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RESUMO 
 
 
Lisinopril (LNP) é o inibidor da enzima conversora da angiotensina, a 
hidroclorotiazida (HCTZ) é um diurético e o anlodipino (AML) um bloqueador dos 
canais de cálcio, e esses fármacos são encontrados em doses combinadas para o 
tratamento da hipertensão. Nesse trabalho, pela primeira vez, são propostos dois 
métodos analíticos para a determinação dos pares de anti-hipertensivos (HCTZ e 
LNP ou AML e LNP). Ambos os métodos se baseiam no uso do eletrodo de pasta de 
carbono (EPC) acoplado com a voltametria de pulso diferencial (VPD). Os 
voltamogramas cíclicos apresentaram três picos de oxidação bem definidos e 
reprodutíveis em um potencial de 0,65 V, 0,76 V e 0,99 V (vs. Ag / AgCl (KCl 3,0 mol 
L–1)) para AML, HCTZ e LNP, respectivamente, que estão relacionados aos 
processos irreversíveis e a corrente é principalmente controlada pela difusão das 
três espécies na superfície do EPC. O pH, eletrólito suporte e os parâmetros 
instrumentais da VPD foram otimizados. Os parâmetros analíticos foram avaliados, 
tais como linearidade, coeficientes de correlação e limites de detecção. A viabilidade 
do método proposto foi determinada com sucesso pela quantificação simultânea dos 
anti-hipertensivos estudados em formulações farmacêuticas comerciais. Esses 
métodos mostraram-se eficazes, de baixo custo, não necessidade de procedimentos 
de extração ou pré-concentração, de fácil acessibilidade e uma alternativa para a 
determinação de LNP com suas associações (HCTZ ou AML) para análises de rotina 
analíticas. 
 
Palavras-chave:  Determinação simultânea. Eletrodo de pasta de carbono. 

Determinação de hidroclorotiazida. Determinação anlodipino. 
Determinação de lisinopril. 
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associações hidroclorotiazida ou anlodipino em formulações farmacêuticas 
empregando um eletrodo de pasta de carbono. 2017. 61 pp. Dissertation (Master 
in Chemistry) Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.  

 
 

ABSTRACT 
 
 
Lisinopril (LNP) is the angiotensin converting enzyme inhibitor, a hydrochlorothiazide 
(HCTZ) is a diuretic and amlodipine (AML) a calcium channel blocker, and these 
drugs are found in combination dosages for the treatment of hypertension. In this 
work, for the first time, two analytical methods are proposed for the determination of 
pairs of antihypertensives (HCTZ and LNP or AML and LNP). Both methods are 
based in the use of a carbon paste electrode (CPE) coupled with differential pulse 
voltammetry (DPV). In the cyclic voltammetry measurements, three very well-
resolved and reproducible oxidative processes of AML, HCTZ and LNP were found at 
0.65 V, 0.76 V and 0.99 V (vs Ag/AgCl (3.0 mol L–1 KCl)), respectively, which were 
related to irreversible redox processes and the current is mostly controlled by 
diffusion of the three drugs to the CPE surface. The pH, supporting electrolyte and 
instrumental parameters of DPV were optimized. Analytical parameters such as 
linearity ranges, correlation coefficients and detection limits were evaluated. The 
viability of the proposed methods was successfully assessed by simultaneous 
quantification of the studied drugs in commercially available pharmaceutical 
formulations. These methods represent an effective, inexpensive, no extraction or 
preconcentration procedures, easily accessible and alternative tool for the 
determination of LNP with its associations (HCTZ or AML) for analytical routine 
analysis. 
 
Keywords:  Simultaneous determination. Carbon paste electrode. 

Hydrochlorothiazide determination. Amlodipine determination. Lisinopril 
determination. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

A hipertensão é uma doença na qual os vasos sanguíneos se 

contraem aumentando a pressão arterial e em muitos casos é necessário o uso 

contínuo de fármacos anti-hipertensivos para o seu tratamento. O besilato de 

anlodipino (AML), hidroclorotiazida (HCTZ) e lisinopril (LNP) são fármacos muito 

utilizados para essa finalidade. Dessa forma, esses fármacos podem ser 

encontrados em formulações farmacêuticas de forma individual ou em associação. A 

associação de anti-hipertensivos vem sendo muito empregada, uma vez que 

aumenta a eficácia no controle da pressão arterial e diminui a quantidade diária de 

comprimidos ingeridos, facilitando assim o dia a dia do paciente (HARDMAN; 

LIMBIRD; GILMAN, 1996). 

