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RESUMO

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

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

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

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

literature
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1 INTRODUGAO

1.1 Apresentacéao

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

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

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

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

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

interferéncia significativa da matriz®.

1.2 Nanotubos de Carbono

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

entre camadas de 0,3 — 0,4 nm™*.

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

de Carbono de Paredes Mdltiplas)™®.

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

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

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

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

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

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

(6,6)

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

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

3
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(n,0) zigzag

(n,n) armchair

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

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

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

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

nomes devido as suas terminacdes, como apresentado na Figura 1.4

i .

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

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

quiral.

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

eletronicos.

1.2.1 Sinteses dos CNTs

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

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

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

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

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

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

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

1.2.2 Tratamento dos CNTs

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

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

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

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

grupos nitro?>#

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

Figuras 1.6 A e B.

H,SO,: HNO,
—’ o)

>0 NO

HO 2

Figura 1.5 Representacdo esquematica da funcionalizacdo dos CNTs por tratamento

quimico.

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

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

também sédo empregados na modificacdo ndo covalente.

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

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

1.2.3 Toxicidade dos CNTs

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

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

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

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

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

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

ecossistemas®*®,
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1.2.4 Aplicagbes dos CNTs

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

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

5,22 37,38

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

4041 Eletrodos modificados com filmes diversos contendo CNTs

42,43

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

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

Ha diversos trabalhos na literatura envolvendo eletrodos eletroquimicos a

base de filmes de CNTs. Wang et al*

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

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

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

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

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

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

1.3 Dihexadecil hidrogénio fosfato

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

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

5 0 0 0 5

O—P—OH 0= P— OO P— Obh—— 0= P— Okt ----O= P— OH—-
5 0 0 0 5
L S T T
I(C|‘@14 I(C|‘|2)14 I(C|‘|2)14 I(C|‘@14 I(C|‘|2)14
CHs CHs CHs CHs CHs

Figura 1.7 (A) Estrutura molecular do DHP. (B) Possivel interacdo entre as
moléculas de DHP na formacdo do filme sobre a superficie do eletrodo apés

evaporacéo do solvente®.

1.4 Fibratos

Os fibratos sdo compostos organicos nao esteroidais, derivados do acido

fibrico, usados como agentes antihiperlipidémicos®. Estes farmacos reduzem os
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niveis de lipideos (colesterol e triglicerideos) no sangue. O primeiro composto
pertencente a essa classe (Clofibrato) foi descrito no inicio dos anos 1960, na busca
de novos compostos organicos com atividade redutora de colesterol em ratos®*. Mais
recentemente, foi demonstrado que os fibratos inibem varias etapas das vias
metabdlicas da biossintese do colesterol. Genfibrozila, bezafibrato, fenofibrato,
clofibrato e ciprofibrato sdo medicamentos amplamente indicados em pacientes para
0S quais os testes confirmaram um aumento endbégeno na concentracdo de

triglicerideos devido & ma alimentacao®°.
1.4.1 Genfibrozila

A genfibrozila (GEN) € o nome genérico dado ao acido 5-(2, 5-dimetilfenoxi)-2, 2-
dimetilpentandico representado na Figura 1.8. Esta molécula € um composto
regulador de lipideos, indicado para reduzir o nivel de colesterol total, lipoproteina de
baixa densidade (LDL), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e triglicerideos
Além disso, eleva o nivel de lipoproteina de alta densidade (HDL), sendo indicada
para os seguintes casos>>>°;

» Prevencao priméria de doenca arterial coronariana e infarto do miocardio em
pacientes com hipercolesterolémica, dislipidemia mista e hipertrigliceridemia.
» Tratamento de paciente adultos com niveis séricos elevados de triglicerideos

(hiperlipidemia tipos IV e V) que apresentam risco de pancreatite e que néo

respondam adequadamente a um determinado esforco dietético para

controla-los.
Hec  CHs
HsC O OH

CH,

Figura 1.8 Estrutura molecular da Genfibrozila (GEN).

A GEN possui uma meia-vida de eliminacdo plasméatica de aproximadamente
1,5 horas e é ministrada duas vezes ao dia. A dose diaria recomendada é de 900-
1200 mg, ndo devendo ultrapassar a dose maxima de 1500 mg/dia.
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A Farmacopeia britanica® recomenda a cromatografia liquida de alta
eficiéncia como técnica analitica a ser usada na quantificacdo da GEN em
formulagdes farmacéuticas.

Na literatura alguns métodos analiticos sdo descritos para a determinacéo de
GEN em produtos farmacéuticos e fluidos biologicos, tais como cromatografia liquida

58-62 63,64

de alta eficiéncia®®, cromatografia gasosa®*®, espectrofluorometria®, micro

extracdo em fase sélida®®, e potenciometria®’.

Xu et al®®

, propuseram a determinacdo de GEN usando polarografia sendo
obtido um limite de deteccéo de 9,0 x 10°° mol L™ e curva analitica no intervalo de
concentracdo de GEN entre 1,8 x 10~ e 2,4 x 10™° mol L™. Esse foi o nico trabalho
encontrado na literatura envolvendo a voltametria para a determinagdo de GEN,
abrindo assim perspectivas de novos estudos e propostas de métodos
eletroanaliticos para a sua determinacdo em compostos farmacéuticos empregando-

se GCE modificados com filmes poliméricos contendo CNTs imobilizados.

1.4.2 Bezafibrato

O Bezafibrato (BZF) é um agente redutor dos niveis de triglicerideos e
colesterol no sangue, possui 0 nome quimico de acido 2-[4-[2-[(4-
clorobenzoil)amino]etillfenoxi]-2-metilpropandico, e esta representado na Figura 1.9,
sendo empregado no tratamento de varios tipos de hiperlipidemias. O BZF diminui o
nivel plasmatico de triglicerideos e aumenta o nivel de HDL no sangue reduzindo,
significativamente, o nimero de casos de incidentes cardiovasculares em pacientes

tratados com este farmaco®.

HC o
/
Oy _NH H3C§/<
d  ©OH

Cl

Figura 1.9 Estrutura molecular do Bezafibrato (BZF)
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A Farmacopeia britanica®” recomenda o uso da cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a determinacdo de BZF em formulac¢des farmacéuticas. Na literatura
sdo relatadas outras técnicas usadas na determinacdo de BZF, incluindo,

69-72 73,74

cromatografia™ ', espectrofotometria e eletroforese capilar’™, ndo sendo

reportadas determinacdes voltamétricas de BZF.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

O objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de eletrodos de
carbono vitreo modificados com filme de dihexadecil hidrogénio fosfato contendo
nanotubos de carbono tratados quimicamente, para a quantificacdo de genfibrozila e
bezafibrato em formula¢des farmacéuticas.

O emprego deste eletrodo modificado para a determinacdo do GEN e BZF
pode ser justificado por diversos motivos, como por exemplo ao fato de que ha um
manuscrito na literatura para a determinacdo do GEN utilizando técnicas
voltameétricas e ndo héa citagbes de trabalhos para determinagdes voltamétricas de
BZF. Além disso, a Farmacopéia britanica preconiza para ambos os farmacos a
técnica de HPLC, método que utiliza instrumentacédo custosa e razoavel quantidade

(volume) de solventes organicos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo serdo relatados os procedimentos experimentais utilizados no
desenvolvimento do trabalho, assim como, uma descricdo da instrumentacéo

(equipamentos, eletrodos e célula eletroquimica).

3.1 Instrumentacgao

Para as medidas voltamétricas foi utilizado um potenciostato/galvanostato
AUTOLAB PGSTAT-30 (Ecochemie) interfaciado a um computador e gerenciado
pelo programa GPES 4.0.

As medidas de pH das solu¢des foram feitas utilizando-se um pHmetro Orion,
modelo EA 940.

As pesagens foram feitas utilizando-se uma balanca analitica Shimadzu,
modelo AUW220D com precisdo de + 0,01 mg e uma balanca analitica Mettler,
modelo H10, com preciséo de + 0,1 mg.

Para a homogeneizacdo das dispersées dos CNTs foi usado um banho
ultrassom UNIQUE, modelo ultraclean 1400 A.

As medidas cromatogréaficas foram realizadas em um cromatografo Shimadzu,
modelo LC-10AT, com detector de UV-vis, modelo SPD-M10AVP com uma coluna
Cis Shim-Pack CLC-ODS (4.6 x 150 mm, 5 ym) e um injetor manual com alca de
amostragem de 20 pL.

As medidas de absorbancia foram realizadas em um espectrofotometro
Shimadzu, modelo UV-2550 usando uma cela de quartzo de 1 cm de caminho

Optico.

