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UTILIZACAO DE INSTRUMENTACAO

ELETROANALITICA LAB-MADE PARA O ESTUDO
E DETERMINACAO DE FARMACOS, VITAMINAS

E PESTICIDAS

» Resumo

O presente trabalho trata da aplicacdo de uma instrumentacéo lab-made no desen-
volvimento de metodologias para a determinacdo de ranitidina (RNT), dipiridamol
(DIP), cisteina (Cys), N-acetil cisteina (NAC), as vitaminas: acido ascérbico (AA),
nicotinamida (VPP), piridoxina (VB6) e o fungicida hidrazida maleica (MH) pela
aplicacdo de técnicas eletroanaliticas. A instrumentacédo lab-made consiste de uma
interface de computador contendo conversores que transformam o sinal de analé-
gico para digital (A/D) e de digital para analégico (D/A) e 24 linhas a nivel TTL para
o controle externo da instrumentacdo. A interface opera pelo uso de um programa
de computador Visual Basic® compativel com computador IBM. Nos procedimentos
eletroanaliticos foi dado énfase no emprego de ultramicroeletrodos (UMEs), eletrodo
compésito bem como o eletrodo de carbono amorfo reforcado (GRC), e o eletrodo
convencional de carbono vitreo aplicados em solu¢des em batelada ou em métodos
de injecdo em fluxo (FIA). Os resultados experimentais para a aplicacdo da metodo-
logia sdo apresentados, bem como a comparacdo com resultados obtidos com o uso
de metodologias convencionais ja estabelecidas.

Palavras-chave: farmacos, vitaminas, pesticidas, técnicas eletroanaliticas, ultrami-
croeletrodos, sistema de instrumentacdo automatizado

> Summary

The present work deals with application of lab-made instrumentation in the deve-
lopment of electroanalytical methodology for determination of ranitidine (RNT),
dipyridamole(DIP), cysteine (Cys), N-acetil cysteine (NAC), the vitamins ascorbic
acid (AA), nicotinamide (VPP), pyridoxine (VB6) and the fungicide maleic hidrazide
(MH) by application of electroanalytical techniques. The lab-made instrumentation
consists of a computer interfacing containing an analog to digital (A/D) and digi-
tal to analog (D/A) converters and 24 TTL level lines for external instrumentation
control. The interface is operating by using a properly developed Visual Basic®
computer program running in a IBM compatible computer. In the electroanalytical
procedures emphasys was put in the employment of ultramicroelectrodes (UMEs),
composite electrode as the graphite reinforced carbon (GRC), and the conventional
glassy carbon electrode applied to batch solutions or in flow injection (FIA) methods.
Experimental results for the application of the methodology are present as well as
the comparison with the results obtained with the use of ahead established more
conventional methodologies.

Keywords: drugs, vitamins, pesticides, electroanalytical techniques, ultramicroelec-
trodes, automated instrumentation system
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B Introducio

A quimica analitica compreende o desenvolvimento
de métodos, processos e técnicas aplicadas a amostras
naturais visando a caracterizacdo ou a quantificacdo de
espécies quimicas presentes. Dentre as técnicas analiticas
existentes, os métodos eletroanaliticos compreendem um
conjunto de métodos analiticos quantitativos baseados nas
propriedades elétricas de solucdes do analito (1). A cres-
cente elaboracdo de metodologias eletroanaliticas para o
monitoramento de farmacos em fluidos bioldgicos (2,3),
em formulacdes farmacéuticas (4,5) e também de pestici-
das e vitaminas em alimentos e outras matrizes (6,7) estdo
diretamente relacionadas com a simplicidade, sensibilida-
de, seletividade e custo das anélises, quando comparados
com outros métodos analiticos como a cromatografia liqui-
da de alta eficiéncia (CLAE).

Por volta de 1970, algumas éareas da eletroanalitica e
eletroquimica ndo eram largamente exploradas devido a
algumas limitacdes da instrumentacdo e da utilizacdo de
eletrodos convencionais (8). Porém, com o advento dos
ultramicroeletrodos (UMEs), péde-se observar um cresci-
mento expressivo no nimero de trabalhos, principalmente
nas areas de bioeletroquimica, monitoramento de poluen-
tes em sistemas naturais e eletroquimica superficial (8).
Os UMEs sdo caracterizados por apresentar uma de suas
dimensdes na ordem de micrometros (entre 0,8 a 50um)
(9), resultando assim em algumas caracteristicas peculiares,
como a maior eficiéncia no transporte de massa devido a
forma esférica da camada de difusdo, a possibilidade de
estudos eletroquimicos em solugdes de baixa concentracdo
ou mesmo na auséncia de eletrélito de suporte, a simplifica-
cao do sistema experimental e o registro de voltamogramas
em velocidades de varredura maiores que 10kV s7, sem a
distorcdo das respostas obtidas. Varias formas geométricas
podem ser empregadas para a construcdo dos UMEs, dentre
elas cilindros, discos, hemisferas, bandas, anéis e na forma
de conjuntos (arrays) contendo varias unidades. Além disso,
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Figura 1. (A) Representacdao esquematica de um UME de
microdisco. (B) llustracdo da dependéncia do processo
difusional com o tempo de experimento em UME.
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diversos materiais podem ser usados para a sua construcéo,
como a fibra de carbono, platina, ouro, além de outros
metais semi-nobres (10). A Figura 1 mostra de maneira es-
quematica (A) um UME com geometria de microdisco tipico
e (B) o perfil voltamétrico obtido em diferentes tempos de
experimento com a variagdo da espessura da camada de
difusdo. Para tempos muito curtos, a transferéncia de massa
ocorre por difusdo linear com os voltamogramas apresen-
tando o comportamento transiente caracteristico de ele-
trodos convencionais. Para tempos usuais, o transporte de
material ocorre por difusdo esférica, com os voltamogramas
apresentando a forma sigmoidal caracteristica de corrente
de estado estacionario. A superficie dos UMEs pode ser
modificada pela eletrodeposicdo de diversos metais, dentre
eles o mercurio e polimeros de natureza diversas. Os UMEs
de mercurio podem ser preparados por meio do crescimen-
to de um eletrodepésito hemisférico ou quase-esférico so-
bre um substrato de geometria de microdisco (11).