Um dos quesitos mais importante para a comercialização de 

formulações farmacêuticas, bem como a associação de anti-hipertensivos, é o 

controle de qualidade, uma vez que garante a confiabilidade do conteúdo rotulado 

pelos seus fornecedores. Esse controle em formulações farmacêuticas é essencial, 

visto que doses excessivas ou abaixo do recomendado podem ocasionar efeitos 

colaterais e serem nocivos à saúde e bem-estar do paciente durante o tratamento. 

Com isso, há a necessidade de se desenvolver métodos acessíveis, de relativo 

baixo custo, instrumentação simples, ambientalmente amigável, reduzindo o uso de 

reagentes tóxicos e de fácil aplicabilidade para análises de rotina. 

Os métodos analíticos mais empregados para esse fim são os 

métodos cromatográficos e espectrofotométricos. A cromatografia é amplamente 

utilizada devido à possibilidade de determinar simultaneamente analitos, sem 

interferência, porém são de alto custo de aquisição e manutenção de equipamentos, 

demanda muito tempo em procedimentos gerais e há a utilização de solventes 

orgânicos e de alta pureza. As técnicas espectrofotométricas são relativamente 

simples e de baixo custo, mas, no entanto, o preparo de amostras é demorado e em 

alguns casos é necessário empregar tratamentos matemáticos para determinações 

simultâneas quando ocorre sobreposição dos picos, o que torna o método mais 

complexo e demorado (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). 
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Com a necessidade de se ter um método mais simples e de fácil 

aplicabilidade para análises de rotina, as técnicas voltamétricas são alternativas 

viáveis para o desenvolvimento de procedimentos analíticos, uma vez que com o 

emprego dessa técnica pode-se obter respostas rápidas, facilidade de operação da 

instrumentação, relativo baixo custo, não necessidade ou minimização do uso de 

solventes orgânicos e o preparo simplificado da amostra (SKOOG; HOLLER; 

NIEMAN, 2002). Os eletrodos de trabalho mais utilizados nessa técnica, são os 

eletrodos a base de carbono, como o eletrodo de diamante dopado com boro 

(EDDB), eletrodo de carbono vítreo (ECV) e os eletrodos de pasta de carbono 

(EPC). Devido à simplicidade, fácil aplicabilidade e relativo baixo custo, os EPCs 

destacam-se entre os citados. Ademais, os EPCs não necessitam de qualquer tipo 

de pré-tratamento, polimento ou modificação de sua superfície, o que o torna uma 

alternativa simples e viável para o desenvolvimento de procedimentos analíticos. 

 

1.2 ANTI-HIPERTENSIVOS 

 

Os anti-hipertensivos são fármacos utilizados no tratamento da 

hipertensão quando apenas as mudanças de hábitos como alimentação saudável e 

práticas de atividades físicas não são mais eficazes no tratamento da doença, sendo 

assim necessário o tratamento medicamentoso. Existe uma ampla variedade de anti-

hipertensivos comercializados que agem de forma diferente no controle da pressão 

arterial, podendo-se citar os diuréticos, bloqueadores dos canais de cálcio, -

bloqueadores, antagonistas dos receptores da angiotensina II e inibidores da enzima 

conversora da angiotensina (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996).  

O AML (3-etil-5-metil-2-2(2-aminoetoximetil)-4-(2-clorofenil)-1,4-

diidro-6-metil-3,5-piridinocarboxilatobenzenosulfonato; Figura 1A) é um bloqueador 

dos canais de cálcio. Ele atua bloqueando a entrada do Ca2+ através da membrana 

celular, tanto das células musculares cardíacas como das paredes vasculares, 

porém com uma maior ação sobre o músculo liso vascular. Sendo assim, sua ação 

provoca vasodilatação diminuindo as resistências periféricas, reduzindo o trabalho 

cardíaco e secundariamente o consumo de oxigênio pelo miocárdio (HARDMAN; 

LIMBIRD; GILMAN, 1996).  