3.2 Reagentes e solugdes

Nanotubos de carbono de paredes multiplas (20-30 nm de didametro, 1-2 nm
de espessura de parede e 0,5 - 2,0 um de comprimento, com a pureza de >95 %),
foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Genfibrozila, bezafibrato e diexadecil hidrogénio
fosfato foram obtidos da Sigma-Aldrich. Todos os outros produtos quimicos foram de

grau analitico. Todas as solu¢des foram preparadas com agua ultrapura Milli-Q. A
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solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0), utilizada como eletrélito suporte, foi
preparada a partir de H3PO4 85% v/v e NaH;PO,.

3.2.1 Solugdes estoque

As solucdes estoque de GEN 0,01 mol L ~* foram preparadas diariamente
dissolvendo-se uma massa de 5,00 mg de GEN (Sigma-Aldrich) em 2,0 mL de
etanol.

As solucdes estoque de BZF 0,01 mol L ~* foram preparadas diariamente
dissolvendo-se uma massa de 7,20 mg de BZF (Sigma) em 2,0 mL de etanol.

Todas as diluicdes, a partir das solucbes estoque, foram feitas em eletrélito

suporte.

3.3 Tratamento dos CNTs

Foram misturados 50,00 mg de MWCNTs em 50 mL de uma solugao dos
acidos sulfurico e nitrico concentrados na proporcéo 3:1 v/v, respectivamente. Essa
mistura foi agitada durante 12 h a temperatura ambiente. ApGs esse tempo, lavou-se
0s nanotubos de carbono com agua ultrapura até atingir um pH entre 6,5 - 7,0. A
separacdo da 4gua da suspensdo dos nanotubos de carbono foi realizada com o
auxilio de uma centrifuga. Apos a separacao por centrifugacdo, a por¢cdo de agua
sobrenadante foi retirada utilizando uma bomba peristaltica. Finalizando-se o

processo, os CNTs funcionalizados foram secos por 12 h em uma estufa a 105 °C%.

3.4 Preparacao do filme de MWCNTs-DHP/GCE

O eletrodo de carbono vitreo de 3,7 mm de diametro (Figura 3.1) foi polido
sequencialmente sobre um pano para polimento humedecido com suspensdes de
alumina 0,10 e 0,05 um para a obtencdo de uma superficie espelhada. Em seguida,
lavou-se e sonicou-se com agua ultrapura, por 5 minutos.

Uma massa de 1,00 mg de DHP e 1,00 mg de MWCNTs tratados
guimicamente foram adicionadas a 1,00 mL de agua ultrapura. A mistura foi deixada
em banho ultrassonico por 2 h para dispersar homogeneamente o DHP e os

MWCNTSs, afim de formar uma suspensao estavel*°.
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~

Figura 3.1 Fotografia do eletrodo de carbono vitreo

Um volume de 15 pL da suspensédo de DHP e MWCNTSs foram gotejados na
superficie polida do GCE com o auxilio de uma micropipeta e deixou-se secar por 12

horas a temperatura ambiente.

3.5 Célula eletroguimica

Os experimentos eletroquimicos foram realizados em uma célula de vidro de
compartimento Unico de 15 mL, confeccionada em vidro Pyrex, contendo uma
aliqguota de 10 mL de eletrdlito suporte e um sistema de trés eletrodos descritos a
seqguir:

> Eletrodo de trabalho: eletrodo de GCE modificado com filme de DHP e

MWCNTSs.

> Eletrodo de referéncia: eletrodo de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

» Eletrodo auxiliar: uma placa de platina.

3.6 Amostras

Para as determinacfes de GEN e BZF em formulacdes farmacéuticas foram
adquiridas varias amostras no comércio local. Quatro amostras de 600 e 900 mg de
GEN por comprimido e quatro amostras de 200 mg de BZF por comprimido foram
analisadas em triplicata usando-se o método de adicdo multipla de padrao.

Para a determinacdo de GEN, dez comprimidos foram pesados e macerados
com ajuda de um almofariz e pistilo. Uma massa de 0,1858 g das amostras
contendo 600 mg de GEN por comprimido ou uma massa de 0,1740 g das amostras

contendo 900 mg de GEN por comprimido foram transferidas respectivamente para
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um baldo volumétrico de 50 mL contendo 25 mL de etanol. A solucéo resultante foi
deixada em banho ultrassénico por 15 minutos e o baléo foi completado com etanol
até 50 mL. Aliguotas de 200 pL foram diluidas para 2 mL com eletrélito suporte. Para
as medidas voltamétricas, 250 pL da solucdo diluida de GEN foi adicionada na
célula eletroquimica contendo 10 mL de eletrélito suporte e o sistema de trés
eletrodos.

Para a determinacdo do BZF dez comprimidos foram pesados e macerados
com ajuda de um almofariz e pistilo. Uma massa correspondente a 0,2829 g desta
mistura foram transferidas para um baldo volumétrico de 50 mL, contendo 25 mL de
etanol. A solucdo foi deixada em banho ultrassom por 15 minutos e diluida com
etanol até 50 mL. Aliquotas de 200 uL foram diluidas para 2 mL com eletrélito
suporte. Para as medidas voltamétricas uma aliquota de 50 pL da solugéo diluida de
BZF foi adicionada na célula eletroquimica contendo 10 mL de eletrélito suporte e o

sistema de trés eletrodos.

3.7 Método de referéncia para a determinacdo de GEN

O método de referéncia utilizado para avaliar o desempenho do procedimento
voltamétrico proposto para a determinacdo de GEN foi a cromatografia liquida de
alta eficiéncia com sistema de deteccdo UV-vis, conforme recomendado na
Farmacopeia Britanica®’. Foi usada como fase mével uma solucéo acetonitrila/agua
(70:30, v/v) e pH 2,5 (ajustado com acido ortofosforico 85 % v/v), a vazao da fase
mével foi de 1,2 mL min™, o volume injetado foi de 50 pL e um comprimento de onda

de 232 nm foi selecionado.

3.8 Método comparativo para a determinacao de BZF

O método comparativo empregado para a determinacdo de BZF foi a
espectrofotometria UV-Vis como descrito por J. de Melo et al™.

Uma massa macerada de comprimido equivalente a 50 mg de BZF foi pesada
e transferida para um baldo volumétrico de 50 mL contendo 25 mL de NaOH 0,1 mol
L. A solucdo resultante foi deixada em banho ultrassénico por 15 minutos e
completada com solucdo de NaOH 0,1 mol L™ até 50 mL. A solucéo obtida foi

filtrada em papel filtro qualitativo. As medidas de absorbancia foram feitas no
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espectrofotometro em um comprimento de onda de 230 nm, usando uma cela de

quartzo de 1 cm de caminho Optico.

3.9 Eletrélise em potencial controlado

A eletrolise foi realizada usando cronoamperometria. Uma solucédo do analito
(GEN ou BZF) em eletrdlito suporte foi oxidada durante 900 s. Durante o
experimento, a solucao foi agitada e o potencial do eletrodo de trabalho foi fixado em
um valor superior ao potencial de oxidacdo de cada farmaco’®. Foram registrados os
voltamogramas de redissolucdo de onda quadrada antes e depois da eletrolise e a

carga obtida durante a eletrélise.

3.10 Tratamento de residuos

As solucdes de descarte contendo farmacos e MWCNTs foram coletadas e
armazenadas para ser devidamente tratadas pela central de residuos da UFSCar. O

restante das solucbes empregadas foram neutralizadas e descartadas.



CAPITULO 4 - RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente séo apresentados os estudos da area ativa e morfologia do
eletrodo de carbono vitreo, do eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de
DHP (DHP/GCE) e do eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de MWCNTs
e DHP (MWCNTs-DHP/GCE), seguido da apresentacdo dos resultados obtidos do
desenvolvimento dos métodos voltamétricos para a determinacéo de GEN e BZF em

farmacos.
4.1 Desenvolvimento do eletrodo de trabalho

A dispersdo de MWCNTs e DHP foram preparadas com 1,0 mg de MWCNTSs,
1,0 mg de DHP e 1,0 mL de &gua. Essa composicdo empregada nessa dissertacao
foi a mesma obtidas em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa®, por
apresentar as melhores respostas voltamétricas e a melhor estabilidade e aderéncia

do filme contendo os CNTs sobre o eletrodo de carbono vitreo.
4.1.1 Estudo da area eletroativa do eletrodo.