Utilizagdo de UMEs em sistema FIA (flow injection analisys)

A analise quimica por injecdo em fluxo (FIA) pode ser
definida como um processo que permite a automatizacdo
de procedimentos analiticos, no qual a amostra em solucdo
aquosa € introduzida em um fluido carregador que a trans-
porta em direcdo ao detector (12). Durante o percurso, po-
dem ser provocados processos analiticos preparativos como
diluices, separacdes e reacdes quimicas antes do analito
atingir o detector. O sistema FIA pode ser acoplado a maioria
dos detectores utilizados para analise quimica (13,14), tais
como espectrofotométricos, potenciométricos, voltamé-
tricos, amperométricos e condutimétricos. Os detectores
eletroquimicos sdo de grande utilidade devido a sua seletivi-
dade, sensibilidade e linearidade de resposta em uma ampla
faixa de concentracdo. A prépria natureza dos processos ele-
troquimicos, que geralmente ocorrem em uma superficie no
lugar de ocorrer em um volume, torna-os bastante atrativos
e convenientes para sistemas minituarizados de deteccdo que
constituem a tendéncia atual para os sistemas analiticos, ndo
s6 do tipo FIA como também a cromatografia liquida capilar
(u-LC) e a eletroforese capilar (CE).

B Instrumentacio Eletroanalitica

Apesar de sua grande versatilidade, a baixa corrente for-
necida pelos UMEs da ordem de nano a picoamperes, implica
na utilizacdo de instrumentacdo especifica que possa operar
convenientemente nesse intervalo de corrente. Deve-se sa-
lientar a necessidade do uso de sistemas de filtro de ruidos e
de isolamento eletrostatico (gaiola de Faraday) para minimi-
zar os ruidos de interferéncia presentes no sinal analitico.
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A instrumentacdo utilizada nos experimentos com UMEs,
esquematizada na Figura 2, foi elaborada no préprio labora-
tério e automatizada com o emprego de um microcomputa-
dor IBM-PC capaz de executar os experimentos e processar
os dados, sendo constituida de uma interface de conversao
analégica/digital e digital/analégica (A/D,D/A) e de um sof-
tware denominado AVOLM (analisador voltamétrico), em
linguagem Microsoft Visual Basic®. O software permite con-
trolar toda a instrumentacdo, sendo capaz, por meio de um
sistema Unico, realizar varios experimentos sucessivamente
visualizados em tempo real, podendo empregar inclusive di-
ferentes técnicas eletroanaliticas, dentre elas: voltametria ci-
clica e linear, voltametria de redissolucdo de varredura linear,
voltametria de redissolu¢do de pulso diferencial, voltametria
de onda quadrada, anélise potenciométrica de redissolucao,
polarizacdo por amostragem de corrente, cronoamperome-
tria, potenciometria de redissolucdo diferencial e técnicas de
determinacdo por pulso amperométrico para aplicacdo em
sistemas FIA, CLAE ou p-LC.

Além da utilizacdo de UMEs, a instrumentagdo também
pode ser empregada associada com equipamentos conven-
cionais, consistindo de potenciostatos, polarégrafos e outros
sistemas analiticos. No presente trabalho, é apresentada uma

Potenciostato/galvanostato ou
D/A amplificador de corrente

Gaiola de Faraday

e ———

Célula eletroquimica

A - Eletrodo de trabalho
B - Eletrodo de Referéncia

Figura 2. Fluxograma do sistema utilizado para os experi-
mentos com UMEs.
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Figura 3. Fluxograma do sistema FIA. As linhas pontilhadas
indicam o controle via computador por meio das interfaces e
chaveamentos.

aplicacdo em que a instrumentacdo é utilizada em conjunto
com o Polarographic Analyser (Modelo 174A) da Priceton Ap-
plied Research (PAR) conectado a um microcomputador PC e
com o software AVOLM para controle e aquisicdo dos dados.
Em outros experimentos é ainda utilizado o sistema comercial
constituido por um potenciostato modelo PGZ 402-Voltalab
da Radiomiter Analytical com sistema para trés eletrodos.

