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RESUMO

Neste trabalho, foi desenvolvido um procedimento voltamétrico para a determinagao
de bisacodil em formula¢des farmacéuticas empregando o eletrodo de diamante
dopado com boro. O perfil voltamétrico indicou um pico de oxidagao irreversivel,
reprodutivel e bem definido em 1,55 V (vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L)), em solugéo
tampao Britton-Robinson (pH 5,0). O tipo de pré-tratamento do eletrodo, pH e
eletrélito suporte foram avaliados no desenvolvimento do método. O estudo de
velocidade realizado em voltametria ciclica sugere que o processo € controlado por
difusdo de espécies na superficie do eletrodo. A partir das condi¢des instrumentais
estabelecidas na voltametria de pulso diferencial, o eletrodo apresentou uma
resposta linear de corrente versus concentracdo no intervalo de 1,00 — 44,0 pmol
L™", com limite de detecgao de 0,353 ymol L~'. O método proposto foi aplicado na
determinacdo de bisacodil em amostras farmacéuticas comerciais. Os resultados
obtidos foram comparados estatisticamente com um método de referéncia
espectrofotométrico, a um nivel de 95% de confianca. O procedimento desenvolvido
se apresenta como alternativa simples, rapida, ambientalmente favoravel, podendo
ser amplamente aplicado em diversas analises de rotina.

Palavras-chave: Bisacodil. Eletrodo de diamante dopado com boro. Pré-tratamento
catdédico. Voltametria de pulso diferencial.



VARELO, Max Fabricio Falone. Development of voltammetric method for
bisacodyl determination using boron-doped diamond electrode. 2018. 68 p.
Dissertation (Master in Chemistry) — State University of Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

In this work, a voltammetric procedure was developed for the determination of
bisacodyl in pharmaceutical formulations employing a boron-doped diamond
electrode. The voltammetric profile of bisacodyl indicated a well-defined peak at 1.55
V (vs Ag/AgCl (KCI 3.0 mol L) in Britton-Robinson buffer solution (pH 5.0). The type
of pre-treatment, pH and supporting electrolyte were evaluated. The scan rate study
performed in cyclic voltammetry, suggested that the process is controlled by
diffusion. Under optimized instrumental conditions of differential pulse voltammetry,
the electrode presented linear response of current versus concentration in the range
of 1.00 — 44.00 ymol L', with a detection limit of 0.353 ymol L™'. The proposed
method was applied in the determination of bisacodyl in commercial pharmaceutical
samples. The results obtained were compared with those obtained by a
spectrophotometric method which indicates no difference between these methods at
a confidence level of 95%. The developed method is simple, fast, environmentally
friendly, and suitable for routine analysis.

Keywords: Bisacodyl. Boron-doped diamond electrode. Cathodic pretreatment.
Differential pulse voltammetry.
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1 INTRODUGAO

Novas pesquisas apontam que 16% dos adultos da populagdo mundial sofrem
com a constipagdo intestinal que, embora ndo tenha uma definicdo bem
estabelecida na literatura (GALVAO-ALVES, 2013), j4 é considerada como o
disturbio gastrointestinal relatado com maior frequéncia em consultérios médicos por
afetar diversos aspectos da saude e diretamente na qualidade de vida das pessoas
(COLLETE et. al., 2010; FOROOQOTAN et. al., 2018).

Dentre os seus fatores de desenvolvimento destaca-se primeiramente o
modelo do estilo de vida atual de paises com alto consumo de produtos
industrializados, sucetibilizando uma dieta ineficaz marcada pela auséncia de
ingestao de fibras, seguido de disfungdes enddcrinas e metabdlicas, inatividade
fisica, disturbios psiquiatricos, uso de continuo de medicamentos, o baixo nivel
socioeconémico e a baixa escolaridade (DEL CIAMPO et al., 2006; WALD, 2006;
BHARUCHA, 2007; SETHI et al., 2014).

Os principais sintomas estdo associados ao ressecamento das fezes,
sensacao de esvaziamento incompleto, evacuacdes escassas com necessidade de
sobreesforco e demanda de tempo, insucesso na defecacdo e bloqueio anoarretal
(GARCIA et. al., 2016; WALD 2016). No entanto, medidas simples podem ser adotas
para a sua prevencdo como educacado alimentar, rotina de exercicios fisicos
associados a habitos que proporcionam melhor qualidade de vida sao quesitos
importantes para evitar e tratar a constipacgéao intestinal, mas, as vezes é necessario
recorrer ao uso de laxantes, cuja aplicagao terapéutica ja € conhecida ha pelo
menos 2.000 anos (CLAYTON; STOCK, 2002; BHARUCHA, 2007; GARCIA et. al.,
2016).

Os laxantes podem ser naturais ou sintéticos, e atuam como estimulantes
artificiais que agem no intestino grosso afim de esvazia-lo (ROERIG, J. L,
STEFFEN, K. J.; MITCHELL, J. E.; ZUNKER, 1988; MANSO, 2013). Brunton e
colaboradores (2012) explicam que para a classificagdo, sao geralemente
considerados 0s mecanismos de acdo, dessa forma podem ser: farmacos
opticamente ativos, agentes osmoticos, agentes procinéticos e difenilmetanos.

A classe dos difenilmentanos é composta pelos laxantes antraquinona, azeite
de ricino, bisacodil (BIS) e a fenolftaleina que teve sua distribuicdo vetada nos

Estados Unidos no final dos anos 90 e em seguida, pela ANVISA em 2002, devido
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as suas caracteristicas carcinogénicas (BRASIL, 2002; BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012). Com esse veto, o BIS passou a ser o principal farmaco da
atualidade empregado no tratamento da constipagao intestinal, prisdo de ventre,
casos de pré e pos operatério, procedimentos radioldgicos, endoscopicos e em
casos onde o esvaziamento do colon intestinal seja conveniente (DEL CIAMPO et
al., 2006; GARCIA et al., 2016). Dessa forma, torna-se imprescindivel o
desenvolivmento de um método analitico que seja simples, de relativo baixo custo e
exato para um controle da qualidade de formula¢des farmacéuticas que contenham
BIS.

1.1 BISACODIL

O BIS (Figura 1) € um estimulante laxativo que age no intestino grosso,
induzindo-o a sofrer uma leve inflamacdo decorrente do acumulo de agua e
eletrolitos que estimulam a motilidade intestinal (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMANN, 2012)

Figura 1: Férmula Estrutural do BIS

O O

| |
/\O O/\C

HaC Hs

Fonte: Préprio autor.
A importancia de um controle de qualidade rigoroso em formulagdes

farmacéuticas disponiveis para consumo humano que contenham BIS se da em

consideragao ao seu facil acesso e baixo custo.
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O consumo deste farmaco € livre de prescricdo meédica originando uma
grande propagacao devido a automedicagdo e o0 uso abusivo com propédsito de
perda de peso por pacientes obesos e aos acometidos de anorexia e bulimia,
potencializando os efeitos adversos e tantas outras consequéncias de ordem
intestinal como evacuagdes espontaneas, agravamento do quadro de constipagao
inserindo o paciente a um ciclo vicioso (ANDRADE et al., 2003; MOREIRA, 2012).
Além disso, a sobredosagem ocasiona catarse, deficiéncia de fluidos e eletrdlitos,
principalmente Na* e K* (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

1.2 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINAGCAO DE BIS

A farmacopeia brasileira preconiza a cromatografia em camada delgada
(CCD) como método oficial empregado para a determinagao do BIS (BRASIL, 2010)
enquanto que a farmacopeia britdnica designa a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) tanto para a determinacdo do BIS quanto de seus metabdlitos
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009). No entanto, € possivel encontrar uma
variedade de trabalhos na literatura empregando outras técnicas analiticas como os

que serdo apresentados a seguir.

1.2.1 METODOS CROMATOGRAFICOS

Ali (1979) empregou a CLAE para determinacdo de BIS e seus subprodutos,
os quais foram determinados apds separagdo em uma coluna de fase reversa (C18).
Para esse trabalho, uma solugcdo de agua, acetonitrila e acetado de sdédio foi
utilizada como fase mével. Segundo o autor, a faixa linear de concentragao para o
BIS foi de 83,01 — 830,1 uymol L™'. Os valores de limite de detecgdo (LD) obtidos
para o BIS e seu metabdlito foram de 41,50 e 20,75 umol L™, respectivamente.

Logo mais, Kok e colaboradores (1981) desenvolveram um método para a
analise qualitativa e quantitativa simultdnea de antraquinona, desacetil-bisacodil
(metabdlito do bisacodil), fenolftaleina e oxifenisatina em urina humana empregando
a cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massa (EM). Os valores

de LD encontrados foram 0,048 umol L™! para antraquinona, 0,108 ymol L' para
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desacetil-bisacodil, 0,09 uymol L' para fenolftaleina e de 0,16 umol L' para
oxifenisatina. Foram obtidas linearidades no intervalo de concentragdo de 125 —
2820 pmol L' para a fenolftaleina e de 96,06 — 2401 ymol L' para os demais
compostos alvo. Neste trabalho houve a necessidade da extragdo em amostras de
urina com éter dietilico seguido por evaporagao, e assim os compostos sofreram
derivatizagao por trimetilsililagdo. Os autores ressaltam que na determigao analitica
de laxantes com a CG obtiveram falsos positivos e que, a aquisicdo de dados
confidveis s6 foi possivel com a utilizacdo da espectrometria de massas que,
segundo eles, conferiu uma maior seletividade a técnica.