A area eletroativa do eletrodo de carbono vitreo e dos eletrodos de carbono
vitreo modificados com DHP ou MWCNTs-DHP foram estimadas utilizando a
equacdo de Randles-Sevcik (Eq. 1) utilizando a técnica de voltametria ciclica,
empregando-se uma solucédo de Ks[Fe(CN)g] 1,0 x 10 mol L™ em KCI 0,1 mol L™,
Os voltamogramas ciclicos em diversas velocidades de varredura foram obtidos e

sao apresentados na Figura 4.1:
- 5 An2CP Yoyt
| = 269%10° An"2CD"2v Eq. 1

Sendo | a corrente de pico (A), A a area eletroativa (cm?), D o coeficiente de
difusdo (cm? s™), n é o nimero de elétrons transferidos na reacdo, v a velocidade de
varredura (V s) e C a concentracdo da espécie em solugdo (mol cm™). Um
coeficiente de difusédo (D) igual a 6,2 x 10° cm? s para 0 Ks[Fe(CN)g] foi usado

neste trabalho’’.
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Figura 4.1 Voltamogramas ciclicos para a solucdo de KsFe(CN)s 1,0 x 102 mol L™

em KCI 0,1 mol L™ em diferentes velocidades de varredura de potencial usando (A)
DHP/GCE, (B) GCE, e (C) MWCNTs-DHP/GCE. Dependéncia linear de | vs vV’ para
o célculo da area ativa usando (D) DHP/GCE, (E) GCE e (F) MWCNTs-DHP/GCE

As areas eletroativas foram estimadas para os eletrodos MWCNTs-DHP/GCE,
DHP/GCE e GCE com valores de 0,111, 0,014 e 0,086 cm? respectivamente. A

presenca dos nanotubos de carbono aumentaram a area eletroativa do eletrodo em

comparacao com o GCE. O eletrodo de DHP/GCE apresenta uma éarea eletroativa
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menor que a do CGE provavelmente devido ao recobrimento da superficie do
eletrodo com o filme de DHP limitando assim a transferéncia de elétrons entre o
KsFe(CN)s e 0 GCE. No caso do MWCNTs-DHP/GCE, o aumento da area eletroativa
€ devido aos CNTs na superficie e no meio do filme polimérico, que facilitam as
transferéncias de elétrons entre o indicador de oxidacdo e reducdo e a superficie
base do eletrodo de carbono vitreo.

4.1.2 Caracterizacao dos filmes por MEV

Para a caracterizacdo dos filmes de DHP e MWCNTs-DHP foi utilizada a
técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV). Pode-se observar na Figura
4.2 (A) a imagem obtida para o filme de DHP, onde as particulas dispersas do DHP,
recobrem a superficie do GCE formando um filme. Na Figuras 4.2 (B) apresenta-se a
imagem obtida para o filme de MWCNTs-DHP, onde podem ser observadas as
particulas de DHP dispersas com os MWCNTs para formar um filme que recobre a

superficie do GCE.

Figura 4.2 Imagens de MEV dos filmes: DHP (A) e MWCNTs-DHP (B)
4.2 Determinacao de GEN
4.2.1 Estudo do comportamento voltamétrico do GEN
Inicialmente estudou-se o comportamento voltamétrico do GEN com os

eletrodos GCE, DHP/GCE e MWCNTs-DHP/GCE, utilizando a técnica de voltametria

ciclica. Os estudos foram realizados nas seguintes condi¢des: tampéao fosfato 0,1
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mol L™ (pH 2,0) como eletrélito suporte na presencia de GEN 5 x 10™° mol L™ e
velocidade de varredura de 50 mV s™.

O perfil voltamétrico para 0 GEN nos diferentes eletrodos é apresentado na
Figura 4.3. No eletrodo de MWCNTs-DHP/GCE o GEN apresentou uma melhor
definicdo de pico em relagdo aos outros eletrodos e houve um deslocamento do
potencial de trabalho para potenciais menores. Esse deslocamento pode ser
explicado pelo efeito eletrocatalitico proporcionado pelos nanotubos de carbono.
Além disso, o voltamograma para a solucdo de GEN neste eletrodo, apresentou um
aumento significativo da intensidade de corrente de pico (aumento do sinal
analitico), devido ao aumento na area eletroativa do eletrodo de trabalho.

{—— MWCNTs-DHP/GCE
80 Branco °
1——GCE
—— DHP/GCE
60-
< 4
< 40
— ]
— 20
O i

11 1,2 13 14 15

E /V vs Ag/AgCI
Figura 4.3 Voltamogramas ciclicos para solugdo de GEN 5,0 x 10~ mol L™ em
tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) usando os diferentes eletrodos (em verde: DHP-
GCE, azul: GCE, em preto: MWCNTs-DHP/GCE e em vermelho um branco de
reagentes usando MWCNTs-DHP/GCE) propostos e velocidade de varredura de

potencial de 50 mV s™*
4.2.2 Efeito do eletrélito suporte e do pH

O comportamento voltamétrico do GEN 5,0 x 10~ mol L™ foi investigado em
diferentes eletrolitos suporte, a saber: acido sulfarico 0,1 e 0,5 mol L™, tamp&o
acetato 0,1 mol L™ (pH 4,5), tamp&o BR na faixa de pH de 2,0 a 10 e tamp&o fosfato
0,1 mol L™ na faixa de pH de 2,0 a 10,0 (Figura 4.4). Foi selecionado o tamp&o

fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) como eletrélito suporte por apresentar boa intensidade
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de corrente de pico e a melhor repetibilidade entre medidas sucessivas quando
comparado com 0s outros eletrélitos estudados .

80 i Tampao Acetato 0,1 mol L™ pH 4,5
Tamao Fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0
Tampao B-R pH 2,0
60+ H,S0, 0,5 mol L™
|——H,80,0,1mol L™
< 401
=40
- ]
20+
0 4
T

10 1,1 12 13 1,4
E /V vs Ag/AgCI

Figura 4.4 Voltamogramas ciclicos obtidos para solu¢do de GEM 5,0 x 10~ mol L™

usando MWCNTs-DHP/GCE em diferentes eletrdlitos suporte: Tampao acetato 0,1

mol L™1 (pH 4,5), Tamp&o Fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0), Tamp&o BR (pH 2,0), H,SO4

0,1 mol L™ e H,S0, 0,5 mol L™. Velocidade de varredura de potencial de 50 mV s™

4.2.3 Estudo do potencial e tempo de pré-concentrac o

O potencial de pré-concentracdo do analito para uma solucdo de GEN 5,0 x
107 mol L™ foi estudado em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) em velocidade de
varredura de potencial de 50 mV s no intervalo de potencial de 0,2 V a 1,0 V
empregando-se um MWCNTs-DHP/GCE, sendo que o sinal analitico (corrente de
pico) teve uma variacdo maxima de 5 % no intervalo de potencial estudado. Sendo
assim, as determinacdes de GEN foram feitas sem a aplicacdo de potencial na etapa
de pré-concentracao, ou seja, em circuito aberto.

O tempo de pré-concentracdo para uma solucéo de GEN 5,0 x 10~ mol L™ foi
investigado utilizando-se um MWCNTs-DHP/GCE, a faixa de tempo estudada foi de
30 a 420 s. Como pode ser observado na Figura 4.5, apés 300 s, a corrente de pico
de oxidacao do analito permaneceu constante, devido a saturacdo da superficie do

eletrodo de trabalho com o GEN adsorvido, sendo entdo esse tempo selecionado.
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Figura 4.5 (A) Voltamogramas ciclicos da oxidacdo de GEN 5,0 x 10 mol L™ em
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) usando um MWCNTs-DHP/GCE para diferentes
tempos de pré-concentracdo do analito em velocidade de varredura de potencial de
50 mV s. (B) Variacdo da corrente de pico com o tempo de pré-concentracdo do

analito.
4.2 .4 Estudo das técnicas voltamétricas

No desenvolvimento do método para determinacdo de GEN foram estudas as
técnicas de voltametria de onda quadrada (SWV) e a voltametria de pulso diferencial
(DPV).

A determinacdo do GEN foi realizada com o MWCNTs-DHP/GCE,
empregando-se um tempo de pré-concentracdo do analito de 300 s e tampé&o fosfato
0,1 mol L™ (pH 2,0). Esta etapa de pré-contracdo realizada antes das medidas
voltamétricas, permitiu aumentar significativamente o sinal analitico e a sensibilidade

de cada uma das determinacdes.
4.2.4.1 Voltametria de redissolucéo anddica de onda  quadrada

A resposta voltamétrica do GEN foi estudada usando-se a técnica de
voltametria de redissolucao anddica de onda quadrada. Os parametros instrumentais
que influenciam na resposta voltamétrica, frequéncia (f), amplitude de pulso de
potencial (a) e o incremento de varredura de potencial (AE) foram otimizados,
selecionando-se os parametros instrumentais que permitiram o registro de corrente
de pico de maior intensidade e melhor resolugdo. Na Tabela 4.1 sao apresentados
0S parametros, as faixas estudadas e os valores selecionados para cada parametro.
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Tabela 4.1 Parametros instrumentais otimizados da voltametria de redissolucéo
anddica de onda quadrada

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Frequéncia (Hz) 10 - 65 40
Amplitude (mV) 10-60 45

Incremento de varredura ( AE) 1-6 4

ApoOs a otimizacdo dos parametros instrumentais, e escolhidas as melhores
condicbes experimentais, foi possivel construir uma curva analitica na faixa de
concentracdo de 7,5 x 10% a 9,9 x 10~ mol L™ e limite de deteccdo de 5,3 x 107
mol L™. Para a determinagdo do limite de deteccéo utilizou-se o desvio padréo
relativo da média aritmética de 10 voltamogramas do branco, obtidas das correntes
medidas no mesmo potencial de pico de oxidagdo do GEN e a relagéo:

3s

onde s é o desvio padrdo da média aritmética de 10 brancos e m o valor do
coeficiente angular da curva analitica.