O sistema de injecdo em fluxo desenvolvido no laboraté-
rio é constituido de uma bomba peristéltica ISMATEC Mode-
lo IPC8, equipada com tubos de Tygon®, um conjunto de seis
vélvulas de trés vias controladas pelo computador, um mistu-
rador, uma coluna cromatogréfica lab-made C18, uma célula
de deteccdo eletroquimica e um amplificador de corrente
SRS-Model SR570, todos esquematizados no fluxograma
da Figura 3. A automatizacdo do sistema também é obtida
utilizando a interface A/D, D/A e o software AVOLM, os quais
acionam um circuito externo de chaveamento. Este circuito
de chaveamento, com 24 vias de acesso permite a aquisicado e
o registro on-line do sinal de um ou mais detectores simulta-
neamente, e é capaz de captar o inicio de corridas efetuadas
por injetores automaticos ou valvulas injetoras, bem como
possibilita o acoplamento de um amplificador de corrente
necessario na deteccdo eletroquimica com ultramicroeletro-
dos incluindo filtros que auxiliam na reducdo do ruido, e o
acionamento de varias valvulas de alta e baixa pressao.

Células eletroquimicas

Para os estudos eletroquimicos em sistemas com UMEs
e eletrodos convencionais, sao utilizadas uma célula de vidro
com capacidade de 10,0mL. A Figura 4 mostra uma célula
eletroquimica tipica, utilizada nos experimentos com UMEs.

Uma vez que as correntes registradas com UMEs sdo da
ordem de nano a pico amperes, € eliminada a necessidade de
controle de potencial do tipo potenciostatico, assim a utilizagéo
de um eletrodo auxiliar torna-se dispensével. O resultado é a sim-
plificacdo da instrumentacdo necesséria para efetuar as medidas
de corrente, e ainda a facilidade de miniaturizacdo da célula.

Para o sistema em fluxo foram utilizadas células eletro-
quimicas do tipo wall-jet, levando-se em conta a geometria
da célula, a qual apresenta maior eficiéncia no transporte
de massa, minimiza o efeito da que-
da 6hmica, facilita a eliminacdo de
bolhas e proporciona um volume 1
adequado para que se evite a dilui-
¢do da amostra.

Figura 4. Célula eletroquimica
utilizada nos experimentos com UME
mostrando (1) eletrodo de trabalho
(UME); (2) eletrodo de referéncia
(Ag/AgCl(s)); (3) saida de gas; (4)
entrada de nitrogénio.
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I Aplicacoes Analiticas

1. Reagdo de redugdo voltamétrica do dipiridamol
e desenvolvimento de metodologia analitica para
determinagdo em formulagées farmacéuticas

O dipiridamol (DIP), 2,6-bis(dietanolamina)-4,8-dipipe-
ridina-[5,4-d]pirimidina, cuja estrutura esta representada na
Figura 5(A), foi introduzido em 1959 como vasodilatador coro-
nariano e antiagregante plaquetério, sendo ainda hoje muito
utilizado em medicina para o tratamento de vérias doencas
cardiovasculares (15), além de outras aplicacdes recentes,
como antioxidante a nivel biolégico (16), o que justificou a
investigacdo de suas reacdes de oxidagdo em nosso laboratério
(17,18). O estudo voltamétrico da reacdo de reducgéo do DIP foi
realizado em tampao fosfato (pH = 3) com ultramicroeletrodo
de platina, contendo um depésito hemisférico de mercdrio
(Hg-UME) e também com eletrodo de gota pendente de
merclrio (HMDE), empregando as técnicas de voltametria
ciclica (CV), de varredura linear (LSV) e de onda quadrada
(SWV) (19). Os estudos com Hg-UME e HMDE revelaram que
a reacdo ocorre em duas etapas irreversiveis com o consumo
de dois prétons e dois elétrons por etapa, sendo o nimero
de elétrons ganhos dependente do pH da solucdo. As Figuras
5(A) e (B) mostram os perfis voltamétricos: (A) sigmoidal para
Hg-UME, com correntes limites bem definidas, caracteristicas
de controle difusional de estado estacionario e (B) na forma de
picos para HMDE devido ao esgotamento das espécies eletro-
ativas na superficie do eletrodo. Um processo ja conhecido de
adsorcéo foi mostrado pelo emprego de tempos de pré-con-
centracdo do analito na superficie do eletrodo (19).

O desenvolvimento de metodologia analitica para a determi-
nacdo do DIP em comprimidos e solucdes injetaveis de Persantin®
foi realizado a partir da otimizacdo das condi¢des experimentais
com o objetivo de se obter maior sensibilidade analitica. A técnica
escolhida foi a voltametria de onda quadrada com HMDE. A Figu-
ra 6 mostra os voltamogramas de onda quadrada para diferentes
concentracdes do padrdo e a curva analitica (Inserida na Figura

6, R=0.9994), correspondendo ao segundo pico de redugdo. O
limite de deteccédo (LD) foi calculado pelo critério LD=36/6, no
qual ¢ é o desvio padrao da média dos brancos e 6 o coeficiente
angular da curva analitica. Deste modo, o limite de detecgéo para
o segundo pico foi de 9,49ug L.