Fullinfaw e colaboradores (1988) usaram a CLAE com detecgao
espectrofotométrica (CLAE-UV) para avaliar o uso abusivo de laxantes estimulantes
e seus derivados em amostras biologicas. A extracdo desses compostos na urina
teve que ser realizada em varias etapas, havendo necessidade do uso de
cloroférmio e isopropanol. A fase movel empregada foi acetonitrila. As quantidades
minimas detectaveis neste trabalho foram: reina 1,02 umol L™', desacetil-bisacodil
0,144 pmol L™, bisoxatina difenol 0,09 umol L', fenolftaleina 0,06 ymol L', BIS
27,67 umol L™, bisoxatina 0,269 umol L~! e dantrona 0,374 ymol L.

Posteriormente, Bradshaw e colaboradores (1995) empregaram a CLAE para
determinar as dosagens de BIS e seus produtos de degradacdo em comprimidos,
supositérios e enemas. A faixa linear de concentracdo obtida foi de 160 — 537,64
umol L™! para os comprimidos e enema, e 3,13 — 104,6 uymol L™' para supositérios.
Neste trabalho, os autores apresentam o LD apenas para o monoacetil-bisacodil,
sendo 0,0062 umol L™'. Para a extragdo do BIS nas dosagens farmacéuticas foi
empregado acetonitrila como fase mével.

Campbell e Sherma (2003) descrevem um método utilizando a CCD com
detector desintométrico para determinacdo do BIS em comprimidos. Embora nao
seja mencionada a faixa de concentragdo estudada, os autores ressaltam que o LD
obtido foi cerca de 0,276 umol L.

Muratt e colaboradores (2018) desenvolveram um método para determinar
varias drogas multiclasses (estimulantes, anoréxicos, ansioliticos, antidepressivos,
diuréticos e laxantes) empregando a CLAE com detec¢gao amperométrica pulsada
em um eletrodo de ouro. Entre os farmacos estudados, para o BIS a faixa linear de
concentragdo obtida foi de 13,83 —221,3 uymol L™', com LD de 2,047 umol L.
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1.2.2 METODOS ESPECTROFOTOMETRICOS

Os métodos espectofotométricos também sdo empregados na determinagao
de BIS como no trabalho de Abdel-Hay e colaboradores (2004) que determinaram o
BIS e pirebidil pela reagdo de ambos analitos com o acido p-clorogénico (p-CA) em
acetonitrila. Apos isso, ambos s&do complexados com acido picrico (AP), verde de
bromocresol (VB), purpura de bromocresol (PB), azul de bromofenol (AB) em
cloroféormio. O método apresentou as seguintes faixas lineares de concentracao:
110,6 — 830,1 umol L~ (BIS-p-CA); 16,60 —138,0 umol L' (BIS-AP); 8,30 — 110 umol
L' (BIS-VB); 5,53 — 66,4 umol L™ (BIS-PB); 5,53 — 83,01 umol L™ (BIS-AB). Os
limites de detecg¢ao obtidos para os complexos formados com BIS foram de 99,61,
1,38, 1,38, 0,83, 0,83 umol L™, respectivamente. Os autores afirmam que embora o
meétodo seja sensivel, as reagdes de derivatizagao empregadas na determinacéo de
ambos analitos demandam tempo.

Metwally e colaboradores (2007) desenvolveram trés métodos para
determinacdo de BIS na presenca de seus produtos de degradagdo monoacetil-
bisacodil(l) e desacetil-bisacodil(ll), em comprimidos com revestimento entérico,
supositorios e matéria-prima. O primeiro trata-se de um método
espectrodensitométrico, onde o farmaco é separado dos seus produtos em placas de
silica-gel utilizando cloroférmio-acetona. A partir da otimizagcdo das condi¢des
instrumentais, o BIS apresentou banda de absorgdo no comprimento de onda de 223
nm. O segundo método empregou a espectrofotometria de quarta derivada (D4), que
permite a determinagdo de BIS na presencga de seus produtos de degradagdo, em
um comprimento de onda de 223 nm usando acetonitrila como solvente. Por fim, o
ultimo método consistiu na analise quimiométrica dos dados espectrofotométricos do
BIS e seus produtos de degradagdo, empregando técnicas como minimos
quadrados classicos, regressao de componentes principais € minimos quadrados
parciais. A faixa de concentragéo estudada foi de 5,534 — 38,73 umol L.

Elvis e Deepali (2011) determinaram BIS em comprimidos e supositérios
empregando método espectrofotométrico. As amostras foram preparadas utilizando

metanol e acido acético glacial 1 mol L™'. Embora os autores n&o tenham fornecido o
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valor de LD, a faixa linear de concentragdo obtida foi de 11,1 — 55,34 umol L.
Ressalta-se que este método foi empregado como comparativo ao método proposto.

Ahmad e Majid (2011) desenvolveram um método a partir da
espectrofotometria para a determinagao indireta de BIS em dosagens farmacéuticas
partindo da oxidacdo do mesmo com ferro(lll) na presenga de o-fenantrolina em
meio acido formando o complexo ferroina. O método apresentou intervalo linear de
concentragéo de 1,324 — 13,24 umol L™', com LD de 0,219 ymol L™". No entanto, as
reacdes envolvidas possuem muitas etapas e a extragdo dos produtos € realizada
empregando o solvente organico cloroférmio.

Mohammed e colaboradores (2017) propuseram um  método
espectofotométrico utilizando reagente cromogénico 2,4-dinitrofenilhidrazina
associado ao periodato de sddio em meio alcalino. Nessas condi¢des, o BIS é
oxidado formando um produto de cor vermelha, soluvel em agua, apresentando
absorcao no comprimento de onda de 522 nm. A faixa linear de concentragéo obtida
foi de 3,585 — 35,85 ymol L™', com LD de 0,055 pmol L.

Atualmente, diversas técnicas eletroanaliticas vém sendo amplamente
empregadas no desenvolvimento de métodos de determinacdo de varios
compostos, especialmente de farmacos, tanto em suas diferentes formas de
dosagens quanto sua determinacdo em amostras biologicas (DE SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003; SARTORI, 2009; USLU; OZKAN, 2011).

1.3 TECNICAS ELETROANALITICAS

A analise de farmacos é realizada rotineiramente visando a garantia de
qualidade de cada medicamento para proporcionar seguridade para 0s seus
usuarios (SARTORI, 2009). Sendo assim, a industria farmacéutica e as farmacias
de manipulacao recorrem a Farmacopeia, que descreve os métodos oficiais, que na
maioria das vezes sdo desenvolvidos a partir de técnicas analiticas tradicionais
como a cromatografia e a espectroscopia. Entretanto, essas requerem o uso de
solventes com alto grau de toxicidade, demandam de tempo nas andlises,

necessidade da aplicacao de modelos matematicos robustos para a interpretacao
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dos resultados e alto custo de instrumentacdo (LOURENCAO, 2009; USLU;
OZKAN, 2011).

No entanto, algumas dessas desvantagens podem ser contornadas pelo
emprego das técnicas eletroanaliticas, que relacionam a concentragdo do analito
com alguma propriedade elétrica, podendo ser a corrente, potencial, condutividade,
resisténcia ou carga (GALLI et al.,, 2006; SKOOG et al., 2009). Dependendo do
analito a se determinar pode-se desenvolver procedimentos mais simples,
econdmicos e ambientalmente mais amigaveis utilizando essas técnicas.

As vantagens da sua utilizacdo envolvem um baixo custo relativo de
instrumentagcdo, tempo rapido de resposta, seletividade, aplicacdo para a
quantificacdo de espécie de interesses em diversas areas de estudo, analise de
amostras coloridas ou contendo particulas solidas, aplicacdo de medidas
diretamente na amostra sem etapas de pré-purificacdo ou separagcdo prévia,
precisdao e boa faixa linear de trabalho (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003;
USLU; OZKAN, 2011). O sucesso do emprego da eletroandlise também esta
diretamente ligado as inovacgdes tecnoldgicas obtidas com o desenvolvimento de
componentes eletrbnicos modernos que possibilitam o emprego de técnicas que
envolvem a aplicagao de pulsos potenciais (BRETT; BRETT, 1993; DE DE SOUZA
et al., 2004).