A Figura 4.6 apresenta 0s voltamogramas obtidos por voltametria anddica de
redissolucdo de onda quadrada para diferentes concentracdes (0,75, 1,0, 1,8, 2,5,
3,9,52,7,8e99 x 10 mol L) de GEN em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0)
empregando-se um MWCNTs-DHP/GCE. A curva analitica inserida nesta mesma
figura apresentou a seguinte equacdo: Al (HA) = 0,086 + 1,05 x 107 [GEN] (mol L™) e

coeficiente de correlacéo de 0,997.
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Figura 4.6 Voltamogramas de redissolucdo anddica de onda quadrada (com
correcdo de linha base) para diferentes concentracdes de GEN (0,75, 1,0, 1,8, 2,5,
3,9,52,78¢e909 x 10" mol L") em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0), f = 40
Hz, a = 45 mV, AE = 4 mV. Curva analitica para o0 GEN usando o MWCNTs-
DHP/GCE (inserido), n = 3.

4.2.4.2 Voltametria de redissolucéo anddica de puls o diferencial

A segunda técnica voltamétrica estudada para a determinacdo de GEN foi a
voltametria de redissolugdo anddica de pulso diferencial. Para utilizar esta técnica
foram otimizados os parametros instrumentais, a saber: velocidade de varredura de
potencial (v), amplitude (a) e tempo de modulacdo (t). Na Tabela 4.2 estdo os
intervalos de valores estudados para cada parametro e os valores destes

parametros que foram selecionados para 0s experimentos seguintes.

Tabela 4.2 Parametros instrumentais otimizados da voltametria de redissolucéo

anddica de pulso diferencial

Parametro Faixa estudada Valor escolhido
Velocidade de varredura (mV's ™) 10 -100 70
Amplitude (mV) 10-90 70

Tempo de modulagdo (ms) 3-30 10
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Na Figura 4.7 sédo apresentados os voltamogramas obtidos por voltametria de
redissolucdo anddica de pulso diferencial para diferentes concentracdes de GEN
(0,5,1,0 2,5,5,0,7,5e 9,9 x10°mol L™ com limite de deteccéo de 1,4 x 10~" mol
L™ calculado aplicando a equagéio 2. A curva analitica foi construida com os valores
da media de trés determinacdes e foi linear de acordo com a seguinte equacao Al

(HA) = 6,32 + 2,49 x 10° [GEN] (mol L™) com coeficiente de correlagéio 0,997.

30
35
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20 1< 20|
= 154
< 10
EPTEE
-~ 10 7 2 4 6 8
—_— [GEN] x 10 "mol L~
<
0 | ——

1 12 13 14
/'V vs Ag/AgCl

1,0 1
E
Figura 4.7 Voltamogramas de redissolucdo anddica de pulso diferencial (com
correcéo de linha base) para diferentes concentra¢coes de GEN (0,5, 1,0 2,5, 5,0, 7,5
e 9,9 x 10° mol L™) em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0), v=70 mV s, a =70
mV, t = 10 ms. Curva analitica para o GEN usando o MWCNTs-DHP/GCE (inserido),
n=3.

Uma comparacdo dos parametros analiticos obtidos para cada uma das

técnicas voltamétricas estudadas sdo apresentadas na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 Parametros analiticos obtidos para a determinacdo de GEN usando as

técnicas de voltametria de redissolucdo anddica de onda quadrada e pulso

diferencial
Parametro SWV DPV
Linearidade (mol L %) 75%x10%a99x10" 50x107a9,9x107°
Coeficiente de correlagéao ( r) 0,997 0,997
Coeficiente angular ( pA mol ' L) 1,05 x 10’ 2,5 x 10°
Coeficiente linear ( pA) 0,086 6,32

Limite de deteccdo (mol L ) 53 x107° 1,4 x 107”7
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Diante destes resultados, a voltametria de redissolugdo anddica de onda
guadrada foi entdo selecionada para desenvolver o procedimento eletroanalitico
para a determinacdo de GEN em formulacbes farmacéuticas por apresentar a

melhor faixa linear, a melhor sensibilidade e o menor limite de deteccéo.

4.2.5 Estudo da repetibilidade

A repetibilidade intra-dia e a repetibilidade inter-dias para o método proposto
foi avaliada em duas diferentes concentracdes 2,5x10" e 7,5x10~' mol L™. Para o
estudo da repetibilidade intra-dia, um conjunto de 10 medidas foram realizadas nas
mesmas condigdes experimentais no mesmo dia e com o mesmo eletrodo, sendo
calculados os respetivos desvios padrdes relativos (RSD) que estdo apresentados
na Tabela 4.4. A repetibilidade inter-dias foi avaliada por diferentes medidas
realizadas em cinco diferentes dias renovando o filme de MWCNTs-DHP a cada dia
e usando as mesmas condicdes experimentais. Os RSD calculados s&o
apresentados na Tabela 4.4. Como pode ser observado o método voltamétrico
proposto apresenta boa repetibilidade intra-dia e inter-dias, representadas em baixos

RDS (%), uma indicacdo da precisdo do método analitico.

Tabela 4.4. Desvio padrao relativo da repetibilidade intra e inter-dias para solucdes
de GEN 2,5 x 10~ e 7,5 x 10~ mol L™ em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0)

Repetibilidade [GEN] x10" mol L ™* RSD (%)
2,5 1,7
Intra-dia #
7,5 2,8
2,5 2,2
Inter-dias 2°
7,5 3,1

2n=10 "5 dias

4.2.6 Estudo da adicéo e recuperacao

Os efeitos de interferéncia da matriz das amostras na determinacdo do GEN,

usando o método proposto foram também estudados. Os valores obtidos na
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recuperacdo para adicées de 1,38 x 107" mol L™ e 3,38x 10~" mol L™ de GEN
variaram entre 94,5 % a 102,8% como apresentado na Tabela 4.5. Estes valores
indicam que nao houve interferéncia significativa da matriz das amostras na

determinacdo de GEN empregando o método voltamétrico proposto.

Tabela 4.5 Porcentagens de recuperacéo para soluces de GEN 1,38 x10~" mol L™
e 3,38 x10 " mol L™

[GEN] x 10" mol L ™*
%

Adicionado Recuperado
1,38 1,42 102,8
1,38 1,31 94,9
1,38 1,32 95,7
3,38 3,19 94,5
3,38 3,44 101,8
3,38 3,25 96,2

4.2.7 Estudo de interferentes em potencial

A interferéncia em potencial de alguns concomitantes na determinacdo de
GEN em formula¢gdes farmacéuticas foi avaliado em termos de RSD (%) para os
concomitantes normalmente presentes em amostras comerciais (Tabela 4.6). As
substancias avaliadas foram sorbitol, amido, metilcelulose e alcool polivinilico,
substancias geralmente encontradas nas formulagbes farmacéuticas. O estudo foi
realizado adicionando-se cada concomitante a solucdo inicial nas razdes de
concentracfes de 1:1, 1:10 (analito:concomitante) e o sinal obtido foi comparado
com aquele obtidos usando-se apenas a solucéo padrdo de GEN 5,0x107" mol L™,
Na Tabela 4.6 estédo os RSD (%) obtidos para GEN 5,0x10~" mol L™ na presenca de

cada composto.
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Tabela 4.6 RSD (%) da medida de GEN 5,0x10~ mol L™ na presenca de
concomitantes nas propor¢des 1:1 e 1:10 (analito:concomitante)

Composto Proporcao RSD (%)
11 0,67
Sorbitol
1:10 3,23
1:1 2,49
Amido
1:10 2,45
11 3,85
Metilcelulose
1:10 6,00
) 1:1 1,29
Alcool polivinilico
1:10 4,53
11 0,85
Todos juntos
1:10 1,45

Pode-se observar na Tabela 4.6 que nenhum composto estudado apresentou
interferéncia significativa nas determinagdes de GEN. O concomitante que gerou a
maior variacao na resposta voltamétrica foi a metilcelulose (6,00 % na proporcao
1:10). Considerando-se que as formulacdes farmacéuticas, geralmente, possuem
uma proporgcdo de metilcelulose menor, pode-se afirmar que esse composto nao

deveria interferir nas determinagdes voltamétricas.