A repetibilidade da metodologia proposta foi avaliada
para concentracbes de padrdo na faixa da curva analitica,
obtendo-se desvios padréo relativos menores que 1% (n=5).
Os experimentos de adicdo e recuperacdo do DIP em compri-
midos e solucdes injetaveis de Persantin® foram realizados no
intervalo de potencial referente ao segundo pico. A Tabela 1
mostra a concentragdo do medicamento adicionada, recupe-
rada e a porcentagem de recuperacao.
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Figura 5. (A) Voltamograma de varredura linear utilizando
Hg-UME e (B) Voltamograma de varredura linear utilizando
HMDE para solu¢do de DIP 0,5 mmol L' em tampao fosfato 0,1
mol L', pH =3, v=50 mV s™.

Figura 6. Voltamogramas de
onda quadrada em tampao fos-
fato 0,1 mol L7, pH=3.0 para as
seguintes concentracdes de DIP:
(a) 1,28; (b) 2,09; (o) 2,87; (d)
3,63; (e) 4,36; (f) 5,06; (9) 5,73;
(h) 6,39; (i) 7,02 umol L7, utilizan-

do HMDE, =100, AE =50 mV e

E/Vvs Eag/ag CI

AE = 2 mV. Inserido: curva analiti-
ca para o segundo pico.

Tabela 1. Valores da concentracdo do medicamento adicionada, recuperada e a porcentagem de recuperacao referente
ao intervalo de potencial do segundo pico de reducao do DIP, utilizando SWV.

Comprimido
Conc. adicionada
(pmol L)

C. recuperada
(umol L)

Porcentagem de
recuperaciao (%)

Solucao injetavel
C. recuperada
(umol L)

Porcentagem de
recuperacao (%)

1,50

1,50

1,52
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100,7

100,7

102,0

1,51 101,4

1,52 102,0

1,50 100,7
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A porcentagem média de recuperacédo do DIP nas formula-
¢Ges farmacéuticas disponiveis foi de 100,9% + 0,8% (75,52mg)
para o comprimido e 101,0% + 0,8% (10,11mg) para a solucdo
injetavel. Na embalagem de Persantin®, esta rotulado que cada
comprimido contém 75mg, enquanto que a solucdo injetavel,
10mg do principio ativo. Os resultados obtidos revelam que a
quantidade de medicamento adicionada e recuperada mostra-
se coerente com a informacdo prescrita pelo fabricante e que
ndo ha interferéncia significativa da matriz desses medicamen-
tos na metodologia analitica desenvolvida.

2. Oxidagdo Eletroquimica do dipiridamol
em meio orgdnico, aquoso e micelar

O dipiridamol (DIP), além das importantes aplicacoes
ja estabelecidas em medicina, apresenta uma acao antioxi-
dante em sistemas bioldgicos bastante acentuada, confor-
me demonstrada nos estudos de luliano (16) e Pedulli (20),
referentes a neutralizacdo de radicais peroxilas, responsa-
veis pela peroxidacéo lipidica. A atividade antioxidante pro-
vavelmente deve estar relacionada a capacidade do DIP de
participar em reagdes redox no organismo e os seus efeitos
em nivel clinico podem estar também associados a facilida-
de de participar nessas reagdes.

Assim, o DIP vem sendo estudado com abordagens ele-
troquimica e espectroscépica, ja que o composto apresenta
duas bandas de absorcdo préximas a 280 e 400nm e uma
intensa emissao de fluorescéncia em torno de 500nm (21).

A oxidacao eletroquimica do DIP em meio ndo aquoso (ace-
tonitrila e etanol), empregando voltametria ciclica com UME de
Pt de ¢ = 25um, mostrou um comportamento voltamétrico re-
versivel em ACN e quasi-reversivel em EtOH, caracterizados por
duas ondas voltamétricas, correspondendo a perda consecutiva
de um elétron em cada etapa. A oxidagdo por um elétron gera
um radical cation DIPe+ de grande estabilidade, que foi detec-
tavel por ressonéncia paramagnética eletronica (RPE) (17).