Uma carateristica marcante desse conjunto de técnicas eletroanaliticas séo
os baixos limites de deteccdo, como mostrado no trabalho de Fu e colaboradores
(2018a) que determinaram o flavonoide luteolina em cascas de amendoim com LD
de 1,7 pmol L' e posteriormente empregaram a voltametria de onda quadrada
(VOQ) na determinacdo simultdnea de acido ascorbico, dopamina e acido urico
obtendo valores de LD de 17,8, 1,44 e 0,29 umol L, respectivamente (FU et al.,
2018b). A partir das técnicas voltamétricas, Valezi e colaboradores (2014)
propuseram um meétodo para a determinagdo do anlodipino, um anti-hipertensivo,
obtendo LD de 49 nmol L-'. Em um outro trabalho, o diclorofeno, que apresenta
atividade fungicida, germicida e antimicrobiana foi determinado em amostras de
agua por voltametria com LD de 0,014 ymol L™ (SIPA et al., 2018). Os marcadores
tumorais, acido homovanilico e acido vanilmandélico, foram determinados com a
voltametria de pulso diferencial (VPD), alcangando LD de 0,6 e 0,4 ymol L
(BALUCHOVA et al., 2018).
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1.3.1 DETERMINAGCAO ELETROANALITICA DO BIS

A literatura reporta a descricdo de alguns métodos eletroanaliticos utilizados
para a determinacéo analitica de BIS.

Maleki e colaboradores (2006) desenvolveram um eletrodo potenciométrico
seletivo ao BIS a partir do par i6nico bisacodil-fosfotungstato imobilizado pela
membrana polimérica de cloreto de polivinila (PVC). A otimizagdo dos constituintes
da membrana apresentou resposta nernstiana de 60,3 £ 2,1 mV por década em uma
faixa linar de concentragdo de 80 — 5000 ymol L.

Daneshgar (2009) desenvolveu um método para a determinacdo de BIS em
amostras farmacéuticas e fluidos biolégicos, baseado na utilizagdo de um
microeletrodo de ouro combinado com voltametria adsortiva de redissolugcdo por
onda quadrada (AdSVOQ). Neste trabalho, os autores utilizaram transformada
discreta de Fourrier para separar o sinal voltamétrico do sinal de fundo e assim,
melhorar a sensibilidade do método. A corrente adsortiva monitorada foi diretamente
proporcional a concentracdo do BIS, apresentando linearidade no intervalo de
concentragéo de 8,0 x 107 — 0,0145 umol L=". O LD obtido foi de 1,0 x 1078 ymol L™

com um tempo de acumulagdo de 700 ms em uma solugdo 0,05 mol L-' de H3POsa.

1.3.2 VOLTAMETRIA

Segundo Skoog et al., (2015) a voltametria fundamenta-se nos processos que
acontecem na interface eletrodo/solucdo, sendo ocorridos em uma célula
eletroquimica onde aplica-se um potencial para medir a corrente elétrica.

As técnicas voltamétricas sdo empregadas no desenvolvimento de métodos
analiticos pela ampla gama de vantagens mencionadas no item 1.3, e
principalmente por caracterizar e descrever determinados sistemas de interesse,
nesse quesito destaca-se a voltametria ciclica (VC) que € um recurso eficaz para
diagnosticar o comportamento voltamétrico do analito de interesse gerando dados
qualitativos das reagdes eletroquimicas (WANG, 2000; USLU e OZKAN, 2011;
ARISTOV; HABEKOST, 2015).
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Na VC, o potencial aplicado varia linearmente em forma de onda triangular,
partindo de um potencial inicial (Ei) até um potencial pré-determinado (Ev), e entao
quando este é alcangado, inverte-se o sentido da varredura até chegar no potencial
final (Ef) que pode ser o Ei ou outro valor de interesse (BRETT; BRETT, 1993; DE
SOUSA et al, 2003; BHATTACHAYYA et al., 2012).

A variacao da velocidade de varredura € um importante quesito da VC que é
investigada com o intuito de obter parametros cinéticos e de reversibilidade do
sistema de interesse. Dessa forma, um deslocamento de potencial de oxidagao para
valores mais positivos ou um potencial de reducdo deslocado para valores menos
positivos € caracteristico de reacgdes irreversiveis enquanto que as reversiveis
apresentam um potencial constante mesmo com a variagdo na velocidade
(GOSSER, 1993; USLU; BARD; WANG, 2000; FAULKNER, 2001; OZKAN, 2011).
Além disso, o estudo da variacdo da velocidade é fundamental para o conhecimento
do processo pelo qual as espécies chegam até a superficie do eletrodo, ou seja, se
por adsorcao ou difusdo (BRETT; BRETT, 1993; WANG, 2000).

Atualmente, a VC é pouco empregada para a quantificagdo de analitos de
interesse (RAMDANI et al., 2013 CUMBA et al., 2016), devido ao surgimento das
técnicas de pulso, como a VOQ e VPD (BARD; FAULKNER, 2001; DE SOUSA et al.,
2004; PACHECO et al., 2013)

A sensibilidade obtida com o emprego das técnicas de VOQ e VPD é maior
em relacédo a VC pela minimizagéo da interferéncia da corrente capacitiva na medida
da corrente faradaica, pois, nelas ocorre uma subtragao entre as correntes medidas
um pouco antes da aplicagdo do pulso e novamente no final, quando a corrente
capacitiva decai, resultando numa melhora significativa da técnica, implicando na
obtencado de menores valores de LD das medidas. Quando plotada a corrente versus
o potencial aplicado obtém-se um voltamograma, cuja a altura do pico de
oxidagao/reducao € proporcional a concentragdo do analito estudado (BARD e
FAULKNER, 2001; USLU; OZKAN, 2011; PACHECO et al., 2013; SCHOLZ, 2015).

A VPD é popular por alcangar limites de detecgdo muito baixos (entre 1077 a
10® mol L') em determinagdes analiticas de compostos eletroativos (GREEF;
PEAT; PETER, et al., 1985; SOUSA et al., 2003; HAMANN et al. 2007). A literatura
descreve trabalhos empregando a VPD na determinagao de herbicidas (DUARTE et
al, 2018), do anti-inflamatario piroxicam que obteve LD de 1,00 umol L~' (LOPES DE
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MACEDO et al., 2018) e da hidroquinona, cujo valor de LD foi de 2,3 pmol' (AMED
et al, 2018) entre outros analitos.

A VOQ é outra técnica de pulso, que além da sensibilidade equivalente das
técnicas cromatograficas e espectroscépicas destaca-se pela rapidez (DE SOUZA et
al., 2004; GALLI et al., 2006). A analise dos seus parametros caracteristicos subsidia
tanto a avaliagc&o cinética quanto mecanistica do processo eletrédico estudado. Na
VOQ, a medida das correntes acontece no final do pulso direto e reverso, entdo o
sinal € obtido com intensidade da corrente resultante, apresentando alta rejeicdo de
correntes capacitivas. Os voltamogramas obtidos geralmente sdo simétricos, isso
ocorre por que as correntes sdo medidas no final de cada semi-periodo e as
variagdes na altura e largura do pulso sdo sempre constantes, considerando um
determinado intervalo de potenciais (USLU; OZKAN, 2011; SCHOLZ, 2015).

Em comparagdo, as duas técnicas se diferem em relagcdo a aplicacdo de
pulso de potencial. Na VOQ a medida da corrente ocorre no final de cada pulso
potencial independente do sentindo, direto ou reverso. Além disso, a VOQ possibilita
aplicacédo de 1 a 100 pulsos de onda quadrada por segundo, que proporciona maior
velocidade nas analises alcangando até 1000 mV s™', enquanto que na DPV a
varredura varia, geralmente, de 1 a 10 mV s™' (DE SOUZA et al., 2004). Em vista
disso, varios procedimentos analiticos empregando a VOQ s&o descritos na
literatura (WEGIEL et al., 2018; WONG et al., 2018; KUMAR e GOYAL, 2018;
MEKASSA, et al., 2018; RUDNICKI et al., 2018).

1.4 ELETRODOS A BASE DE CARBONO NA ELETROANALISE

O carbono é um elemento particularmente encontrado em diversas formas na
natureza, tendo em vista que, pode ligar-se indefinidamente consigo mesmo
assumindo extensas combinacdes a partir de determinadas condicbes de
processamento (FERRARI; REZENDE, 1988). Atualmente, sdo reconhecidas trés
formas alotropicas, diamante, grafite e fulereno e cada uma pode originar materiais
com propriedades eletroquimicas diversas (SUN et. al., 2006; KISSINGER;
HEINEMA, 1996; MCCREERY, 1991).
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A classe moderna de materiais carbonaceos é composta pelos compdsitos de
carbono, diamante sintético, fulerenos e nanotubos de carbono, que com o avango
tecnolégico adquiriram notoriedade no contexto cientifico (JENKINS; KAWAMURA,
1976; FERRARI; REZENDE, 1988; MCCREERY, 1991; WHITE, et al., 1994;
GAEFKE, 2007).

