].

9.2. Experimental

9.2.1. Reagentes e equipamentos

Os reagentes usados para a titrimetria com deteccao
potenciométrica foram de grau analitico, PA. Prepararam-se as solugdes com

agua bidestilada num destilador de quartzo. As solucdes do dicromato de
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potassio (Merck) foram preparadas pela dissolugao do sal em acido sulfarico
(Mallinckrodt) 2,00 mol L™". Como descrito anteriormente o minoxidil padrio
foi fornecido pela Natural Pharma Produtos Farmacéuticos Ltda, lote n° 1901.
Para os experimentos foram usados um eletrodo de platina como
eletrodo indicador e um eletrodo de calomelano saturado como eletrodo de
referéncia. Para as medidas de potencial foi usado um pHmetro Corning M 425,
e as medidas titulométricas ocorreram em uma célula de vidro com capacidade
para 25,0 mL de solugdo. A célula eletroquimica estava acoplada a um banho
termostatizado para o controle de temperatura e a solugdao contida na célula foi
agitada com o auxilio de um conjunto agitador / barra magnética. As aliquotas

de amostra foram adicionadas a partir de uma bureta de 10,00 mL.

9.2.2. Procedimento

Colocou-se na célula contendo o eletrodo de platina, eletrodo de
trabalho, ¢ o cletrodo de calomelano saturado, eletrodo de referéncia, 1,00 mL
solucdo de dicromato de potassio na concentracdo de 1,00 x 107 mol L,
adiciona-se ao dicromato de potassio 9,00 mL de acido sulfurico 2,00 mol L
! sob agitacdo, mantendo-se a temperatura em 60 °C. Adicionou-se aliquotas de
0,500 mL de amostras contendo minoxidil a 1,00 x 102 mol L™ em meio 4cido a

cada trés minutos para que o potencial se estabilize e a leitura pudesse ser feita.
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9.3. Resultados e discussdo

9.3.1. Estudo do efeito da temperatura

Para a temperatura ambiente, 25 °C, e tempo de estabilizagdo de um
minuto ndo foi possivel notar a mudanga de cor do dicromato, ou seja, ndo
houve reagdo entre o minoxidil e o dicromato (Figura 22)

Com o indicio de que a reagdo ndo ocorria em temperatura
ambiente no tempo definido para a estabilizagdo do potencial (Figura 22),
estabeleceu-se, entdo, trés minutos para o tempo de estabilizacdo do potencial e
efetuou-se um estudo do efeito da temperatura, para isso foram efetuadas
titulagdes em 40, 50, 60 ¢ 70 °C apresentadas na Figura 23.

Baseando-se nos resultados do estudo do efeito da temperatura
apresentados na Figura 23, observou-se que os experimentos que apresentaram
melhor definicdo da curva potenciométrica foram as titulagdes realizadas em 60
e 70 °C (Figura 24). Ao se comparar os perfis das curvas potenciométricas de
ambas as titulagcdes e, ainda, comparando-se os pontos finais das mesmas,
percebeu-se um melhor perfil da curva potenciométrica da titulagio a 60 °C e o
ponto de final da mesma apresentou um valor do ponto final mais proximo ao
valor do ponto de equivaléncia calculado previamente, portanto selecionou-se

como temperatura de trabalho a temperatura de 60 °C (Tabela 21).
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Figura 22: Curva potencial em funcdo do volume de minoxidil a 25 °C e adicio

de 1 minuto para tempo de estabilizagio e sua derivada 1°.

Condigdes:

[minoxidil] = 1,00 x 10” mol L™
[K,Cr,0,] = 1,00 x 102 mol L™
Volume de K,Cr,0; = 5,00 mL
[H,S04]=2,00 x 10> mol L™
Volume de H,SO, =5 mL
Temperatura = 25 °C

Ponto de equivaléncia = 15,0 mL
Tempo de estabilizacdo = 1 minuto



Tabela 21: Erros relativos comparados ao rotulo e ao método comparativo
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Temperatura / °C Pto final / mL~ Pto de equivaléncia /mL"~  Erro/ %
60 9,46 9,00 5,11
70 7,10 9,00 21,1
"n = 3 repeti¢des
450 - o 40°C
_500'_ ° 5OOC oy ..0000...
ssof @ 602(3 ° .°'o:oou..
600 e 70°C .o .
-650-— : oo °®
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Volume de tiotulante / mL

Figura 23: Efeito da temperatura nas titulagdes potenciométricas de minoxidil

com dicromato de potéssio.

Condigdes:

[minoxidil] = 1,00 x 102 mol L™';

[K,Cr,0,] = 1,00 x 102 mol L';

Volume de K,Cr,O7¢q) = 3,00 mL ;

[H,S04]=2,00x 10? mol L;

Volume de H,SO4,q =5 mL e

Tempo de estabilizagdo = 3 minutos por adicao de titulante.
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Figura 24: Curva do potencial em funcdo do volume de titulante a 60 °C.