Solucdes micelares dos surfactantes SDS (anidnico),
CTAB (catidnico) e Triton X-100 (neutro), com concentra-
¢do acima da concentracdo micelar critica (CMC), foram
utilizadas para os estudos voltamétricos para aumentar a
solubilidade do DIP e também por mimetizar, ainda que de
maneira bastante simples, o ambiente da membrana bio-
l6gica. Para o meio micelar foram empregadas as técnicas
de voltametria ciclica e voltametria de eletrodo de disco
rotativo, com eletrodos de carbono vitreo, onde foi avaliado
o efeito da interacdo do DIP com os trés diferentes tipos
de micelas (18). Os resultados obtidos mostraram que em
solucdo micelar com pH acido, a oxidacédo do DIP é carac-
terizada por uma Gnica onda que corresponde a oxidagdo
por dois elétrons, apresentando perfil irreversivel a baixas
velocidades de varredura, sendo observado um mecanismo
EC, no qual o produto da reacdo heterogénea é consumido
em etapa quimica subsequente. Para solu¢des neutras e al-

calinas (pH 6-9), dos trés surfactantes estudados, somente
o anidnico SDS favoreceu o processo de oxidacao em duas
etapas, estabilizando a forma DIPe+. Em pH fisioldgico, os
coeficientes de difusdo estimados para o DIP na presenca de
Triton X-100 e CTAB sdo consistentes com o transporte do
composto ligado as micelas. A interacdo do DIP com o ele-
trodo é controlada pela difusdo do mesmo, juntamente com
a micela, caracterizando a forte associacdo DIP-micela.

A oxidac@o do DIP em meio aquoso e pH acido, no qual
o DIP se encontra na forma protonada, e assim aumenta
sensivelmente sua solubilidade em &gua, apresenta apenas
uma onda de oxidacdo sobre UME de Pt, que corresponde
a oxidacdo por dois elétrons, de acordo com o critério de
reversibilidade para UME (E, , - E, ) (22).

Para um estudo mais minucioso do processo de ele-
trodo do DIP em meio aquoso pH &cido, foram também
realizados estudos de CV sobre eletrodo convencional
de Pt. Os voltamogramas ciclicos registrados em baixas
velocidades de varreduras apresentam um Gnico pico de
oxidacado que corresponde a perda de dois elétrons, sendo
observado um pico catédico na varredura inversa de po-
tencial, a velocidades de varredura maiores que 1,0Vs™. A
estequiometria da reacdo de oxidacdo foi obtida por cur-
vas de Tafel e verificou-se a participacdo de uma molécula
de DIP, bem como a liberagdo de um préton H*, por molé-
cula de DIP oxidada.

A possibilidade do papel redutor (doador de elétron),
ou comportamento antioxidante do DIP foi estimada utili-
zando os resultados obtidos nestes trabalhos e os valores de
potencial de meia-onda E,, da primeira etapa em meio mais
alcalino, simulando a transferéncia de um elétron do DIP para
um radical peroxila, utilizando a conhecida Teoria de Marcus,
e o valor obtido é suficientemente alto para justificar o com-
portamento antioxidante do DIP.

Nestes trabalhos, foram empregados eletrodos con-
vencionais e UMEs, assim como instrumentacdao mista
de partes comerciais e lab-made, sendo observado em
muitos experimentos um desempenho superior, quando
comparado aos resultados obtidos com instrumentagdo
comercial. Dando continuidade a estes trabalhos, ja dis-
pomos de novos e interessantes resultados, envolvendo
os derivados do DIP, bem como de uma outra classe de
compostos, os fenotiazinicos.

3. Redugdo voltamétrica da ranitidina e desenvolvimento
de metodologia analitica para determina¢éo em formulagées
farmacéuticas

Disturbios digestivos caracterizados pelo excesso de aci-
dez sdo geralmente provocados pela histamina, que funciona
como um constituinte natural produzido pelo revestimento
do estémago. Um antagonista H, da produgédo de histamina
muito eficaz no tratamento de Ulceras gastrica e duodenal
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largamente empregado, caracterizado pela elevada sele-
tividade e rapido inicio de acdo € a ranitidina N-[2-[ [-5-
[dimetilamino) metil]-2-furanilmetilJtioetil]-N’-metil]-2-
nitro-1,1-etenodiamina RNT) (23), Figura 7.

Na metodologia desenvolvida, a redugéo eletroquimi-
ca da ranitidina foi realizada utilizando-se um ultramicroe-
letrodo de Pt (¢ =25um) com micro-depésito de mercdrio
e para fins de comparacdo, também com o eletrodo de
gota pendente de mercirio (HMDE), aplicando-se a
técnica de voltametria ciclica e voltametria de onda qua-
drada (24). Os estudos voltamétricos foram realizados em
tampao fosfato (0,1 mol L") em um intervalo de pH de
1,5 a 7,0. Os resultados mostraram que a RNT apresenta
duas ondas de reducdo em valores de pH abaixo de 4,0 e
apenas uma onda em pH acima de 4,0, ambas referentes
a reducdo irreversivel do grupo nitro para hidroxilamina,
(25-27) como pode ser observado na Figura 8. (A) e (B).

O comportamento voltamétrico da RNT em funcgédo
da concentracdo também foi investigado em tampaéo
fosfato 0,1 mol L' (pH = 2,0) utilizando UME de Hg-UME
(b= 25 pym), para um intervalo de concentracao de 0,1
a 1,0 mmol L' e uma velocidade de varredura (v) de 50
mV s'. Foi observado que o aumento da concentracao de
RNT provoca um aumento linear do valor de corrente de
difusdo das duas ondas de redug¢do, mas este aumento é
mais acentuado para a segunda onda, como pode ser ob-
servado na Figura 9 (24).