Os diuréticos são subdivididos em classes como, diuréticos de alça, 

tiazídicos, semelhantes aos tiazídicos, poupadores do canal de cálcio, entre outros.  
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A HCTZ (1,1-dióxido de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida; 

Figura 1B) é um diurético tiazídico que aumenta o fluxo urinário e a excreção de 

sódio e água, diminuindo assim o volume extracelular e/ou a composição dos 

líquidos corporais e dessa forma, controlando a pressão arterial (HARDMAN; 

LIMBIRD; GILMAN, 1996).  

O LNP ((S)-1-[n2-(1-carboxi-3-fenilpropil)-L-lisil]-L-prolina; Figura 1C) 

age como inibidor da enzima conversora da angiotensina. A angiotensina tem como 

função estreitar os vasos sanguíneos, aumentando a pressão arterial. Dessa forma, 

o LNP dilata os vasos sanguíneos para ajudar a bombear o sangue para todo o 

corpo com mais facilidade (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 1996).  

 

Figura 1 Estruturas químicas: (A) besilato de anlodipino, (B) hidroclorotiazida e (C) 

lisinopril. 
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Esses anti-hipertensivos podem ser encontrados em formulações 

farmacêuticas individuais ou em associação dos pares HCTZ e LNP ou AML e LNP. 

Dessa forma, o desenvolvimento de um procedimento analítico é necessário para a 

determinação simultânea desses pares de anti-hipertensivos para análises de rotina. 

Não há descrito em nenhuma farmacopeia procedimentos analíticos para a 

determinação simultânea dos pares de anti-hipertensivos HCTZ e LNP ou AML e 

LNP, apenas procedimentos para determinações individuais, no qual é empregado o 

método espectrofotométrico para os três anti-hipertensivos (BRITISH 

PHARMACOPOEIA COMMISSION, 2009).  
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1.3 DETERMINAÇÕES SIMULTÂNEAS DOS PARES DE ANTI-HIPERTENSIVOS HCTZ E 

LNP OU AML E LNP 

  

Com o aumento do uso de anti-hipertensivos, há a necessidade do 

desenvolvimento de procedimentos analíticos para o controle de qualidade desses 

fármacos. Como até o momento não foi descrito nenhum procedimento nas 

farmacopeias para a determinação de LNP em associação com HCTZ ou AML, 

vários procedimentos têm sido propostos na literatura, empregando os métodos 

cromatográficos (ERK; KARTAL, 1999; IVANOVIĆ et al., 2007; CHAUHAN; 

PRAJAPATI; PATEL, 2011; RAJU; RAO, 2011; IDRIS et al., 2012; POONAM et al., 

2012; WAGH et al., 2012; BANKAR; MODHA, 2013; DE DIEGO; SOTO; 

MENNICKENT, 2014; SHAH et al., 2016) e espectrofotométricos (ERK, 1998; 

PRASAD; SAHA; PARIMOO, 1999; EL-GINDY et al., 2001; RATHEE et al., 2010; 

DINÇ et al., 2013; KUMAR et al., 2013).   

 

1.3.1 DETERMINAÇÕES SIMULTÂNEAS DE HCTZ E LNP 

 

Para a determinação simultânea de HCTZ e LNP, são reportados 

alguns trabalhos empregando os métodos cromatográficos. Erk e Kartal (1999), 

aplicaram a cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) para determinar 

simultaneamente HCTZ e LNP, em formulações farmacêuticas. Para a separação 

dos analitos foi utilizada uma coluna C18 (4,6 × 200 mm, 5 μm) e como fase móvel 

uma mistura de acetonitrila: água (20:80 v/v, pH 3,8) em um fluxo de 1,0 mL min–1 

com detecção UV em 213 nm. Empregando esse método foi obtida uma faixa linear 

de concentração de 3,36 – 134 µmol L–1 para HCTZ e de 3,70 – 138 µmol L–1 para 

LNP (ERK; KARTAL, 1999). Ivanovic e colaboradores (2007) empregaram também a 

CLAE na determinação simultânea de HCTZ e LNP na presença de possíveis 

interferentes como clorotiazida, disulfonamida e dicetopiperazina. As separações 

ótimas dos analitos foi obtida utilizando uma coluna C18 (4,6 mm × 20 mm, 3,5 μm) 

e a fase móvel foi acetonitrila:hidrogenofosfato de potássio em diferentes proporções 