Condigdes:

[minoxidil] = 1,00 x 10 mol L™;
[K,Cr,07] = 1,00 x 10> mol L;
Volume de K,Cr,O; = 3,00 mL ;
[H,S04]=2,00 x 10*mol L™';
Volume de H,SOs=5mL e

Tempo de estabilizagdo = 3 minutos.
Temperatura = 60 °C

9.3.2. Analise das amostras comerciais

Com os parametros definidos analisaram-se as amostras comerciais
contendo minoxidil (Regaine® e Neoxidil® do lote A). Porém, haviam dois

interferentes em potencial, o etanol e propileno glicol, sendo que ambos
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poderiam ser oxidados pelo dicromato de potassio. Titularam-se as amostras
preparando-as pela simples dilui¢do das solugdes topicas em acido sulfurico para
atingir a concentragdo final de 1,00 x 107 mol L. Entretanto, o etanol e
propileno glicol usados como veiculo nas amostras comerciais foram oxidados
consumindo todo o dicromato de potdssio. As Figuras 25 e 26 apresentam as
curvas potenciométricas para as titulagdes com o Regaine® ¢ o Neoxidil®
respectivamente sem a extracao do veiculo.

Para eliminar a interferéncia do veiculo foi preciso extrai-lo
seguindo o seguinte procedimento:
° Inicialmente, extraiu-se o maximo de etanol contido em um volume
conhecido de amostra com auxilio de um evaporador rotatério a 70 °C com
pressdo reduzida. Nessa etapa, o propilenoglicol nao ¢ eliminado, devido a seu
ponto de ebulicdo ser maior que o do etanol, a amostra ndo ¢ seca
completamente, formou-se uma mistura viscosa de minoxidil e propilenoglicol;
o Adicionou-se acetona a mistura viscosa para a precipitagdo do minoxidil;
o O minoxidil foi separado por filtracdo a vacuo, utilizando-se um funil de

uma placa sinterizada;

o Secou-se o precipitado em estufa a aproximadamente 60 °C por 30
minutos;
o O precipitado seco foi diluido em 4cido sulfarico 2,00 mol L™, obtendo-se

a solucao de trabalho.
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Figura 25: Curva potenciométrica para Regaine  sem a extragao do veiculo.

Condigdes:

[minoxidil] = 1,00 x 10 mol L™;
[K,Cr,0,] = 1,00 x 102 mol L™;
Volume de K,Cr,O; =2,00 mL ;
Volume de H,SOs=5mL e

Tempo de estabiliza¢do = 3 minutos.
Temperatura de trabalho = 60 °C
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Figura 26: Curva potenciométrica para Neoxidil® sem a extra¢do do veiculo

Condicoes:

[minoxidil] = 1,00 x 102 mol L™';
[K,Cr,07] = 1,00 x 10 mol L;
Volume de K,Cr,O; =2,00 mL ;
Volume de H,SOs=5mL e

Tempo de estabilizagdo = 3 minutos.
Temperatura de trabalho = 60 °C

Apos a extracdo do veiculo foram efetuadas a titulacdes com as
amostras comerciais resultando nas curvas potenciométricas das Figuras 27 e 28

. ® . 7.1® . , ~ ,
para o Regaine™ e o Neoxidil™ , respectivamente, apos extragao do veiculo.
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Figura 27: Curva potenciométrica para Regaine® com o veiculo extraido.

Condicoes:

[minoxidil] = 1,00 x 10> mol L™';
[K,Cr,0,] = 1,00 x 102 mol L';
Volume de K,Cr,O; =2,00 mL ;
Volume de H,SOs=5mL e

Tempo de estabilizacdo = 3 minutos.
Temperatura de trabalho = 60 °C

14
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Figura 28: Curva potenciométrica para Neoxidil® com o veiculo extraido.

Condicoes:

[minoxidil] = 1,00 x 102 mol L™';
[K,Cr,0,] = 1,00 x 102 mol L';
Volume de K,Cr,O; =2,00 mL ;
Volume de H,SO, = 5,00 mL e
Tempo de estabilizacdo = 3 minutos.
Temperatura de trabalho = 60 °C

Com a extracdo do veiculo os perfis das curvas potenciométricas
das amostras comerciais sao semelhantes aos perfis das curvas potenciométricas
obtidas peara as solugdes padrao.

Para a identificagdo do ponto final da titulacdo potenciométrica foi

utilizada a curva de Gran [33] que consiste num grafico de AE / AV em funcao
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do volume de amostra adicionado, no qual a intersec¢do entre as duas tendéncias
de reta indica o ponto final da titulagdo com mais precisdo que se fosse utilizado
o método da derivada. As Figuras 29 e 30 apresentam as curvas de Gran para o

Regaine® e o Neoxidil® respectivamente.

120 k£ pto final = 5,76 mL
100 +
80 -
60 |
2% |
o> 40
2z |
20 |
.I
I . .
0— | ] u ll.l
_20 1 ] ] ] , | \ | . I | | |
0 2 4 6 8 10 12 14

Volume de amostra / mL

Figura 29: Curva de Gran do Regaine® com ponto final da titulagdo em 5,76 mL

(resultados da Figura 27) [33].
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Figura 30: Curva de Gran do Neoxidil® com ponto final da titulagdo em 5,75 mL

(resultados da Figura 28) [33].