A relacdo linear entre a corrente de difusdo e a concen-
tracdo possibilitou a utilizacdo de UMEs na determinagdo
analitica de RNT em formula¢bes farmacéuticas. Esta meto-
dologia foi aplicada para determinar RNT em duas marcas
diferentes de formula¢des farmacéuticas contendo o prin-
cipio ativo, sendo utilizada a segqunda onda de reducédo da
RNT para as determina¢des quantitativas do composto.

A técnica de SWV com uso de eletrodo de gota pen-
dente de mercirio (HMDE) também foi utilizada para com-
paracdo na determinacgdo analitica de RNT em formulagées
farmacéuticas. As amostras foram maceradas e diluidas em
agua purificada em sistema Milli-Q e as medidas foram rea-
lizadas sem separacdo prévia dos excipientes insolGveis. No
método por SWV, foi medida a corrente de pico correspon-
dente a segunda onda (E,., = -0,80V), em solucdo de pH
= 3,0 contendo como eletrélito de suporte tampao fosfato
(0,1 mol L"), usando uma freqiiéncia (f) de 100Hz, uma
amplitude de pulso (AE ) de 50mV e um incremento de var-
redura (AE ) de 2mV. A curva analitica € mostrada na Figura
10. O limite de detecg¢éo calculado usando como critério LD
=30/6, foi de 3,5 x 10® mol L (11 ppb) (24).

As amostras analisadas foram formulacdes farmacéu-
ticas da marca Antak® e medicamento genérico contendo
nominalmente 150mg de ranitidina, e as recuperacdes
médias para estas amostras sdo mostradas na Tabela 2.
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Figura 7. Estrutura da ranitidina.
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Figura 8. (A) Voltamograma de varredura linear utilizando Hg-
UME e (B) Voltamograma ciclico utilizando HMDE para solugao
de RNT 0,5 mmol L, v = 50 mV s-1 em diferentes valores de pH.
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Figura 9. Voltamogramas de
varredura linear para a solugao
de ranitidina em tampao
fosfato 0,1 mol L7, pH = 2.0
@ 0,1; (b) 0,2; (d) 0,3; (d)
0,4; (e) 0,5; (f) 0,6; (9) 0,7; (h)
0,8; (i) 0,9; (j5 1,0 mmol L-1,
utilizando Hg-UME e v =50 mV
s'. Inserido: curvas analiticas
obtidas para as duas ondas de
reducao.

Figura 10. Voltamogramas de
onda quadrada em tampao
fosfato 0,1 mol L7, pH = 3,0 para
as seguintes concentracdes de
ranitidina: (a) 4,98; (b) 14,8; (c)
24,4; (d) 33,8; (e) 43,1; (f) 52,1;
(9) 61,0; (h) 698; (i) 76,3; (j)
86,7; (k) 90,9 umol L, utilizando
HMDE, f=100 s, AE = 50 mV
e AE= 2 mV. Inserido: curva
analitica para o pico 2.

Tabela 2. Valores da recuperacdao de RNT em amostras de
medicamentos, utilizando LSV e SWV.

LSV (Hg-UME)

Amostra

(mg)
Padrao 150,1

Antak (Glaxo-

Encontrado %
Rec. (*)

101,9 + 4,88

94,7 £ 0,42

SWV (HMDE)

Encontrado %
(mg)  Rec. (%)

150,1 100,0 + 4,72

151,3  100,9 + 2,45

Wellcome)(**) 146,6
Genérico
(EMS®) (**) 163,6

105,7 + 4,24

1553  103,3+2,32

(*) Média de quatro determinagées.

(**) Tabletes de Ranitidina: quantidade declarada=150 mg.
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De acordo com estes resultados podemos verificar que
o uso das técnicas voltamétricas aliadas a aplicacdo tanto de
eletrodos convencionais, como de ultramicroeletrodos (UMEs)
com eletrodepdsitos de Hg, podem ser utilizados com alta sen-
sibilidade, exatidado, precisdo, rapidez e baixo custo na determi-
nacdo analitica de ranitidina em formula¢des farmacéuticas.

4. Métodos quimiométricos aplicados na andlise
de vitaminas hidrossoliveis

A utilizacdo de técnicas eletroquimicas aliadas a mé-
todos de calibracdo multivariada torna possivel a determi-
nacdo de substancias que até entdo eram dificeis de serem
analisadas pelas técnicas convencionais. Em nosso labora-
tério, foi desenvolvida metodologia para a determinacédo
de vitaminas hidrossolGveis: nicotinamida (VPP), pirido-
xina (VB6) e acido ascérbico (AA). A anélise de produtos
multivitaminicos é importante devido a sua importancia
e demanda atual destes medicamentos. A metodologia
combina voltametria ciclica com os métodos de calibracéao
multivariada PLS (minimos quadrados parciais) e PCR (re-
gressao nas componentes principais), inicialmente aplica-
da para amostras sintéticas de misturas de vitaminas.