Em eletroanalise, ha uma vasta utilizacido de eletrodos a base de carbono
devido a caracteristicas como baixa corrente de fundo, adequada faixa de potencial
de trabalho, inércia quimica e relativo baixo custo (KISSINGER; HEINEMA, 1996;
WANG, 2000; SUN et. al., 2006; MCCREERY, 2008; SVORC, 2013; ROWLEY-
NEALE; BANKS, 2013). Entretanto, dentre esses eletrodos a base de carbono, o
eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) destaca-se pela ampla janela de
potencial de trabalho, podendo ser empregado principalmente para a determinagao
de moléculas que apresentam elevado potencial de oxidagao ou redug¢ao, como por
exemplo, carisoprodol (2,0 V) (EISELE; VALEZIl; SARTORI, 2017), loratadina (1,67
V) (EISELE; SARTORI, 2015), orfenadrina (1,67 V) (EISELE et al., 2013) e o acido
acetilsalicilico (1,97 V) (SARTORI et al., 2009), os quais foram determinados
diretamente no EDDB, sem necessidade de modificacdes em sua superficie o que

nao seria possivel em eletrodos convencionais.

1.5 FILMES DE DIAMENTE DOPADO COM BORO

O diamante é altamente cobi¢cado dentre os demais minerais (DE BARROS et
al., 2005). Dessa maneira, sintetiza-lo em laboratorio tornou-se uma alternativa
viavel para avaliar tanto suas carateristicas como potenciais aplicacoes.

Propriedades como alta dureza, condutividade térmica e for¢ca de flexao,
torna-o apto para aplicagdo no setor mecénico. A baixa constante dielétrica,
consideravel isolamento elétrico e boa transparéncia Optica sao exploradas no
ambito optico-eletronico e espacial. Na medicina, € empregado por conta da sua
inércia quimica e baixo coeficiente de fricgdo. A area eletroquimica também se vale
de suas propriedades, como a resisténcia quimica, carater semicondutor, ampla
janela potencial de trabalho e baixa corrente de fundo (DE BARROS et al., 2005;
SHAMSA et al., 2008).
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Em 1950 foram desenvolvidas duas técnicas que impulsionaram a sintese do
diamante; a primeira delas, proposta por William Eversole que consiste na deposi¢ao
quimica a partir da fase vapor (do inglés “chemical vapor deposition”, CVD) e a
segunda, que se assemelha ao processo natural de formacédo do diamante, onde
seu crescimento é susceptibilizado por alta-pressao/alta-temperatura (do inglés,
“high-pressure/high-temperature”, HPHT).

Os parametros de crescimento utilizados em cada processo de produgao
possuem diferengas consideraveis, ja que a CVD usa temperaturas de
aproximadamente 1.270 K e pressdes subatmosféricas, que variam entre 1.000 —
10.000 Pa. Enquanto o HPHT necessita de temperatura = 1.670 K e pressdo da
ordem de 5 x 10° Pa (DE BARROS et al., 2005).

O processo CVD esta restrito ao crescimento de grdos a partir dos pré-
existentes ou de materiais de carbono e somente apds o conhecimento consolidado
a partir do desenvolvimento das técnicas de sintese optou-se por produzir diamante
em substratos variados (FERREIRA et al.,, 1999; DE BARROS et al., 2005; DA
SILVA et al., 2015).

A sintese por CVD (Figura 2) fez com que a aplicacéo dos filmes de diamante
se tornasse vasta em diversos aspectos, isso se deve a facilidade em condi¢des de
producao em série, principal vantagem do método (BACHMANN; HAGEMANN,
1994; DE BARROS et al.,, 1997; FERREIRA et al.,, 1998). Atualmente, se tornou
viavel economicamente, tanto que aperfeicoada permitiu que o crescimento dos
filmes ocorra em diferentes substratos podendo tomar formatos variados, usando
reatores de simples construgcao e manuseio (ANGUS, 2014; PLESKOV et al., 2016).
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Figura 2: Esquema de sintese de filme de diamante pelo método de deposi¢cao
quimica a partir da fase vapor.
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FONTE: Adaptado (DE BARROS et al., 2005).

A técnica é considerada conveniente para preparacao de eletrodos em
laboratério e industria, sendo de baixo custo na producdo em grande escala. E
baseada na deposicao de um filme de diamante em determinado substrato, incluindo
0 proprio diamante a partir de condi¢gdes termodinamicamente metaestaveis, onde
ocorre a ativagdo de uma fase gasosa quando introduzida em um reator (PLESKOV
et al., 2016).

Como fontes de carbono sdo empregados muitos tipos de reagentes, entre
eles, o metano altamente diluido em hidrogénio e substancias orgénicas que servem
como fontes de carbono, como metanol, acetona e etanol. Uma fragdo minima de
oxigénio ou compostos halogenados é usada visando o aumento do crescimento ou
da qualidade final dos filmes (DE BARROS et al., 1997; FERREIRA et al., 1998).

De Barros e colaboradores (2005) ressaltam que o crescimento dos filmes
policristalinos gerados pelo método CVD contam com uma determinada quantidade

de impurezas advindas de gases que nao foram totalmente eliminados do reator
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através do vacuo, ou mesmo por materiais usados no proprio reator: filamento,
porta-substrato, tubos e quartzo. Ademais, os proprios atomos de carbono podem
estabelecer entre si ligagbes sp?. O material obtido tem sua &area superficial
constituida por uma camada de hidrogénio em diferentes estagios de estruturagéo.

A unica limitagdo conhecida é o aumento da pressdo atmosférica. Assim, a
taxa de crescimento é tecnicamente limitada pelo fornecimento de energia, que
também limita a temperatura e o fluxo maximo de gas (SCHWANDER; PARTES,
2011).

O diamante ¢ isolante com resistividade na ordem de 10" Q cm, exceto o tipo
IIb. Entretanto, o tratamento em plasma de hidrogénio faz com que esta, decaia para
a faixa de 10% Q2 cm. Mesmo assim, este valor ainda é considerado alto na obtengéo
de materiais semicondutores (PELSKOQOV et al., 1987).

O diamante possui band-gap de 5,45 eV, que se refere a energia consumida
para que os elétrons migrem da banda de valéncia para uma banda mais energética,
a de condugdo. No processo de dopagem mais comum, utiliza-se o boro e seus
derivados, pois, os trés elétrons da camada de valéncia o torna receptor de elétrons
do carbono do diamante, provocando a redu¢cdo no band-gap transformando-o em
material semicondutor e também por este ser facilmente incorporado na rede de
diamante por ter um raio covalente pequeno. Assim, os seus atomos substituem os
do carbono no caso do doping ser baixo, ja em um alto nivel de doping esses
atomos sao capazes de ocupar posicoes intersticiais (MAVRIN et al., 2008).

Levando em conta a semicondutividade do diamante natural Ilb, foi possivel
promover o crescimento do diamante dopado com boro a baixas pressdes, usando
B2He/CH4 e grdos de diamante natural como substrato. Embora essa metodologia
fosse um avanco significativo para a época (década de 50), a taxa de crescimento (4
x 1075 um h7') era considerada muito baixa em relagdo ao que se consegue
atualmente (PORFERL; GARDNER; ANGUS, 1973).

Os substratos envolvidos no processo de crescimento dos filmes de diamante
dopados com boro sao variados, entretanto, os mais utilizados s&o silicio,
tungsténio, molibdénio, titdnio, grafite, carbono vitreo, liga TisA4V, iridio, nidbio. O
quesito mais importante para a escolha € a relacdo do parametro de rede e o

coeficiente de dilatacdo térmica dos materiais, ja que influem de modo a facilitar o
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crescimento de um filme aderente e garantem a sua alta qualidade (DE BARROS et
al., 2005).

O método de dopagem estabelecido ampliou as possibilidades de aplicagdes,
incluindo na fabricagdo de eletrodos iniciada nos anos 90. Desde entdo, tem sido
amplamente aplicado no desenvolvimento de técnicas eletroanaliticas para a
determinacao individual e/ou simultdnea de compostos organicos e inorganicos em
diversas matrizes. As potencialidades do eletrodo estdo ligadas a sua facilidade de
manuseio, fraca adsorcdo de moléculas polares e apolares, principalmente pela
larga janela de potencial em meio aquoso e ndo-aquoso, ocorrendo desprendimento
de hidrogénio ocorre inicialmente em potenciais proximos a -1,5 V enquanto do
oxigénio em +2,5 V vs Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™") (PECKOVA; MUSILOVA; BAREK,
2009). Suffredini e colaboradores (2004) observaram que existe uma dificuldade da
superficie eletrédica em absorver espécies intermediarias de reacio, levando a uma
resisténcia a desativagao.