4.2.8 Método de referéncia

O método voltamétrico proposto, foi comparado com o método cromatografico
(HPLC) de referéncia como recomendado pela Farmacopeia Britanica®’.
Empregando-se as condicbes cromatograficas descritas na parte experimental, o
GEN apresentou um tempo de retencéo de 3,9 minutos com um tempo de volume
morto de 1,5 minutos, como pode ser observado na Figura 4.8. O cromatograma

liquido de alta eficiéncia foi obtido empregando-se uma solucdo de GEN 1,0x10™



Capitulo 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO 36

mol L?, sendo que a curva analitica para esse analito foi linear no intervalo de

concentracéo de 3,0x107° a 3,0x10™° mol L™ (ver inserc&o na Figura 4.8).
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Figura 4.8 Cromatograma obtido para GEN 1,0 x 10 ~* mol L™ e curva analitica

obtida na faixa de concentracdo de 3,0x107° a 3,0x10™° mol L™ (inserida).

4.2.9 Analises das amostras

O método voltamétrico proposto foi aplicado na determinacdo de GEN em
formulagbes farmacéuticas e os resultados obtidos foram comparados com aqueles
obtidos empregando o método cromatografico de referéncia. Na Tabela 4.7 s&o
apresentados os resultados obtidos dos teores de GEN nas amostras farmacéuticas
empregando-se os procedimentos proposto e o de referéncia.

Para comparar os resultados obtidos empregando-se os dois métodos
analiticos, aplicou-se o teste t-pareado’® a um nivel de confianca de 95 %. Como o
valor de t calculado (texp = 0,101) foi menor que o valor de t critico (teriico =3.18, a =
0.05), pode-se afirmar que ndo ha diferenca significativa, a um nivel de 95 % de
confianga, entre os teores de GEN nos produtos farmacéuticos. Ademais, 0s erros
relativos encontrados variaram de -0,9 a 1,7 %, indicando uma boa exatiddo do

meétodo proposto.
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Tabela 4.7 Teores de GEN obtidos em amostras farmacéuticas comerciais utilizando
0s métodos voltamétrico proposto e o HPLC

GEN (mg/comprimido)

Amostras Erro relativo ° (%)
HPLC? Voltamétrico 2
A 914 + 14 920 + 10 0,7
B 923 +15 939+9 1,7
C 622 +7 610+ 7 -19
D 601 + 8 593 +7 -1,.3

2 n = 3 medidas; P [100 x (método voltamétrico — método HPLC)] / método HPLC

4.3 Estudo eletroquimico do GEN

Nesta parte do trabalho sdo apresentados os resultados da determinagéao do
namero de elétrons envolvidos na oxidacdo do GEN, o estudo do efeito da
velocidade de varredura de potencial na resposta voltamétrica do GEN, a
determinacdo do coeficiente de difusdo e é proposto um mecanismo da
eletrooxidacdo do GEN na superficie do MWCNTs-DHP/GCE.

4.3.1 Eletrélise do GEN

A eletrolise do GEN na superficie do eletrodo MWCNTs-DHP/GCE foi
realizada por cronoamperometria. As condicbes experimentais empregadas foram:
solucdo de GEN 5,0 x 10 mol L™ em tamp&o fosfato 0,1 mol L™, tempo da
eletrdlise de 900 s em potencial constante do eletrodo de trabalho de 1,4 V. A Figura
4.9 apresenta o0s voltamogramas de redissolucdo anddica de onda quadrada
registrados antes e depois da eletrooxidacdo do GEN>’.
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Figura 4.9 Voltamogramas de redissolucdo anddica de onda quadrada obtidos para
solucdo de GEN 5,0 x 107 mol L™ em tampao fosfato 0,1 mol L™ antes e apds

eletrdlise do analito por 900 s para f = 40 Hz, a = 45 mV, AE =4 mV.

O valor de n (numero de elétrons) foi calculado utilizando a equacdo de
Faraday (Eq. 3)"°:
Q = nANF Eq. 3

Onde Q é a carga em coulombs, n € o nimero de elétrons transferidos na
reacdo, AN € a variacdo do numero de mol (quantidade de matéria) durante a
eletrolise e F a constante de Faraday, 96485 C mol™

Durante a eletrolise foi registado uma carga de 60,2 mC e o valor de AN
(3,05 x 10~" mol) foi calculado a partir da diferenca entre os nimeros de mols antes e
apos a eletrolise usando-se as correntes de pico dos voltamogramas de onda
qguadrada. Utilizando-se a equacéo de Faraday, o valor calculado para n foi de 2,1 =
2, que indica que a oxidacdo do GEN envolve a transferéncia de dois elétrons por

molécula desse analito.
4.3.2 Efeito da velocidade de varredura de potencia |

O comportamento voltamétrico do GEN foi estudado em diferentes
velocidades de varredura de 5 a 150 mV s™ e os voltamogramas ciclicos sdo
apresentados na Figura 4.10. O sinal analitico aumentou com o aumento da

velocidade de varredura de potencial e houve um deslocamento do potencial de
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oxidagc&o para potenciais mais positivos, evidenciando assim, o comportamento de
um sistema irreversivel. Ademais, a auséncia de pico quando se varreu o potencial
no sentido contrario, corrobora com a irreversibilidade do sistema estudado.

Para determinar se a oxidacdo do GEN na superficie do MWCNTs-DHP/GCE
€ um processo controlado pela adsor¢do das espécies na superficie do eletrodo ou
se € um processo controlado pela difusdo das moléculas do analito, foi construido
um grafico que correlaciona o logaritmo do valor da corrente de pico em funcdo do
logaritmo da velocidade de varredura de potencial (Figura 4.10). Como a
dependéncia de log | foi linear com o log v e o coeficiente angular da reta obtida foi
de aproximadamente 1, pode-se inferir que o processo redox na superficie do

eletrodo de trabalho é controlado pela adsorcdo do analito na superficie do

eletrodo®.
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Figura 4.10 Voltamogramas ciclicos de redissolucdo anddica de GEN 5,0 x 10~ mol
L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ na faixa de velocidades de varredura de potencial

de 5a 150 mV s (A). Dependéncia linear de log I vs log v (B).

4.3.2.1 Célculo do numero de elétrons na etapa dete  rminante da reacéo

O numero de elétrons na etapa determinante da reacdo foi calculado usando-se as
equacdes de Laviron para sistemas irreversiveis (Eq. 4)®'. Essa equacao relaciona o
potencial de oxidacdo da espécie quimica em estudo com o logaritmo natural da

velocidade de varredura de potencial.

. ( RT), (RTK RT
Ex=E°- In S+ Inv
anF anF anF Eq. 4
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Onde E, € 0 potencial de pico anddico, a € o coeficiente de transferéncia de
elétrons, v é a velocidade de varredura (V s ), ks € a constante de transferéncia
heterogénea de elétrons (s™), E° é o potencial formal de oxidacéo.

A Figura 4.11 apresenta o grafico que relaciona E.x em funcéo de In v. A
dependéncia do potencial de oxidagcdo com o logaritmo natural de velocidade de
varredura de potencial foi linear na faixa de velocidades de varredura de potencial
estudada de acordo com a seguinte equacao:

Eox = 1,366 + 0,0259 Inv; r=0,992

Assim, com o valor do coeficiente angular (0,0259) e tomando T = 298 K, R =
8.314 J K* mol™ e F = 96485 C mol™, o valor calculado para an foi igual a 0,990.
Para compostos organicos, « é geralmente assumido como sendo igual a 0,5 e o

valor do niumero de elétrons calculado foi de 1,98 = 2.

1,32' [
O
(@)
< 1,29-
(@)
<
Q 1261
>
u° 1,23
5 4 -3 -2
Inv

Figura 4.11 Dependéncia linear do potencial de oxidagao (E.x) do GEM em tampé&o
fosfato 0,1 mol L™ utilizando o0 MWCNTs-DHP/GCE com o Inv,.

Estes resultados mostram que a oxidacédo do GEN envolve a transferéncia de
dois elétrons na etapa determinante da reacéo, corroborando assim com o resultado

anterior encontrado,
4.3.3 Reacao proposta de eletrooxidacao do GEN
Os estudos da eletrolise do GEN indicaram que a oxidagéo voltameétrica deste

composto organico em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) envolve a transferéncia

de dois elétrons por molécula oxidada. Levando-se em consideracao esse resultado
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e também estudos prévios de degradacdo do GEN por fotofenton®, propde-se a
seguinte reacao de eletrooxidacdo do GEN (Figura 4.13) sobre o eletrodo MWCNTs-
DHP/GCE.

O O
OMOH_, o
H H + 2 + 2H"

Figura 4.12 Reacdo proposta de eletrooxidacdo do GEN na superficie do MWCNTs-
DHP/GCE em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0).