(7:93 e 50:50 v/v; 25,0 mmol L–1, pH 5,0), com fluxo 1,0 mL min–1 e a detecção UV 

foi realizada em 215 nm. Com os parâmetros otimizados, foi obtido uma faixa linear 

entre as concentrações de 336 – 3360,0 µmol L–1 para HCTZ e de 197 – 2470,0 
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µmol L–1 para LNP e os respectivos limites de detecção (LD) de 0,017 e 0,012 µmol 

L–1 (IVANOVIĆ et al., 2007). Wagh e colaboradores (2012) determinaram os analitos 

simultaneamente em formulações farmacêuticas utilizando a cromatografia líquida 

de alta eficiência-com fase reversa (CLAE-FR) junto com uma coluna C18 de fase 

inversa (250 × 4,6 mm, 10 µm) e como fase móvel uma mistura de solução tampão 

fosfato de sódio:metanol (70:30 v/v; ajustado o pH 4,5 com ácido ortofosfórico). O 

fluxo foi de 1,0 mL min–1 e a detecção realizada em 225 nm. O procedimento 

cromatográfico apresentou um intervalo linear de concentração e LD de 33,6 – 168 e 

1,23 – 61,6 µmol L–1; e 1,41 e 0,73 µmol L–1 para HCTZ e LNP, respectivamente 

(WAGH et al., 2012). 

Já Idris e colaboradores (2012) empregaram a cromatografia de 

injeção sequencial (CIS), utilizando uma coluna C18 (25 × 4,6 mm) e como fase 

móvel uma mistura de tampão fosfato: acetonitrila (85:15, v/v; pH 5,0; 20 mmol L–1), 

fluxo de 2,4 mL min–1 e detecção UV fixado em 215 nm, para a determinação dos 

analitos em formulações farmacêuticas. A faixa linear obtida foi de 17,0 – 134 µmol 

L–1 para HCTZ e para o LNP de 49,3 – 197 µmol L–1, com os respectivos LD de 4,70 

e 1,68 µmol L–1 (IDRIS et al., 2012). Diego, Soto e Mennickent (2014), empregaram 

a cromatografia líquida (CL) com uma coluna RP-18 (150 × 4,6 mm, 5 µm), como 

fase móvel uma mistura de metanol:acetonitrila:tampão fosfato (15:15:70, v/v/v; 

pH7,1; 0,05 mmol L–1) em um fluxo de 0,8 mL min–1 e detecção UV em 210 nm para 

determinar simultaneamente HCTZ e LNP em formulações farmacêuticas. O método 

descrito foi linear em uma faixa de concentração de 84,0 – 590 e 98,6 – 493 µmol L–1 

para HCTZ e LNP, respectivamente, obtendo os seguintes LD de 1,48 e 1,11 µmol 

L–1 (DE DIEGO; SOTO; MENNICKENT, 2014). Por fim, Shah e colaboradores (2016) 

propuseram um método para determinação simultânea de HCTZ e LNP em plasma 

humano, empregando a cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 

sequencial (CL-EM/EM), utilizando uma coluna C18 (50 mm × 3,0 mm, 5 μm) e como 

fase móvel acetonitrila:formiato de amônio (85:15, v/v; 5,0 mmol L–1; pH 4,5). Com 

esse método foi obtido uma faixa linear nas concentrações de 0,0017 – 0,84 µmol L–

1 para HCTZ e 0,0012 – 0,62 µmol L–1 para o LNP (SHAH et al., 2016). 