Compostos como diborano (Bz2Hs) além de ser facilmente encontrado,
possibilita o controle da concentragdo do boro, porém é altamente téxico, reativo e
explosivo. No entanto, como ndo contém oxigénio e carbono em sua estrutura ele
evita a inclusdo de outros elementos no reator. O trimetilborato depende da diluicdo
em acetona ou metanol para ser usado, isso sugere uma fonte adicional de carbono
e oxigénio e por fim, o B203 e o B(OCHs)s;, sdo mais comuns dentre os
apresentados, ndo sao toxicos e tém alta disponibilidade. Outros agentes dopantes
sao enxofre, nitrogénio, fésforo e litio. As concentragbes usadas sao muito variadas
no processo, sendo em torno de 10 a 20.000 ppm, conferindo ao diamante
propriedades semi-metalicas ou semicondutoras de acordo com o teor de boro
aplicado (FUJIMORI; IMAI; DOI, 1986; DE BARROS et al., 2005).

A superficie do EDDB recém-preparada € terminada em hidrogénio.
Entretanto, esta terminacdo pode ser facilmente mudada para oxigénio, por
exposicao da superficie a um plasma de oxigénio ou a uma solugdo de acido forte
em ebulicdo. Para isso também se passou a usar polarizacbes anddicas ou
catodicas. Assim, pode-se ter o EDDB com terminagdes superficiais tanto de
hidrogénio como de oxigénio (SUFFREDINI et. al., 2004).

A terminagdo em hidrogénio confere ao eletrodo natureza hidrofébica ja com

terminacbes predominantes em oxigénio mostra uma forte tendéncia hidrofilica. A
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superficie oxidada por meio do pré-tratamento anddico pode ser recuperada, por
meio de um pré-tratamento catédico adequado e vice-versa (YAGI et al.,, 1999;
HUPERT et al., 2003).

O pré-tratamento eletroquimico realizado garante um bom desempenho do
eletrodo ao longo de um dia de trabalho, ja que o mesmo n&o tem necessidade de
renovacao de superficie que é recorrente em eletrodos de ouro, platina, carbono
vitreo e pasta de carbono. Este procedimento tem mostrado um aumento
significativo do sinal analitico e aprimorado a seletividade desses dispositivos
(PLESKOV; Il, 2002; SUFFREDINI et al., 2004).

No EDDB, os radicais hidroxila eletrogerados em potenciais muito positivos
interagem com moléculas de eletroatividade baixa, como por exemplo, a do acido
acetilsalicilico, permitindo a sua determinacao direta em formulacdes farmacéuticas,
sem a necessidade da etapa de hidrdlise alcalina, que € necessaria quando se
utiliza outros tipos de eletrodos (SARTORI et al., 2009).

No grupo de pesquisa liderado pela Prof2. Dr2. Elen Romé&o Sartori
(Laboratério de Eletroanalitica e Sensores — LAES), varios métodos voltamétricos
para a determinacdo de farmacos utilizando o EDDB tém sido desenvolvidos.
Recentemente, Moraes e colaboradores (2017) utilizaram o EDDB para determinar
simultaneamente quatro anti-hipertensivos, besilato de anlodipino (AML), cloridrato
de amilorida (AMI), hidroclorotiazida (HCTZ) e atenolol (ATN). Foi obtida uma faixa
linear de concentragdo de 0,90 — 31, 8,7 — 125, 29 — 260 e 11 — 91 ymol L™’
apresentando LD de 0,30, 0,09, 0,08 e 0,06 ymol L™! para AML, AMI, HCTZ e ATN,
respectivamente. Mattos et al.,, (2017) empregou o EDDB na determinacdo de
ramipril (RAM) e hidroclorotiazida (HCTZ). Para a HCTZ obteve-se uma faixa linear
de concentragdo de 2,46 — 36,7 umol L' com LD de 18,2 nmol L™'. Para RAM foi
obtida uma faixa linear de 1,96 - 36,7 ymol L™', com LD de 27,0 nmol L.
Salamanca-Neto e colaboradores (2016) propuseram dois métodos voltamétricos
sendo um para a determinagao individual de metropolol (MTP) que apresentou uma
resposta linear numa faixa de concentragéo de 0,38 - 22 ymol L™', com LD de 0,034
umol L™'. E o outro consistindo na determinagdo simultanea do MTP com sua
associagao, a HCTZ, que mostraram resposta linear na faixa de concentracdo de
0,51-18,7e 1,23 - 22,8 umol L', obtendo LD de 0,376 e 0,077 ymol L' para HCTZ

e MTP, respectivamente.
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Varios outros trabalhos empregando o EDDB foram reportados na literatura,
na determinacao de uma série de moléculas, tanto de forma individual, como nos
casos de linuron (FIGUEIREDO-FILHO; SARTORI; FATIBELLO-FILHO, 2015),
furosemida (MEDEIROS; BACCARIN; FATIBELLO-FILHO et al., 2016), indigo
carmim (SILVA; PEREIRA; FATIBELLO-FILHO; et al., 2016), cumarina (MIYANO;
CODOGNOTO, 2014), acido urico (CINKOVA; KIANICKOVA; SVORC et al., 2018),
flutamida (SVORC; OROVSKA; CINKOVA et al., 2017), ibuprofeno (SVORC;
KIANICKOVA et al., 2018), 17a-etinilestradiol (PEREZ; SIMOES; CODOGNOTO,
2016), teobromina (SVORC; HASSO; SARAKHMAN et al., 2018) quanto em
determinagcbes simultdneas como no caso da ivermectina e levamisol
(LOURENCAO; FATIBELLO-FILHO et al., 2016), de isbmeros do naftol
(BROCENSCHI; FATIBELLO-FILHO et al., 2017), carbendazim e carbaril (LIMA;
SIMOES; CODOGNOTO, 2017) e do par carbendazim e fenamifos (FRANCA;
CODOGNOTO et al., 2012). Nesses trabalhos, os autores atestam o excelente
desempenho analitico do EDDB para a determinacdo destes analitos mostrando
reprodutibilidade e exatiddo nos resultados obtidos, destacando-se frente a outros

eletrodos de carbono.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVOS GERAIS

Empregar o EDDB no desenvolvimento de um procedimento voltamétrico para a

determinacao de BIS em formulacdes farmacéuticas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Empregar a VC para estudos exploratérios do comportamento voltamétrico do
BIS.

e Empregar a VC para calcular o numero de elétrons envolvidos na reagéo

eletroquimica do BIS.
e Caracterizar o tipo de processo que ocorre na reagao eletroquimica.

e Estudar a influéncia do tipo de pré-tratamento do EDDB no perfil voltamétrico
do BIS.

e Investigar o melhor valor de pH e o melhor eletrélito suporte para a

determinacao do BIS.

e Avaliar as técnicas voltamétricas de pulso, VOQ e VPD, para a construgao da

curva analitica para a determinacéo de BIS.
e Avaliar o efeito dos possiveis interferentes nas amostras analisadas.

e Aplicar o método desenvolvido na determinacdo de BIS em amostras

farmacéuticas.

e Comparar estatisticamente os resultados obtidos com o método proposto com

aqueles obtidos por um método espectrofotométrico descrito na literatura.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLUGOES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico e as
solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura (resistividade = 18,2 MQ cm,
proveniente de um sistema Milli-Q (Millipore®). BIS e acido sulflrico foram obtidos
da Sigma-Aldrich. Os acidos acético, bérico, citrico, lactico e fosférico, bem como o
hidroxido de sédio, acetona e metanol foram obtidos da Synth. As formulacdes
farmacéuticas, de diferentes marcas, contendo BIS na dosagem de 5 mg foram
adquiridas em uma farmacia local.

Para os estudos iniciais e estudo do melhor pH do eletrdlito suporte, foi utilizada
a solugdo tampao Britton-Robinson (BR). Esta solucdo tampao foi preparada
adicionando 2,3 mL de acido fosférico 85 % (v/v), 2,7 mL de acido acético 99,9 %
(v/v) e 2,5 g de acido borico 99,9 % a um baldo volumétrico de 1,0 L, com volume
completado com agua ultrapura. O pH da solugdo tampéo BR foi ajustado para
diferentes valores de pH com a adigdo de NaOH 2,0 mol L™'. A solugdo tampao BR
(pH 5,0) foi escolhida como eletrélito suporte para a determinacao de BIS.

A solucdo estoque de BIS foi preparada na concentragdo de 10 mmol L
utilizando acetona. As solugdes de trabalho nas concentragdes de 1000 e 100 umol
L-" foram preparadas pela diluigdo das solugbes estoque de BIS em tampdo BR
(pH 5,0). As solugdes estoque, bem como, as solugdes de trabalho foram

preparadas nos dias dos experimentos.

3.2 EQUIPAMENTOS

As medidas voltamétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato PGSTAT101 controlado pelo software NOVA 2.1.3
acoplado a uma célula eletroquimica de compartimento Unico com trés eletrodos,
incluindo uma placa de platina (0,5 x 0,5 cm?) como eletrodo auxiliar, um eletrodo
auxiliar de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L") e um EDDB como eletrodo de trabalho.
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O filme de diamante dopado com 8000 ppm de boro foi obtido da Adamant
(Suica). O EDDB foi soldando a base de silicio do filme de DDB (que contém uma
fina camada de ouro) na extremidade de uma haste contendo cobre (placa de
circuito eletrénico) de 10 cm de comprimento, 0,5 cm de largura e 0,1 cm de
espessura, sendo isolado com resina epoxi (Araldite®), para que somente a
superficie do filme de diamante dopado com boro ficasse exposta para as medidas
eletroquimicas, apresentando dessa forma, uma area de 0,28 cm?.