O método de calibracdo multivariada PLS consiste
na construcdo de um modelo de calibracdo multivariada
baseada na utilizacdo das principais informacdes contidas
nos blocos das variaveis X (medidas instrumentais - dados
voltamétricos) e Y (medidas de concentracdes) através de
uma relacdo linear entre estes blocos. O PCR é um outro
modelo de calibracdo multivariada e difere do PLS quanto
ao fato de que somente as principais informacgdes conti-
das no bloco de variaveis X (medidas instrumentais) sdo
obtidas e relacionadas posteriormente com as medidas de
concentragdes (variaveis Y). Isto é feito também por meio
de uma relagdo linear (28).

Para as determinacdes foram empregadas misturas de vi-
taminas hidrossoltveis: nicotinamida (vitamina PP), cloridrato
de piridoxina (vitamina B6) e acido ascérbico (vitamina C)
com concentrac¢des variando de 0,009 a 0,22g L para o acido
ascérbico, de 0,010 a 0,076g L' para nicotinamida e de 0,002
a 0,009g L' para a piridoxina (valores de concentragéo corres-
pondentes a faixa utilizada em produtos farmacéuticos). As so-
lucdes foram preparadas em tampao fosfato 0,02mol L' e pH
6,7. O sistema convencional de trés eletrodos foi empregado,
consistindo de eletrodo de carbono vitreo (eletrodo de traba-
Iho), eletrodo de referéncia de Ag/AgCl(s) e um contra-eletro-
do de platina. Um fluxo de nitrogénio foi aplicado as solucdes
durante 15 minutos para a remocdo do oxigénio. Para cada
medida, o eletrodo de carbono vitreo foi polido com alumina
e posteriormente lavado com agua milli-Q. A faixa de poten-
cial utilizada para os estudos quimiométricos variou de -500 a
1300mV, na qual ocorrem as oxidacdes das trés vitaminas.

Das 29 amostras analisadas, 23 foram utilizadas para a

fase de calibracdo e seis para a fase de previsdao. Os dados
passaram por pré-tratamentos matematicos (centrar na
média) antes da aplicacdo dos métodos quimiométricos. O
programa utilizado foi o PLS Toolbox versdo 2.1 do MATLAB
e os modelos de calibracdo multivariada PLS e PCR foram
construidos com duas variaveis latentes, sendo adotado o
critério de erro médio para avaliar o desempenho dos mé-
todos quimiométricos PLS e PCR. Para o PLS foram obtidos
os valores de 3,0 para a vitamina B1; 5,9 para a vitamina B2
e 5,5 para a vitamina B6, sendo que os erros obtidos para o
PCR encontram-se na faixa de 6,5 para todas as vitaminas
analisadas. A metodologia empregada para a andlise das
trés vitaminas em misturas sintéticas mostrou resultados
satisfatérios para as amostras sintéticas analisadas.

5. Estudo da deteccdo por pulso amperométrico da cisteina
e n-acetil cisteina com UME de ouro

O desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a
deteccdo de antioxidantes de interesse biol6gico tem atual-
mente despertado grande interesse pelo fato dos mesmos se-
rem passiveis de oxidagdo eletroquimica. No caso da cisteina
(Cys) e n-acetil cisteina (NAC), o grupo que sofre a oxidacao
é o sulfidrila (-SH) (29). Os aminoacidos que contém enxofre,
tais como, cisteina e N-acetil cisteina, sdo blocos construtores
importantes dos peptideos e proteinas, além de melhorar a
resisténcia do sistema imunolégico.

Os experimentos foram realizados empregando a téc-
nica de pulso amperométrico (PAD) (30), com a utilizacdo
de ultramicroeletrodos de ouro (¢ = 12,5um) em sistema de
fluxo (FIA), como mostrado no fluxograma da Figura 3. A
partir dos dados de voltametria ciclica da Cys e NAC foram
escolhidos os intervalos de potenciais Gteis para a deteccéo,
reativacdao e condicionamento do eletrodo (Tabela 3) com o
objetivo de otimizar a resposta na deteccdo por pulso am-
perométrico. Os estudos cronoamperométricos permitiram
selecionar o tempo 6timo para a leitura da corrente a um
dado potencial de salto. Como a resposta eletroquimica dos
compostos de interesse depende da adsorcdo do analito no
eletrodo, o tempo de polarizacdo deve ser suficiente para
permitir a acumulacao do analito.

Tabela 3. Valores de potenciais e duracdo de pulsos
utilizados para a deteccao amperométrica da Cys e NAC.