4.4 Determinacéo do BZF

Para o desenvolvimento do método voltamétrico proposto para a
determinacdo do BZF usando o MWCNTs-DHP/GCE foram estudadas diferentes
variaveis experimentais e escolhidas as melhores condigbes de trabalho. Sendo
investigados: o eletrdlito suporte, potencial e tempo de pré-concentracdo e 0s
parametros instrumentais das técnicas voltamétricas para, finalmente, aplicar o
meétodo voltamétrico selecionado na quantificacdo do BZF em formulagbes

farmacéuticas.
4.4.1 Comportamento voltamétrico do BZF

O comportamento voltamétrico do BZF foi estudado por voltametria ciclica
usando os eletrodos GCE, DHP/GCE e MWCNTs-DHP/GCE, na presenca de BZF
3,0 x 107 mol L™ em tampa&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) como eletrélito suporte e
velocidade de varredura de potencial de 50 mV s™. A Figura 4.14 apresenta 0s
voltamogramas ciclicos para a oxidagdo do BZF na faixa de potencial de 0,9 V a 1,3
V, podendo ser observado um pico de oxidacdo do BZF em 1,09 V, com valor de
corrente de 70,0 pA utilizando o MWCNTs-DHP/GCE. O voltamograma ciclico obtido

empregando-se o eletrodo de carbono vitreo apresenta um pico de corrente de
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oxidacéo de aproximadamente 1,13 V e um valor de corrente de 1,09 pA, valor muito
menor quando comparado com o valor registrado usando o eletrodo contendo
MWCNTs. Este aumento significativo no valor do pico de corrente pode ser
explicado devido ao aumento na area ativa do eletrodo atribuido a presenca dos

MWCNTSs no filme cobrindo a superficie eletrodo.
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Figura 4.13 Voltamogramas ciclicos obtidos para BZF 3,0 x 10™ mol L™ em tamp&o

fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) usando os diferentes eletrodos de trabalho (em preto o

MWCNTs-DHP/GC, em vermelho um branco usando o MWCNTs-DHP/GC, em azul

o DHP/CGE e em verde o GCE) com velocidade de varredura potencial de 50 mV

s' e tempo de acumulacdo de 5 minutos.

4.4.2 Estudo do eletrolito suporte

Experimentos iniciais de voltametria ciclica com velocidade de varredura
potencial de 50 mV s™* foram realizados com uma solucéo de BZF 3,0 x 10 mol L™
em tampao fosfato 0,1 mol L™ variando o pH na faixa de 2,0 a 5,0, com o objetivo de
se avaliar o efeito do pH sobre a oxidacdo do BZF. Como pode ser observado na
Figura 4.15, ao aumentar o valor do pH do eletrdlito suporte, tanto o potencial de
oxidacdo do BZF como a intensidade da corrente de pico diminuiram. Este
comportamento indica que o pH tem influéncia direta sobre a oxidacdo do BZF,
devendo assim a concentracao hidrogeniénica ser controlada em todas as solucdes
dos eletrolitos suporte. Sendo assim, nos estudos posteriores trabalhou-se com
diversos eletrélitos suporte em varios valores de pH, objetivando-se obter o melhor
desempenho analitico do método voltamétrico.
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Figura 4.14 (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para solugéo BZF 3,0 x 10~ mol L™
utilizando MWCNTs-DHP/GCE em tampéo fosfato 0,1 mol L™ a diferentes pH (2,0,
3,0, 4,0 e 5,0). com velocidade de varredura potencial de 50 mV s™ e tempo de

acumulacao de 5 minutos.

Utilizando a voltametria ciclica e 0 MWCNTs-DHP/GCE, foram investigados
diferentes eletrélitos suporte, a saber: &cido sulfirico 0,1 e 0,5 mol L™, tamp&o
acetato 0,1 mol L™ pH 4,5, tamp&o BR pH 2,0 e tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0.
Os voltamogramas ciclicos obtidos para o BZF 3,0 x 10 mol L™ nos diferentes
eletrglitos suporte estdo apresentados na Figura 4.16.

O eletrdlito suporte que proporcionou uma melhor resposta para a oxidacéo
do BZF foi o tampé&o fosfato 0,1 mol L™ pH 2,0, com um perfil voltamétrico bem
definido, boa intensidade de pico de corrente e ainda, apresentou um potencial de
oxidacdo menor, quando comparado com os eletrélitos suporte que apresentaram
intensidade de pico de corrente similar. O &cido sulfarico 0,5 mol L™ apresentou a
maior corrente de pico, no entanto este eletrolito ndo foi selecionado por nao

proporcionar respostas voltamétricas reprodutiveis.
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Figura 4.15 Voltamogramas ciclicos obtidos para solucdo BZF 3,0 x 107 mol L™
usando MWCNTs-DHP/GCE em diferentes eletrélitos suporte (acido sulfurico 0,1 e
0,5 mol L™, tamp&o acetato 0,1 mol L™ pH 4,5, tamp&o BR pH 2,0 e tampé&o fosfato

0,1 mol L™ pH 2,0), velocidade de varredura 50 mV s™ e tempo de acumulacdo de 5

minutos.

4.4.3 Estudo do potencial e tempo de pré-concentra¢  ao

O potencial de pré-concentracdo do BZF foi estudado por voltametria ciclica
com velocidade de varredura de potencial de 50 mV s™* em uma solucéo de BZF 3,0
x 10~ mol L™ em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) usando um MWCNTs-
DHP/GCE. Foram empregados um tempo de pré-concentracdo de 240 s com
potenciais que variaram na faixa de 0,0 V a 1,0 V. O sinal analitico (corrente de pico)
teve uma variagao inferior a 5 % no intervalo de potencial estudado. Sendo assim,
as determinacgOes posteriores do BZF foram realizadas sem aplicacado de potencial
na etapa de pré-concentracdo, ou seja, em circuito aberto.

O efeito no tempo de pré-concentracdo foi também estudado empregando-se
uma solucdo de BZF 3,0 x 10 mol L™ em tampé&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) no
intervalo de tempo entre 30 a 240 s, como mostrado na Figura 4.17. Pode ser
observado nesta figura que para tempos superiores a 180 s, a intensidade do pico
de corrente permaneceu praticamente constante, indicando assim uma saturacéao da

superficie do eletrodo com o BZF adsorvido, sendo entdo esse tempo selecionado.
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Figura 4.16 Variagcdo da corrente de pico para diferentes tempos de pre-
concentracdo de BZF 3,0 x 10~ mol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0)
usando um MWCNTs-DHP/GCE.

4.4 .4 Estudo das técnicas voltamétricas

Para o desenvolvimento do método voltamétrico proposto, utilizando um
MWCNTs-DHP/GCE para a determinacdo de BZF, foram estudadas as técnicas de
voltametria de redissolucdo anddica de onda quadrada e a voltametria de
redissolucdo anddica de pulso diferencial. Foram otimizados os parametros

instrumentais e posteriormente foram construidas as respetivas curvas analiticas.
4.4.4.1 Voltametria de redissolucédo anddica de onda  quadrada

A resposta voltamétrica (corrente de pico) para a oxidacao de BZF em tampéao
fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) usando um MWCNTs-DHP/GCE foi estudada por
voltametria de redissolucdo anddica de onda quadrada. Os parametros
instrumentais da técnica (f, a, AE) foram otimizados. Na Tabela 4.8 sao

apresentados as faixas estudadas e os valores selecionados para cada parametro.
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Tabela 4.8 Parametros instrumentais otimizados para voltametria de redissolucéo
anddica de onda quadrada

Parametro Faixa estudada Valor escolhido
Amplitude (mV) 10-60 40
Frequéncia (Hz) 10 -65 20

Incremento de varredura (mV) 3-16 7

4.4.4.2 Voltametria de redissolucéo anddica de puls o diferencial

A resposta voltamétrica para a determinacdo de BZF utilizando um MWCNTSs-
DHP/GCE em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) foi avaliada usando a voltametria
de redissolucdo anodica de pulso diferencial. Para utilizar esta técnica foram
otimizados os parametros instrumentais, a saber: velocidade de varredura de
potencial (v), amplitude (a) e tempo de modulacdo (t). Na Tabela 4.9 sao
apresentados os intervalos de valores estudados para cada parametro e os valores

destes parametros que foram selecionados.