O pH foi medido a 25,0 + 1,0 °C usando um pHmetro HI-221 (Hanna
Instruments, Estados Unidos da América), empregando um eletrodo de vidro
combinado com um eletrodo de Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L-') como referéncia externa.

Para o método comparativo utilizou-se espectrofotdbmetro  SP-
2000UV/2000UVPC (Shanghai Spectrum, China) utilizando uma cubeta de quartzo

de caminho 6ptico de 1 cm com o comprimento de onda fixado em 254 nm.

3.3 PROCEDIMENTOS ANALITICOS

O pré-tratamento eletroquimico foi realizado antecedendo as analises, uma
vez ao dia. Para o pré-tratamento anddico (PTA) do EDDB foi aplicada uma
densidade de corrente +0,25 A cm~2 durante 60 s. Em seguida, foi realizado o pré-
tratamento catédico (PTC), aplicando uma densidade de corrente de -0,25 A cm™2
durante 240 s.

Para estudos preliminares do comportamento eletroquimico do BIS na
superficie do EDDB foram utilizadas voltametria VC e VOQ. No desenvolvimento do
procedimento eletroanalitico para a determinacao do BIS foram empregadas a VOQ
e VPD.

Para a determinacdo de BIS foram feitas adicdes sucessivas da solucido de
trabalho de BIS na célula eletroquimica, contendo 10 mL de solugdo tampédo BR
(pH 5,0). Voltamogramas de onda quadrada e de pulso diferencial foram obtidos
apods cada adigao das solugdes de trabalho.

As curvas analiticas foram construidas por meio de adi¢gdes sucessivas da
solucdo de trabalho do BIS considerando os parametros experimentais e

instrumentais previamente selecionados.
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O LD e o limite de quantificagdo (LQ) foram entdo calculados de acordo com

a as equacgoes fornecidas pela IUPAC em que:

LD = 3,3x0/m (Eq. 1)

LQ =10x0/m (Eq. 2)

onde o é desvio padrdo de dez medidas da solugédo do branco dividido por m, que
€ o coeficiente angular da curva analitica (LONG; WINEFORDNER, 1983).

3.4 PREPARO DE AMOSTRAS

No preparo das amostras A e B (ambas na dosagem de 5 mg), 10
comprimidos de cada formulacdo analisada foram pesados e macerados em um
graal com auxilio de um pistilo até a formagdo de um pd fino e homogéneo. A
massa correspondente a 1 comprimido foi pesada e transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL contendo acetona e submetido a sonicagdo durante 5 min.
Para cada amostra, uma aliquota de solugao diluida foi transferida diretamente para
a célula eletroquimica contendo 10 mL de tampdo BR (pH 5,0), gerando os
voltamogramas correspondentes. As concentragdes de BIS nas solugbes das
amostras foram determinadas diretamente pela interpolacdo nas curvas analiticas
previamente construidas.

Para o método comparativo (ELVIS, 2011), 10 comprimidos de cada
formulacédo analisada foram pesados e macerados. A massa correspondente a 1
comprimido foi pesada e transferida para um baldo volumétrico de 100 mL, em
seguida 4,0 mL dessa solugdo foram diluidos para 10 mL em metanol. A
determinacdo de BIS foi realizada avaliando a absorbancia dessa solugdo no

comprimento de onda de 254 nm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 COMPORTAMENTO VOLTAMETRICO DO BIS SOBRE O EDDB

O comportamento voltamétrico do BIS foi estudado por VC a 50 mV s™', em
solugao tampao BR (pH 5,0), comparando-se a superficie andédica com a catédica do
EBBD. Os voltamogramas obtidos para BIS a 99 umol L' estdo apresentados na

Figura 3.

Figura 3: Voltamogramas ciclicos (50 mV s™') obtidos em solugdo tampao BR (pH
5,0), para 99 umol L' de BIS usando o EDDB pré-tratado catodicamente (—) em
solugdo de H2S04 0,5 mol L' por cronopotenciomentria aplicando densidade de
corrente de +0,25 A cm? (60 s) e um EDDB pré-tratado anodicamente (—) em
solugdo de H2S04 0,5 mol L por cronopotenciometria aplicando densidade de
corrente de -0,25 A cm? (240 s).

25

20
15+

10+

|/ pA

10 12 14 16 18
E/V vs Ag/AgCI
Como pode ser visto, o BIS exibe um pico de oxidacdo bem definido no
potencial 1,55 V quando se emprega o PTC, em um menor valor de potencial que
aquele observado com o PTA. Para ambos tipos de pré-tratamento nao foi
observado pico no sentido da varredura reversa, logo, a reagdo eletroquimica é

marcada pela irreversibilidade do processo de oxirredugcdo (BARD e FAULKNER,
2001).
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4.2 EFEITO DO pH E ELETROLITO SUPORTE

O pH é um importante fator analitico que exerce influéncia direta na resposta
eletroquimica dos analitos, sendo assim, o comportamento voltamétrico de 99 umol
L-" de BIS foi avaliado em solugéo tamp&ao BR com diferentes valores de pH (2,0 —
10,0) por VOQ, empregando um EDDB-PTC. A Figura 4 apresenta voltamogramas
de onda quadrada, correspondentes a oxidacédo do BIS para alguns valores de pH,
0s quais obteve-se melhores respostas, considerando a repetibilidade e magnitude

de corrente.

Figura 4: Voltamogramas de onda quadrada de 99 uymol L' de BIS usando um
EDDB-PTC em solugédo tampdo BR em pH 4,0 (—), 50, (—), 6,0 (—).
Paréametros da VOQ: f=30 Hz, a=50 mV e AEs =2 mV.
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E/V vs Ag/AgCI

Em relagdo aos valores apresentados no grafico, percebe-se que o pH 4,0
apresentou maior intensidade de corrente, entretanto em pH 5,0 foi observado um
menor valor de desvio padrao relativo (DPR) entre as medidas (< 1,0%, N = 5)
indicando melhor repetibilidade, dessa maneira 0 mesmo foi selecionado para a
determinacao do BIS.

A partir desse estudo também foi possivel obter um grafico de potencial de
oxidagao (Epa) versus pH (Figura 5) onde é possivel observar dois comportamentos

distintos.
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Figura 5: Relagdo entre o potencial de oxidagao para 99 uymol L' BIS em diferentes
valores de pH.
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O primeiro intervalo (2,0 — 4,0) demonstra um deslocamento de Epa do BIS
para valores menos positivos a medida que o pH da solucéo é elevado, sendo forte
indicativo da presenca de prétons na reacao de oxidagado. O valor do coeficiente
angular obtido nesse intervalor foi de 0,068 V pH™', muito proximo do valor tedrico de
0,059 V pH™' (comportamento Nernstiano) (CODOGNOTO et al., 2008; BARD;
FAULKNER, 2001). E valido ressaltar que no segundo intervalo que compreende os
valores de pH 5,0 — 10,0 n&o foi observado deslocamento de Epa € 0 baixo valor do
coeficiente angular obtido exclui a participagéo de protons na reagédo de oxidagao do
BIS na superficie do EDDB-PTC. Além disso, a interse¢cao das duas retas obtidas no
grafico (Figura 5) apresenta o valor de pH de 4,59 correspondente ao valor de pKa
do BIS, préoximo ao valor tedrico de 4,69 (MARTINI, 2014).

Um estudo comparativo entre diferentes solugdes tampao em pH 5,0 também
foi realizado (Figura 6). Para tal empregou-se as seguintes solugdes tampéo:
Mc'llvaine, citrato, lactato, BR, fosfato e acetato. Como pode ser observado, o BIS
nao apresentou pico de oxidagao nos tampdes Mc’llvaine, citrato e lactato.
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Figura 6: Voltamogramas de onda quadrada de 99 umol L' de BIS usando o
EDDB-PTC em diferentes solu¢des tampao em pH 5,0: (—) BR, (—) acetato, (—)
fosfato, (—) Mc’llvaine, (—) citrato, (—) lactato. Parametros da VOQ: f = 30 Hz, a
=50mV e AEs=2mV
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Frente aos demais, o tampao BR apresentou maior magnitude de corrente,
menor potencial de oxidacdo e melhor repetibilidade nas medidas, sendo escolhido
como eletrolito suporte para estudos posteriores.