Com os pontos finais das titulagdes potenciométricas das amostras
comerciais pode-se encontrar as concentracdes de minoxidil contidas nas
formulagdes. A relagdo entre os reagentes foi de 3 de minoxidil para 1 de
dicromato de potéssio. Os resultados obtidos na titulacdo sdo apresentados na

Tabela 22.
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Tabela 22: Resultados obtidos na titulacao potenciométrica

Amostra Rétulo * Titulagiio " Comparativo( lote A)
Neoxidil® 20,0 20,7 £ 0,20 19,4 + 0,41
Regaine® 20,0 21,0 + 0,30 20,9 + 0,47

a — valores dados em mg mL"
b — concentracdo de minoxidil + desvio padrao

¢ — 3 repetigdes

Os erros relativos ao rotulo e ao método comparativo sao

apresentados na Tabela 23.

Tabela 23: Erros relativos ao rotulo e ao método comparativo

Erro relativo / %

Amostra

Rotulo Comparativo
Neoxidil® +3,72 +6,70
Regaine® +4,71 +0,479

Os valores para a concentragdo de minoxidil contido nas amostras
se apresentaram concordantes com o os valores apresentados no rétulo e os
valores encontrados pelo método comparativo. Tal concordéancia foi estabelecida
a partir dos niveis de confian¢a, usando o teste t-Student [43], em que o método
proposto concorda em 90 %, com o valor rotulado das amostras comerciais e

com os valores obtidos pelo método comparativo.
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9.3.3. teste de adi¢do e recuperagao

Foi avaliada a exatiddao do método proposto pelo teste de adicao e
recuperagdo, observando-se recuperagio entre 98,7 % para o Neoxidil “ ¢ 97,4 %
para o Regaine ® (n = 3), na determinagio de minoxidil, em ambas as amostras
comerciais. O teste de adicdo e recuperacdo obedeceu aos parametros
otimizados para esse método, adicionou-se quantidade de solucdo padrdo de
minoxidil a solu¢do contendo o volume necessario de solucao topica de modo a
totalizar 0,500 x 10™ mol L' de padrio e quantidades de solu¢do das amostras

suficientes para completar 1,25 X 10 mol L em minoxidil.

9.4. Conclusoes

A determinagdo titrimétrica com detec¢do potenciométrica de
minoxidil em amostras comerciais usando dicromato de potassio como titulante,
apresentou-se como um método exato e de baixo custo, porém o tempo de cada
titulacao ¢ alto e, também, a preparacdo das amostras comerciais para isentd-las
do veiculo torna mais lento ainda as andlises. Os valores de concentracdo de
minoxidil obtidos pelo método proposto foram concordantes com o rotulo e com
o método comparativo, concluindo-se entdo, que o método aqui proposto €

eficiente na determina¢ao de minoxidil em amostras comerciais.
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10.CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS DE

TRABALHOS FUTUROS

Os resultados obtidos sugerem que os métodos propostos neste
trabalho foram eficazes na determinacao de minoxidil em amostras comerciais,
considerando-se os limites, erros e limitagdes inerentes a cada técnica. Os
capitulos 6, 7 ¢ 9 descrevem procedimentos analiticos classicos, que podem ser
uteis na determina¢ao de minoxidil em amostras comerciais.

O capitulo 8 emprega um procedimento em fluxo para
determinagdo do analito, em um método automatizado que permite a
determinacdo do analito com maior freqliéncia analitica e minimizagdo dos
problemas de preparo e inje¢do de amostras, caracteristicos deste tipo de
aplicagao.

Comparando-se os métodos e levando em consideragdo os
equipamentos utilizados, sensibilidade e residuos gerados, pode-se afirmar que o
procedimento em fluxo se apresentou mais eficaz com relagdo a sensibilidade e
geragdo de residuos. Entretanto com o aumento das farmacias de manipulagdo
um procedimento simples e barato para o controle de qualidade seria a
“Determinacgao titrimétrica de minoxidil em formulagdes farmacéuticas usando

permanganato de potassio”, mesmo sendo limitado com relagdo a sensibilidade,
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as amostras a serem analisadas apresentam uma concentragdo conhecida de

farmaco.
Perspectivas de trabalhos futuros
o A elucidacao da estrutura do produto de oxidacao do minoxidil,
o A determinacdo do minoxidil em matrizes mais complexas, como urina e

plasma sanguineo,
o Determinagao de minoxidil em fluxo apos preparacao de sais de diazénio,
com deteccao espectrofotométrica, visando maior sensibilidade,
o Estudos termoandliticos do analito, visando caracterizd-lo do ponto de
vista térmico.

Até este momento entende-se que o trabalho ¢ uma contribuicao
para a determinag¢do deste analito, para o qual existem poucas alternativas

analiticas além dos procedimentos cromatograficos.
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