Tabela 4.9 Parametros instrumentais otimizados na voltametria de redissolucéo
anddica de pulso diferencial

Parametro Faixa estudada Valor escolhido
Velocidade de varredura (mV's ™) 10 -110 70
Amplitude (mV) 10 - 150 90
Tempo de modulagao (ms) 3-16 13

4.4.5 Curva analitica

ApoOs a otimizacdo dos parametros experimentais, eletrolito suporte, tempo e
potencial de pré-concentracdo e dos parametros instrumentais das técnicas
voltamétricas, foram construidas as respectivas curvas analiticas. Foram registrados
0s voltamogramas apo0s cada adi¢cao da solugédo padrdo de BZF e com os valores
meédios de trés determinacdes da corrente de pico (n = 3) foi construidas a curva

analitica. Os parametros analiticos para cada técnica (linearidade, coeficiente de
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correlacdo, coeficiente angular, coeficiente linear e limite de deteccdo) foram
calculados e comparados, como é apresentado na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 Parametros analiticos calculados para voltametria de redissolucéo
anddica de onda quadrada e para voltametria pulso diferencial, empregadas na
determinacao do BZF usando o MWCNTs-DHP/GCE

Parametro analitico SWV DPV
Linearidade (mol L ) 50x10°%a9,1x10" 10x10"a9,1x10"’
Coeficiente de correlacéo ( r) 0,997 0,991
Coeficiente angular ( pA mol ' L) 3,40 x 10° 6,26 x 107°
Coeficiente linear ( pHA) 0,078 0,82
Limite de deteccdo (mol L ) 1,6 x 1078 3,8x107°

A voltametria de redissolucédo anddica de onda quadrada apresentou 0 menor
limite de deteccdo e, a curva analitica, o maior intervalo linear de concentracao,
diante destes resultados, esta técnica foi entdo escolhida para as determinagfes de
BZF.

A Figura 4.18 apresenta os voltamogramas obtidos para a construcdao da
curva analitica, esta apresentou uma relacdo linear entre a corrente de pico de
oxidacéo e a concentragao do BZF representada na equacéo Al (pA) = 0,078 + 3,4 x
10° [GEN] (mol L™), com coeficiente de correlacdo 0,997 para diferentes
concentracbes de BZF, a saber: 0,50, 0,75, 1,00,1,96, 2,91, 3,84, 4,76, 5,66, 6,54,
7,40, 8,26 € 9,10 x 10~ mol L™ e limite de deteccdo de 1,6 x 10 mol L™ calculado

pela aplicacdo a equacéo 2.
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Figura 4.17 Voltamogramas de redissolugdo anddica de onda quadrada (com
correcéo de linha base) para diferentes concentragbes de BZF (0,5, 0,7, 1,0,1,9, 2,9,
3,8,4,7,56, 6,5, 7,4,82e91 x 107 mol L") em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH
2,0), f = 20 Hz, a = 40 mV, AE = 7 mV. Curva analitica para o BZF usando o
MWCNTs-DHP/GCE (inserido) n=3.

4.4.6 Estudo da repetibilidade

O estudo da repetibilidade intra-dia do método proposto para a determinacao
do BZF foi realizado utilizando um MWCNTs-DHP/GCE em tampé&o fosfato 0,1 mol
L™ (pH 2,0) contendo BZF 1,0 x 10~" mol L™ ou BZF 5,0 x 10~" mol L. Os desvios
padrdes relativos foram menores do que 5 % para 10 determinacdes sucessivas de
BZF (Tabela 4.11). A repetibilidade inter-dias das medidas foi avaliada por medidas
diarias de BZF nas mesmas concentracdes supramencionadas durante 5 dias
consecutivos, renovando-se o filme do eletrodo em cada dia. Os desvios padrdes
relativos das medidas estdo apresentados na Tabela 4.11 e, em todos 0s casos, sao

inferiores a 5 %.
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Tabela 4.11 . Desvio padrao relativo para o estudo da repetibilidade intra e inter-dias
para solucées de BFZ 1,0 x 107" e 5,0 x 10~" mol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™
(pH 2,0)

Repetibilidade Concentrac&o [10 =" mol L] RSD (%)
1,0 4,3
Intra-dia 2
5,0 3,8
1,0 3,5
Inter-dias
5,0 4,8

2n=10 °5 dias

No estudo da estabilidade do filme, empregou-se voltametria ciclica com uma
velocidade de varredura de potencial de 50 mV s para uma solucéo de BZF 5,0 x
10~" mol L™ em tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) até que houvesse uma variacdo
de corrente de pico igual a + 5%. Foi possivel se obter 50 voltamogramas ciclicos
com um % RSD na corrente de pico inferior a 5%. Apés a 50 medidas os
voltamogramas ciclicos obtidos apresentaram deslocamento do potencial de

oxidacdo e diminuicdo da corrente de pico.

4.4.7 Estudo da adicéo e recuperacao

Para determinar a influéncia da matriz das amostras na resposta voltamétrica
(corrente de pico), foram realizados experimentos de adicdo e recuperacao.
Quantidades de BZF 3,0 x 10~ mol L™ foram adicionadas na célula eletroquimica
contendo 10 mL de eletrdlito suporte e 50 pL de amostra. As recuperacgdes obtidas
variaram entre 94 % a 104 %, indicando, assim, que nao houve interferéncia
significativa da matriz das amostras nas determinacdes voltamétricas de BZF
usando o MWCNTs-DHP/GCE.

4.4.8 Estudo de interferentes em potencial

A interferéncia em potencial de alguns concomitantes (geralmente

encontrados nas amostras comerciais) na resposta voltamétrica para a
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determinacdo do BZF foi investigada. Para tal, medidas voltamétricas de
redissolucdo anddica de onda quadrada foram feitas usando o MWCNTs-DHP/GCE
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) contendo cada concomitante estudado (&lcool
polivinilico, amido, metilcelulose e estearato de magnésio) na presenca de BZF na
propor¢cdao 1:10 e 1:1 de analito:concomitante. Entre as sustancias estudadas,
nenhuma causou interferéncia significativa quando comparadas as intensidade de
corrente de pico do BZF com e sem concomitantes, obtendo-se um RSD inferior a

5% para todas as medidas

4.4.9 Analises das amostras

O teor de BZF foi determinado em quatro amostras adquiridas no comércio
local contendo BZF na dosagem de 200 mg por comprimido. A Tabela 4.12
apresenta os resultados obtidos para os teores de BZF determinados pelo método
voltamétrico usando o MWCNTs-DHP/GCE e por um método comparativo

(espectrofotométrico)’.

Tabela 4.12 Resultados da determinagcdo de BZF em amostras comerciais
aplicando-se 0 método voltamétrico proposto usando o MWCNTs-DHP/GCE e o

método comparativo espectrofotométrico

BZF (mg/comprimido)
Amostra Erro relativo ° (%)
espectrofotométrico *? Voltamétrico 2

A 212 +1 209 +2 -1,4
B 210+ 2 204 +1 -2,9
C 209+1 210+ 2 0,5
D 211 +1 207 +1 -1,9

% n = 3 medidas;

® 100 x (método voltamétrico — método espectrofotométrico)] / método espectrofotométrico

Aplicou-se o teste t pareado’® entre o método proposto e o método
comparativo (texp = 2,4 foi menor do que o valor tgiico = 3.18, a = 0.05). Sendo
assim, ndo hé diferenca significativa entre os teores de BZF obtidos empregando-se
o método de voltametria de redissolu¢cdo anddica de onda quadrada e aqueles

obtidos empregando-se o0 método espectrofotométrico, a um nivel de confianca de
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95%. Ademais, 0s erros relativos encontrados estdo entre —2,9% e 0,5%, indicando
uma boa exatiddo do método proposto.

4.4.10 Comparacdo com métodos descritos na literatu  ra

O intervalo de concentracdo da curva analitica e o limite de deteccédo do
obtidos empregando-se o método voltamétrico proposto utilizando o MWCNTs-
DHP/GCE foram comparados com os resultados de outros trabalhos descritos na
literatura empregando-se métodos distintos como HPLC e espectrofotometria. A
Tabela 4.18 apresenta os resultados para os diferentes trabalhos, podendo-se
observar que o método voltamétrico proposto neste trabalho de mestrado apresenta

a melhor faixa linear e o menor limite de deteccéo.

Tabela 4.13 Comparacao dos resultados de faixa linear e limite de deteccdo para a

determinacao de BZF por diferentes técnicas citadas na literatura.

Método Faixa linear (mol L ™) Limite de deteccdo (mol L ™)
Eletroforese capilar 55x10%-22x107° -

HPLC™ 6,9x107"-1,4x10™" 2,8 x 107

HPLC® 2,8%x107-4,1x10"° -

HPLC™ 2,8x10°-1,4x107 6,4 x 107’
Espectrofotometria " 6,9%x10°-4,1x10"° 1,2 x10°°
Espectrofotometria " 1,7x107-8,3x 107 2,5x10°®

Proposto 50%x10°%-9,1x10"' 1,6 x10°®

4.5 Estudo eletroquimico do BZF

A seguir apresentar-se-8o os resultados obtidos da determinacdo do numero
de elétrons envolvidos na reacao de eletrooxidacdo do BZF, o efeito da velocidade
varredura de potencial e o valor do coeficiente de difusdo usando as condicdes

experimentais descritas, tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) como eletrélito suporte
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e tempo de pré-concentracdo de 180 s empregando-se um MWCNTs-DHP/GCE

como eletrodo de trabalho

4.5.1 Eletrélise do BZF

A eletrolise de BZF 3,0 x 107 mol L™ foi estudada por cronoamperometria em
tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0), aplicando-se um potencial de 1,15 V durante
900 s e empregando-se o MWCNTs-DHP/GCE. A carga registrada no experimento
foi de 9,49 mC e, usando-se as correntes de pico dos voltamogramas de
redissolucdo anddica de onda quadrada (Figura 4.19) foi calculada uma variacao do
nimero de mol (AN) de 5,1 x 10 mol (diferenca entre a quantidade de matéria (mol)

antes e apos da eletrolise).