4.3 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

Voltamogramas ciclicos foram obtidos em tampao BR (pH 5,0) a diferentes
velocidades de varredura (5 — 500 mV s™') empregando o EDDB-PTC (Figura 7).
Pode-se observar que a magnitude da corrente do pico aumenta a medida que a
velocidade de varredura (v) € aumentada. O Epa desloca-se para valores mais
positivos, caracteristica intrinseca de processos totalmente irreversiveis. Além disso,
foi observada que a corrente de pico do BIS esta linearmente relacionada com a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v'’?) (Figura 8), indicando que a corrente limite
da reagao é controlada principalmente pela difusdo de moléculas de BIS do seio da
solucao a superficie do eletrodo (GOSSER, 1993).
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Figura 7: Voltamogramas ciclicos obtidos em solugéo tamp&o BR (pH 5,0) de 99
umol L™' de BIS, usando o EDDB-PTC em diferentes velocidades de varredura (a - I:
5-500 mVs™).
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Figura 8: Relacédo linear entre corrente de pico e raiz quadrada da velocidade de
varredura para voltamogramas ciclicos obtidos em solugcdao tampao BR (pH 5,0) de

99 umol L' usando EDDB-PTC em diferentes velocidades de varredura (a — k: 5 —
400 mV s™).
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Também foi verificado a relagédo ente o logaritmo da corrente de pico e o logaritmo
da velocidade de varredura para BIS em solugao tampéao BR (pH 5,0), sendo descrita pela
equacgdo de log Ieis = 0,011 + 0,4903 log v (R? = 0,994). Dessa maneira, o valor do
coeficiente angular da reta préoximo ao valor teérico de 0,5, confirmando que a oxidagao
do BIS é um processo difusional (GOSSER, 1993; GARCIA et al., 2007).

A partir da Equagdo 3 e do voltamograma ciclico obtido a 50 mV s foi
possivel estimar o numero de elétrons (n) envolvidos na oxidagdo do BIS na
superficie do EDDB-PTC (GOSSER, 1993; BARD; FAULKNER, 2001).

Epa — Epaz = 47,7 mV / an (Eq 3)

Em que Epa € 0 potencial de oxidagdo (pico anddico), Epaz corresponde o
potencial relacionado a metade do valor da corrente para Epa, € a representa o
coeficiente de transferéncia de carga (0,5 - para sistemas irreversiveis). Para o BIS
os valores de Epa € Epa2 foram 1,590 e 1,505 V, respectivamente, em solugao
tampéo BR (pH 5,0). Dessa forma, o valor de n calculado para a oxidagdo do BIS
sobre a superficie do EDDB-PTC é igual a 1,05 que é proximo de 1, indicando que
um elétron esta envolvido na oxidagao do BIS (GOSSER, 1993; BARD; FAULKNER,
2001). A Figura 9 mostra um possivel mecanismo para a reag¢ao de oxidagao do BIS
na superficie do EDDB-PTC.

Figura 9: Proposta de mecanismo para a reagao de oxidacao do BIS na superficie
do EDDB-PTC.

O coeficiente difusional (Do) para o BIS empregando o EDDB-PTC em tampao

BR (pH 5,0) foi estimado experimentalmente empregando a cronoamperometria. O
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potencial foi fixado em 1,60 V e os cronoamperogramas foram obtidos durante 30 s
(Figura 10).

Figura 10: Cronoamperogramas obtidos da utilizacdo do EDDB-PTC em solugao
tampao BR (pH 5,0) com potencial fixado em 1,60 V durante 30 s na faixa de

concentragéo de 1,99 — 29,1 umol L.
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Nesse experimento variou-se a concentragdo do BIS de 1,99 a 29,1 ymol L’

como apresentado na Figura 10. O coeficiente angular do grafico de | (uA) vs t™172
(s712) foi empregado na equagao de Cottrell (Eq. 4) (BARD; FAULKNER, 2001).

nFAC,D,"”
| = 22 (Eq. 4)

em que n = & o numero de elétrons envolvidos da reacdo de eletrooxidacao
calculados anteriormente, F é a constante de Faraday (96485 C), A é a area
geométrica do eletrodo (cm?) e Co € a concentragdo (mol cm™3). O valor
determinado, em triplicata, foi 2,70 (+ 0,12) x 10™ cm? s™', sendo inédito na

literatura.
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4.4 DETERMINAGCAO DO BIS USANDO O EDDB-PTC

As técnicas VOQ e VPD foram utilizadas para a determinacdo de BIS. Com
isso, a influéncia dos parametros operacionais intrinsecos de cada técnica foi
avaliada (Tabela 1) afim de averiguar a maxima detectabilidade e sensibilidade por
meio da corrente de pico. Este estudo foi realizado utilizando o EDDB-PTC e BIS a
49 pmol L™,

As variaveis estudadas para a VOQ foram: frequéncia (f), amplitude (a) e
incremento de potencial (AEs). Ja na VPD, foram investigadas: amplitude (a),
velocidade de varredura (v) e tempo de modulagdo (tm). Nesse estudo, cada

parametro foi avaliado individualmente, fixando os outros dois.

Tabela 1: Parametros instrumentais da VOQ e VPD avaliados para a determinacao

de BIS em solugao tampao BR (pH 5,0)

Técnica Parametros Intervalo estudado Valor selecionado

f (Hz) 10 - 100 20
vOoQ a (mV) 10 — 80 60
AEs (mV) 1-10 4
a (mV) 10 — 200 80

VPD v (mV s 2-30 12,5
tm (ms) 1-15 5

O estudo da frequéncia da VOQ possibilita também estimar o valor de n.
Dessa forma foi plotado Epa versus o logaritmo da frequéncia, observando-se relagao
linear (R? = 0,994). O coeficiente angular obtido (0,1295) substitui o termo AE/Alog f

na Equacao 5:

AE/Alog f=2,3RT/anF  (Eq. 5)
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Substituindo a = 0,5, n resultou em 1,02 (~1), sugerindo que ha perda de um
elétron na oxidag&do do BIS na superficie do EDDB-PTC, confirmando o valor obtido
pelo estudo da velocidade de varredura.

Apos a otimizacdo das condigbes experimentais e instrumentais, foram
construidas curvas analiticas empregando a VOQ e VPD usando EDDB-PTC. Os
parametros analiticos e seus respectivos valores estdo apresentados na Tabela 2.
Nessa tabela também €& apresentado os resultados obtidos para o estudo de
repetibilidade empregando as técnicas VOQ e VPD. A repetibilidade intra-dia da
magnitude de corrente de pico foi obtida a partir de medidas sucessivas (N = 10) de
19 umol L™" de BIS. As avaliagbes da repetibilidade inter-dia foram realizadas com
a mesma concentracdo em solugdes preparadas diariamente durante 4 dias (N =
4). Pode-se observar que melhores resultados em termos de DPR (abaixo do limite
toleravel de 5% (BARROS NETO et al., 2010)), maior faixa linear de concentragéo
e maior coeficiente angular foram obtidos empregando a VPD; logo, escolheu-se a

mesma para a determinagéo do BIS nas formulagdes farmacéuticas.

Tabela 2: Parametros analiticos obtidos para a determinagdo de BIS por VOQ e
VPD em solugéo tampao BR (pH 5,0) usando um EDDB-PTC

Parametros obtidos VPD voQ

Potencial de pico (V) 1,55 1,59

Intervalo linear de concentragdo (umol L-') 1,00 -44,0 1,99 -21,9

Coeficiente de determinacéo, R? 0,999 0,999
Coeficiente angular (uA mol~" L) 4,64 x 10° 1,33 x 10°
Coeficiente linear (uA) -0,163 -0,016
LD (umol L") 0,353 0,721
Repetibilidade intra-dia (DPR %) 3,16 6,76

Repetibilidade inter-dia (DPR %) 4,16 8,36
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Na Figura 11 estéo representados os voltamogramas de pulso diferencial para

o intervalo de concentragéo de 1,00 — 44,00 pmol L.
IBis/UA = -0,163 + 4,64 x 10° [c/ (umol L) (R?=0,999) (Eq. 6)

Figura 11: Voltamogramas de pulso diferencial em solugdo tampao BR (pH 5,0)
obtidos a partir da utilizacdo de EDDB-PTC para as seguintes concentragdes de
BIS: (1) 0, (2) 1,00 (3) 3,98, (4) 6,95, (5) 11,0, (6) 15,7, (7) 21,5, (8) 28,2 (9) 35,7,
(10) 44,0 ymol L™'. Parametros da VPD: a=80 mV,tm=5msev=125mV s,

160

120 -

80
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404

13 14 15 16 17
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A Figura 12 mostra a curva analitica construida na VPD. Observou-se uma
linearidade entre a concentracao de BIS e a corrente de pico na faixa de 1,00 — 44,0
umol L™ e um LD de 0,353 umol L™ e o limite de quantificagdo determinado foi de

1,00 ymol L™'. A curva analitica pode ser representada pela Equacéo 6:
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Figura 12: Curva analitica obtida a partir dos voltamogramas de pulso diferencial
apresentados na Figura 11, para o intervalo de concentragédo de BIS de 1,00 — 44,00

pumol L.