Para os métodos espectrofotométricos reportados na literatura para 

a determinação simultânea de HCTZ e LNP são observados sobreposição dos picos, 

sendo assim necessário o emprego de derivazões matemáticas. Dessa forma, Erk 

(1998) empregou a espectrofotometria de derivada da razão de espectros (ED-RE) 
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para a determinação simultânea de HCTZ e LNP em formulações farmacêuticas. A 

sobreposição dos picos foi observada na faixa de 243,6 – 280,1 nm. Aplicando a 

derivação matemática, foi possível determinar os analitos simultaneamente, em uma 

faixa de concentração de 20,0 – 469 µmol L–1 para a HCTZ e de 38,6 – 319 µmol L–1 

para o LNP (ERK, 1998). El-Gindy e colaboradores (2001), empregaram a 

espectrofotometria derivativa, aplicando quatro tipos de derivações matemáticas 

para a determinação simultânea dos analitos, como a terceira derivada (ED-3D), 

segunda derivada (ED-2D), mínimos quadrados clássicos (E-MQC) e a de regressão 

por componentes principais (E-RCP). A faixa de comprimento de onda utilizado foi 

de 200 a 350 nm, observando sobreposição dos picos em aproximadamente 210 

nm. Foram obtidos  os seguintes valores de faixa linear e LD para HCTZ e LNP, 

respectivamente; ED-3D: 8,4 – 58,8 e 19,7 – 138 µmol L–1 ,1,0 e 3,7 µmol L–1; ED-2D: 

16,8 – 67,2 e 19,7 – 98,7 µmol L–1, 0,67 e ,1,73 µmol L–1; E-MQC: 26,9 – 672 e 37,0 

– 730 µmol L–1, 1,34 e 1,97 µmol L–1 e E-RCP: 26,9 – 672 e 37,0 – 730 µmol L–1, 1,0 

e 1,48 µmol L–1 (EL-GINDY et al., 2001). Dinç e colaboradores (2013) aplicaram a 

espectrofotometria utilizando procedimentos matemáticos de calibração multivariada 

(E-CM) para a determinação simultânea dos analitos em formulações farmacêuticas. 

A faixa de comprimento de onda utilizado foi de 190 a 400 nm, observando 

sobreposição dos picos em aproximadamente 210 nm. Aplicando o procedimento 

matemático, obteve-se uma faixa linear de 10,1 – 36,9 µmol L–1 para HCTZ e 9,86 – 

49,3 µmol L–1 para LNP (DINÇ et al., 2013). Kumar e colaboradores (2013), 

utilizaram o Método de Vierordt que se baseia em um método espectrofotométrico 

onde são utilizadas equações simultâneas para a determinação de misturas binárias. 

Para a determinação simultânea de HCTZ e LNP, foram utilizados comprimentos de 

onda de máxima absorção nos valores de 274,5 nm e 215 nm. Os resultados para 

esse método foram adequados para a aplicação em formulações farmacêuticas, em 

uma faixa linear de concentração de 16,8 – 67,2 µmol L–1 para HCTZ e para o LNP 

de 2,47 – 24,7 µmol L–1 (KUMAR et al., 2013). 

 

1.3.2 DETERMINAÇÕES SIMULTÂNEAS DE AML E LNP 

 

Os métodos cromatográficos descritos na literatura para a 

determinação simultânea de AML e LNP em formulações farmacêuticas empregam a 

CLAE-FR com diferentes parâmetros, entre eles, a coluna de separação e a fase 
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móvel. Chauhan, Prajapati e Patel (2011) utilizaram uma coluna C18 (250 × 4,6 mm, 

5 μm) e como fase móvel uma solução com tampão fosfato: metanol (75:25 v/ v, 

0,02 mol L–1, pH 7,0) em fluxo de 1,0 mL min–1 com detecção em 212 nm. O tempo 

de retenção variou entre 4,11 min e 7,29 min para AML e LNP, respectivamente, 

obtendo resultados satisfatórios em uma faixa linear de 17,6 – 194 µmol L–1 para o 