Potencial
VxE

Ag/AgCl

1,0 t

Parametro

Parametro Tempo

(ms)
150

Revista Analytica * Maio 2003 « N° 04



Y (®)
& TmM 3. 1.0mM
Ee 08 31 30 T
s <
=10 =10
25 % 2 &
g_ 50 01 02 03 04 < 00 01 02 03 04 04
N Ceye/mmol U 3. Ceye/mmol L
T 006 "% i Rt o
T ‘ ‘ ‘ 008
o1 °% I H\ \“H M
| | YUV 0,02 001
0 T v v T T 0 T v v T T
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
t/s t/s

Figura 11. Fiagramas: (A) Cys, de 1,0 x 10-5 a 1,0 x 10-3 molL?;
(B) NAC 4,0 x 10 a 1,0 x 10 molL?, ambos em tampao fosfato
0,1 mol L (pH = 2,2). Vazédo da bomba: 0,6 mL min”. Injecdo da
amostra por 3 s a cada 30 s, com UME de fio de ouro de 12,5 pm.
Inserido: curvas de calibracdo para os compostos referidos.

Os fiagramas para a cisteina, Figura 11(A), e n-acetil
cisteina, Figura 11(B), foram realizados utilizando-se vazao
da bomba peristéltica a 0,6mL min’, e com uma coluna
cromatografica lab-made, utilizando como enchimento a
fase estacionéria de um cartucho de extracdo do tipo SEP-
PACK C-18. Nas Figuras 11 (A) e (B), pode-se observar que a
cisteina pode ser detectada no intervalo de 0,01 a 0,4mmol
L', com 6tima linearidade, e a n-acetil cisteina pode ser de-
tectada no intervalo de 0,04 a 1,0mmol L', também com
6tima linearidade.

A metodologia para a analise em fluxo por pulso ampe-
rométrico para a determinacdo analitica dos antioxidantes
NAC e Cys mostrou-se reprodutivel e com sensibilidade
adequada para a aplicagdo em varias amostras comerciais
da inddstria farmacéutica.

6. Estudo voltamétrico da hidrazida maleica com eletrodo
de carbono vitreo (GC) e carbono amorfo reforcado com
grafite (GRC).

A hidrazida maleica, 1,2-dihidro-3,6-piridazinodiona,
cuja estrutura é mostrada na Figura 12, € um fungicida, re-
gulador do crescimento de vegetal, atualmente utilizado na
conservacao de grdos de cereais (31).

O eletrodo de carbono amorfo reforcado com grafite
(GRC), que é comercialmente vendido como grafite nas
lapiseiras, é constituido com carbono de origem vegetal,
com um nivel de impurezas de metais pesados menor
que 0,01%. Este eletrodo ndo é tao fragil como a pasta de
carbono ou o carbono pirolitico e ndo tdo rigido como o
carbono vitreo, que sdo os eletrodos mais convencionais.
Em estudos realizados por Aoki e col. (32) foi observado o
comportamento de capacidade, permeabilidade, adsorcdo
e difusdo do eletrodo de GRC nos sistemas redox [Fe(CN) ]*/*
e [Ru(NH,)]***, e também foi monitorado o par redox Fe?*/3*
em célula de fluxo .

O perfil voltamétrico da hidrazida maleica em solucdo
tampdo fosfato de sédio/acido fosférico indica a irreversibi-
lidade do sistema, sendo observado ainda que as respostas
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de densidade de corrente obtidas com o eletrodo GRC foram
significativamente maiores do que aquelas utilizando o ele-
trodo de carbono vitreo, como pode ser visto na Figura 12.

A partir dos voltamogramas ciclicos com mudanca na
concentracdo de hidrazida maleica utilizando-se eletrodo de
GRC, foi possivel construir uma curva analitica para a deter-
minacdo do composto com boa linearidade, Figura 13, que
apresenta a seguinte equacao: Y = 0,226 + 1,217 X, com coe-
ficiente de correlacdo de 0,9961. Os resultados voltamétricos
também foram comparados com os resultados obtidos com
eletrodos de carbono vitreo, cuja curva analitica apresentou
a seguinte equagdo: Y = 0,106 + 0,573 X, com coeficiente de
correlagdo de 0,9960.

O estudo voltamétrico da hidrazida maleica em solugédo
tampao fosfato 1,0mol L', no intervalo de pH de 2,0 a 7,0,
utilizando-se eletrodos de carbono vitreo (GC) (¢ =5 mm) e
de GRC (mina de lapiseira Pentel B ¢ = 0,3mm), possibilitou
determinar um de seus valores de pKa (5,77). Os valores re-
portados na literatura sdo: -1,2 e 5,7 (33).

Ao observar as curvas de calibracao inserida na Figura
13, pode-se notar que a sensibilidade de corrente obtida
utilizando o eletrodo de GRC foi maior do que a alcan-
c¢ada com eletrodo de carbono vitreo. Desta forma, este
eletrodo pode ser utilizado para o desenvolvimento de
metodologia analitica da hidrazida maleica em amostras
de interesse comercial.

Figura 12.
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I Conclusao

A utilizacdo de eletrodos convencionais e UMEs aliados a
uma instrumentacdo adequada constituida de partes comerciais
e lab-made, tem possibilitado o desenvolvimento de métodos
eletroanaliticos para a determinacdo de espécies de interesse
biolégico e ambiental, com resultados bastante satisfatorios.
Esta instrumentacdo vem sendo utilizada com sucesso em nosso
laboratério propiciando resultados promissores no desenvolvi-
mento de metodologias analiticas para o controle da qualidade
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