0 10 20 30 140 50
[BIS] / umol L

A Tabela 3 mostra a comparacdo dos limites de detecgao, faixa linear de
concentracado de outros métodos descritos na literatura para a determinacéo de BIS,

juntamente com caracteristicas as analiticas.
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Tabela 3: Caracteristicas dos procedimentos analiticos para a determinacédo de BIS previamente reportados na literatura em
comparagao ao procedimento proposto.

Intervalo linear de

LD
Soni concentragao A
Tecnica ¢ (umol L) Caracteristicas Analiticas Referéncia
(umol L) H
- Utilizagao de solventes.
-T
CLAE 83,01 — 830, 1 20,75 ratamento de amostra (ALI, 1979)
- Tempo de analise em torno de 17
minutos.
- Derivatizagado da amostra.
CG-EM 96,06 - 2401 0.090 - Extracdo com solvente. (KOK et al., 1981)
- Emprego do gas hélio.
- Extracdo com solvente.
CLAE N&o informado 27 67 - Preparo de amostra tedioso (FULLINFAW et al., 1988)
- Possibilidade de até 13 analises/hora.
- Uso de solventes.
CLAE-UV 58,02 — 194,2 0553 (BRADSHAW et al., 1995)

- Derivatizagao da amostra (24 h).
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- Possibilidade de até 4 analises/hora.

- Possibilidade de até 3 analises/hora. (CAMPBELL e SHERMA
CCD Nao informado 0276 ’
’ - Extracdo com solvente. 2003)
-Detecgdo amperométrica empregando o
eletrodo de ouro.
CLAE 13,83 - 221,3 2,047 _ Utilizagao de solvente (MURATT et al., 2018)
- Possibilidade de até 3 analises/hora.
- Derivatizagdo da amostra com alta
uv 5,53 — 83,01 0.830 demanda de tempo empregando (ABDEL-HAY et al., 2004)
’ solvente organico.
- Complexacao da amostra com muitas
uv 1,38 - 13,83 0.229 etapas envolvendo o uso de solvente (AHMAD et al., 2011)
’ organico.
uv 11,10 — 55,34 Nao (ELVIS e DEEPALI, 2011)
informado - Utilizagao de solvente organico.
- Etapas de tratamento de amostra com
uv 5,534 — 38,73 Nao solventes. (METWALLY et al., 2007)
informado

-Tratamento matematico dos dados
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obtidos.

Potenciometria

80,00 — 5000

- Complexacao da amostra.

(MALEKI et al., 2006)

42,01
- Eletrodo de ouro.
AdSVOQ 0,008 — 14,50 10x10° - Interferéncia no sinal analitico (DANESHGAR et al., 2009)
- Tratamento matematico complexo
- Custo instrumental relativamente
baixo.
- Tempo rapido de analise com
possibilidade de até 21 analises/hora.
VPD 1,00 — 44,00 0,353 Este trabalho

- Sem necessidade de tratamento na
amostra ou etapas de extragéo.

- Uso de pequeno volume de acetona,
apenas para o preparo da amostra.
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Os dados apresentados indicam as vantagens dos parametros analiticos do
método proposto para a determinagédo do BIS em relagdo aos demais métodos. Os
métodos cromatograficos como de Kok e colaboradores (1981) e Campbell e
Sherma (2003) obtiveram LD menor ou proximo ao deste trabalho, para a
determinacdo indireta do BIS, entretanto, o tempo para o preparo amostral foi
superior devido a maior quantidade de etapas no processo de derivatizagdo. Os
demais métodos espectrofotométricos e potenciométricos ndo se mostraram
superiores tendo em vista que as caracteristicas analiticas do método desenvolvido
sdo mais viaveis: baixo LD, quantidade minima de solvente organico (acetona) para
dissolugdo da amostra e tempo rapido de analise. Dessa forma, o método proposto
utilizando um EDDB-PTC com VPD, mostra-se como alternativa eficaz para a
determinacao rapida do BIS sem necessidade de pré-concentracdo possibilitando
analises do BIS em medicamentos comerciais de forma rapida, precisa e exata, ja
que para analises de rotina, € mais eficaz que se adote métodos que expressem
exatidao nos resultados, e sobretudo, sejam simples. A exatiddo do método sera
comprovada estatisticamente, comparando os seus resultados com aqueles obtidos

por um método espectrofotométrico descrito na literatura (ELVIS, 2011).

4.5 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO NA DETERMINACAO DO BIS EM
AMOSTRA FARMACEUTICA

Inicialmente, avaliou-se o efeito de potenciais interferentes na determinacao
do BIS em formulagdes farmacéuticas, sendo eles: celulose microcristalina, lactose,
estearato de magnésio, didxido de titanio e 6xido de ferro amarelo. Para analisar as
possiveis variagdes de corrente foram utilizados 9,90 ymol L~' de BIS e a proporgéo
usada foi 1:10 (solugdo padréo:excipientes). A Tabela 4 descreve os valores de
recuperacao do sinal analitico em triplicata. Comparou-se os sinais de corrente
obtidos na analise dos interferentes com aqueles obtidos das medidas realizadas
apenas com a solucdo padrdo. Dessa forma, nao foi observada diferenca
significativa, ja que o maior DPR (%) entre os valores comparados foi de 2,14%.
Sendo assim, os excipientes contidos na formulagcdo ndo causam interferéncia

significativa, nas condigdes experimentais descritas.
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Tabela 4: Efeito de interferentes na recuperagdo do sinal analitico de 9,90 ymol L'
de BIS.

Interferente Recuperagao do sinal analitico (%)
Celulose microcristalina 101,64 £ 2,14
Di6xido de titanio 96,93 £ 0,17
Estearato de magnésio 97,13 £ 1,80
Lactose 97,13 £ 0,91
Oxido de ferro amarelo. 98,71 £ 0,93

O método desenvolvido empregando o EDDB-PTC foi aplicado na
determinacdo do BIS em comprimidos (A e B, ambos com dosagens de 5 mg).
Ressalta-se que essa determinagao foi realizada com tratamento simples da amostra
(apenas dissolugdo em acetona), evidenciando a rapidez e viabilidade do método
descrito.

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos pelo método proposto em

comparacgao aqueles obtidos com o método espectrofotométrico (ELVIS et al., 2011).

Tabela 5: Resultados obtidos para determinacdo de BIS em formulacbes
farmacéuticas utilizando o método proposto em comparagcdo com o
espectrofotométrico.

Quantidade (mg comprimido™')?

Amostra E (%) Fcalc®
Rotulado UVv-viS VPD

A 5,0 482+0,09 498+0,12 3,32 1,77

B 5,0 5,03+0,14 492+0,08 -2,19 3,06

a Média de 3 medigdes.
100 x [(método VPD — método UV-VIS) / método UV-VIS].

¢ Valor F critico = 19,0 (nivel de confianca de 95 %).
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Observa-se que o emprego da VPD apresentou resultados em concordéancia
com aqueles obtidos pelo método comparativo. A exatiddo do método proposto foi
avaliada aplicando o teste-t pareado. O valor obtido foi de 1,855, sendo menor que o
valor de t critico (2,571), apontando a semelhanga estatistica dos métodos
comparados num intervalo de confianga de 95%. A analise da variancia, examinada
a partir do teste F, entdo, como apresentado na Tabela 5, todos os valores
adquiridos a partir da aplicagado deste, sdo menores em relagdo ao valor critico
tabelado (F critico = 19). Logo, os métodos apresentam o mesmo nivel de precisédo a
95% de confiancga.

Estudos de adicdo e recuperagao foram realizados na VPD por meio da
adicdo de volumes conhecidos da solugdo padrédo de BIS nas amostras A e B.
Valores de recuperacdo entre 99,1 e 102,3% foram obtidos, confirmando que a

matriz da amostra ndo interfere na determinacéo de BIS.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, pode-se perceber a excelente
eficiéncia do EDDB na determinacéo do BIS.

Todos os parametros instrumentais das técnicas VOQ e VDP foram
otimizados, no entanto, a VPD se mostrou favoravel para a determinagao do BIS ja
que as curvas analiticas construidas nesta técnica mostraram maior intervalo linear
de concentragao, maior sensibilidade e baixo valor de LD em relagéo a VOQ.

A aplicagdo do método proposto em amostras farmacéuticas foi avaliada
através de testes estatisticos em comparagdo com método espectrofotométrico onde
foi possivel comprovar a exatiddo do método no nivel de confianca de 95%.

O desempenho do método mostra sensibilidade, precisdo, exatidao,
simplicidade, rapidez, baixo custo relativo de instrumentagcdo, além de ser
ambientalmente favoravel e a interpretagdo dos dados obtidos €& isenta de
manipulagdo matematica. O método pode ser aplicado diretamente nas amostras
necessitando apenas de uma dissolugao em um pequeno volume de acetona.

Todas essas caracteristicas sao potenciais indicativos da aptiddo do método

para analises de rotina para a determinacao do BIS.
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