250 — Antes da eletrolise
1= Apos a eletrolise

2001
« 150;
1 i
~ 100-
501

O_

09 10 11 12

E /V vs Ag/AgCI
Figura 4.18 Voltamogramas de redissolucado anddica de onda quadrada de BZF 3,0
x 107 mol L™, em tampéo fosfato 0,1 molL™ (pH 2,0) f = 20 Hz, a =40 mV, AE = 7
mV, antes e apos eletrdlise do analito por 900 segundos aplicando um potencial de
1,15V no MWCNTs-DHP/GCE.

O valor de AN foi substituido na equacdo de Faraday (Eq. 3)"° junto com o
valor de F = 96485 C mol™ e foi calculado o nimero de elétrons envolvidos na

oxidacao deste analito sobre a superficie do eletrodo como sendo igual a 2.
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4.5.2 Estudo do efeito da velocidade de varredurad e potencial

O efeito da velocidade de varredura de potencial na oxidacdo do BZF foi
estudado com auxilio da voltametria linear na faixa de 10 a 200 mV s™. A Figura
4.20 apresenta os voltamogramas de redissolugdo anddica linear registrados para
diferentes velocidades de varredura de solugdo de BZF 3,0 x 10 mol L™ em
tampéo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0). Pode-se observar que a corrente de pico
aumenta com o aumento da velocidade de varredura e que o valor do potencial de
oxidacdo é deslocado para potenciais mais positivos, comportamento caracteristico

de sistemas redox irreversiveis®.

140
120+
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< 801 200
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09 10 11 12 13 14

E /V vsAg/AgCl

Figura 4.19 Voltamogramas de redissolucdo anddica linear de BZF 3,0 x 10~ mol L™

em tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) e em diferentes velocidades de varredura de
potencial (10, 20, 30, 50, 70, 100, 150, 200 mV s™*) usando 0 MWCNTs-DHP/GCE e

tempo de pré-concentragdo de 5 minutos.

Para determinar se a oxidacdo do BZF na superficie do MWCNTs-DHP/GCE
€ um processo controlado pela adsor¢cdo das espécies na superficie do eletrodo ou
controlado pela difusdo das espécies, foi construido um gréafico que correlaciona o
logaritmo do valor da corrente de pico de oxidagdo em fungao do logaritmo do valor
da velocidade de varredura (Figura 4.21). Como pode ser observado nesta figura,
uma dependéncia linear do logaritmo da corrente com o logaritmo da velocidade de
varredura de potencial com um coeficiente angular de aproximadamente 1, indica
gue o processo redox na superficie do eletrodo de trabalho é controlado por

adsorcado do analito na superficie do eletrodo®.
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Figura 4.20 Dependéncia linear de log | com log v para BZF 3,0 x 10~ mol L™
utilizando o MWCNTs-DHP/GCE.

4.5.2.1 Calculo do numero de elétrons na etapa dete  rminante da reacéo

O numero de elétrons na etapa determinante da oxidacdo do BZF na
superficie do MWCNTs-DHP/GCE foi calculado usando a equacéo de Laviron para
sistemas irreversiveis (Eq 4)®' que relaciona o potencial de oxidacdo com o
logaritmo natural da velocidade de varredura de potencial. A Figura 4.22 apresenta o
grafico que relaciona Eqx em funcéo do Inv. Essa funcéo foi linear de acordo com a

seguinte equacéao:
Eox = 1,165 + 0,029 In v; r = 0,998

Assim, com o valor do coeficiente angular (0,029) e considerando T = 298 K,
R =8.314 J K* mol™, e F = 96485 C mol™ o valor calculado para an foi de 0,89.
Para moléculas organicas, a é assumido como 0,5 e o valor do numero de elétrons

calculado foide 1,78 = 2.
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Figura 4.21 Dependéncia linear de Eq com In v para BZF 3,0 x 10 mol L™

utilizando o MWCNTs-DHP/GCE.
4.5.3 Reacéo de eletrooxidac&do do BZF sobre o MWCNT s-DHP/GCE

Os estudos da eletrolise do BZF indicam que a oxidagcédo voltamétrica deste
composto em tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) envolve a transferéncia de dois
elétrons por molécula oxidada. Levando-se em consideracdo esta informacdo e
estudos prévios de degradacdo do BZF por fotofenton® foi proposto a reacédo de
eletrooxidacdo do BZF sobre a superficie do eletrodo. Como pode ser observado na

Figura 4.24, a reacao de eletrooxidacdo do BZF envolve a perda de dois elétrons e

dois protons.

+2e + 2H
Cl Cl

Figura 4.22 Reacao proposta para a eletrooxidacdo do BZF em tampao fosfato
0,1 mol L™ (pH 2,0) sobre o MWCNTs-DHP/GCE
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5. CONCLUSOES

O uso do DHP na preparacao de dispersdes aquosas de MWCNTs permite
melhorar a estabilidade das dispersdes, assim como, melhorar a aderéncia do filme
no eletrodo de carbono vitreo, uma vez que foi possivel o uso do mesmo eletrodo
para aproximadamente 50 medidas voltamétricas, com apenas uma perda de 5% do
sinal analitico.

O aumento do sinal analitico bem como a diminuicdo no potencial de trabalho
na determinacdo do GEN e BZF foi observado nos eletrodos de carbono vitreo
modificados com MWCNTSs, indicando que a presenca dos MWCNTs melhora a
resposta voltamétrica quando comparado com aquela do GCE, devido as
propriedades dos MWCNTs como facilidade de transferéncia de elétrons e aumento
da area superficial.

O eletrodo usado (MWCNTs-DHP/GCE) e a técnica de voltametria de
redissolucdo anddica de onda quadrada podem ser convenientemente usados para
a quantificacdo de GEN e BZF em formulacdes farmacéuticas, com alta
sensibilidade, baixos limites de deteccado, facilidade de operacédo, além de pre-
tratamento simples da amostra.

Os estudos realizados por voltametria ciclica do GEN usando como eletrodo
de trabalho o MWCNTs-DHP/GCE e eletrdlito suporte tampé&o fosfato 0,1 mol L™ (pH
2,0) permitiram concluir que este composto organico apresenta oxidacao irreversivel
em 1,31V, e envolve a transferéncia de dois elétrons por molécula oxidada.

O método voltamétrico proposto para a quantificagdo do GEN apresentou uma
curva analitica de 7,5 x 10° mol L™ a 1,0 x 10° mol L™ e limite de deteccao de 5,3
x 107 mol L™. Neste intervalo de concentracées, as determinacdes do teor do GEN
em amostras farmacéuticas comerciais foram realizadas com sucesso e 0s
resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando-se um método de
referéncia (HPLC) apresentando erros que variaram entre —1,9 a 0,7 % e nivel de
confianca de 95%.

O comportamento voltamétrico do BZF em tamp&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 2,0) foi
estudado por voltametria ciclica e utilizando como eletrodo de trabalho o MWCNTs-
DHP/GCE. Os resultados indicam uma reacédo de oxidacao irreversivel do BZF em

1,09 V com a transferéncia de dois elétrons por molécula oxidada.
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A faixa linear de trabalho para a quantificacdo do BZF usando o método
voltamétrico proposto foi de 5,0 x 10 a 9,1 x 10~ mol L™ com limite de detecgéo
de 1,6 x 10 mol L™. Assim, as quantificacdes do teor de BZF foram realizadas com
sucesso em amostras farmacéuticas comerciais com erros que variaram entre —2,9 e
0,5 % quando comparadas com o0 método espectrofotométrico, a um nivel de
confianca de 95%.

O método voltamétrico proposto para a determinacdo do BZF apresenta a melhor
faixa linear e o menor limite de detec¢cdo quando comparado com aqueles trabalhos

descritos na literatura
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6 ALGUMAS PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

Aplicar o MWCNTs-DHP/GCE na determinacdo do GEN ou BZF em amostras
biolégicas como urina e soro sanguineo.

Aplicar o eletrodo de trabalho estudado na determinagdo de outros farmacos
e em outras configuracbes de célula eletroquimica como em sistemas de analises
em fluxo.

Estudar outros compostos poliméricos para o desenvolvimento de novos
eletrodos contendo os MWCNTs imobilizados na superficie de um eletrodo de
carbono vitreo.

Com o auxilio de outras técnicas como cromatografia, espectrometria de
massas e ressonancia magnética nuclear, caracterizar os produtos da eletrélise de

GEN e BZF, respectivamente.
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