AML e de 24,6 – 271,3 µmol L–1 para o LNP (CHAUHAN; PRAJAPATI; PATEL, 

2011). Raju e Rao (2011) determinaram simultaneamente AML e LNP a partir de 

uma coluna C18 (150 × 4,6 mm em modo isocrático), e como fase móvel foi utilizada 

uma solução de acetonitrila:tampão fosfato (60:40, com pH ajustado para 3,0) com 

fluxo de 0,5 mL min–1 e com detecção UV em 215 nm. O tempo de retenção foi de 

3,09 min e 4,11 min para AML e LNP, respectivamente. Com esse método foi obtido 

uma faixa linear na concentrações de 17,6 – 52,9 µmol L–1 para o AML e de 49,3 – 

147,9 µmol L–1 para o LNP e aplicado em formulações farmacêuticas (RAJU; RAO, 

2011). Já Bankar e Modha (2013), empregaram uma coluna RP18 (150 × 4,6 mm, 

5μm), e como fase móvel foi utilizada uma mistura de fosfato 

monossódico:acetonitrila (50:50 v/v, 0,05 mol L–1) com fluxo de 1,0 mL min–1 com 

detecção UV em 258 nm. Com esse método foi obtido uma faixa linear de 

concentrações de 22,0 – 66,1 µmol L–1 e 30,8 – 92,5 µmol L–1 para AML e LNP, 

respectivamente (BANKAR; MODHA, 2013). Por fim, Poonam e colaboradores 

(2012), utilizaram como fase móvel uma solução de acetonitrila:tampão fosfato 

(35:65, v/v, pH 7,0 ajustado com 0,1 mol L–1 trietanolamina), em um fluxo de 1,0 mL 

min–1. O comprimento de onda de 266 nm foi usado para a detecção. A faixa linear 

obtida para esse método foi de 8,81 – 88,1 µmol L–1 para AML e de 123,3 – 1233,1 

µmol L–1 para o LNP (POONAM et al., 2012).  

Como também observado para a determinação simultânea de HCTZ 

e LNP, a sobreposição dos picos também ocorre para a determinação simultânea de 

AML e LNP empregando técnicas espectrofotométricas, sendo assim necessário o 

uso de derivações matemáticas. Prasad, Saha e Paraimoo (1999) observaram para 

o AML e LNP comprimentos de onda de 216,6 nm e 219,4 nm, respectivamente, 

com sobreposição dos picos, sendo empregado então a ED-2D para determinar 

simultaneamente os analitos em formulações farmacêuticas. Com a aplicação desse 

método, obteve-se uma faixa linear de concentração para AML de 4,41 – 22,0 µmol 

L–1 e para o LNP de 12,3 – 37,0 µmol L–1, com seus respectivos LD de 0,14 e 0,17 

µmol L–1 (PRASAD; SAHA; PARIMOO, 1999). Rathee e colaboradores (2010), 
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empregaram o Método de Vierordt para a determinação simultânea de AML e LNP. 

Os comprimentos de onda de máxima absorção usados foram de 256 nm e 216 nm 

para AML e LNP, respectivamente. Os resultados para esse método foram 

adequados para a aplicação em formulações farmacêuticas, em uma faixa linear de 

concentrações de 17,6 – 123 µmol L–1 para o AML e de 9,86 – 98,6 µmol L–1 para o 

LNP, com seus respectivos LD de 0,4 e 0,6 µmol L–1 (RATHEE et al., 2010). 

 

1.4 PROCEDIMENTOS ELETROANALÍTICOS – VOLTAMETRIA 

 

A voltametria baseia-se na medida da corrente em função de um 

potencial aplicado em um eletrodo, em uma célula eletroquímica. A velocidade de 

oxidação ou redução de um analito é limitada pela velocidade de transferência de 

massa do analito para a superfície do eletrodo e o sinal obtido será proporcional a 

concentração do analito na célula eletroquímica. Dentre as técnicas voltamétricas 

mais empregadas no desenvolvimento de procedimentos eletroanalíticos, se 

destacam a voltametria cíclica (VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD), no 

qual a VC é mais utilizada para estudos qualitativos e a VPD predominantemente 

empregada para quantificação de analitos (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).  

O emprego da VC no desenvolvimento de um procedimento 

eletroanalítico é de suma importância, uma vez que permite fornecer um diagnóstico 

sobre o processo de oxidação e/ou redução que ocorre com o analito a ser 

estudado, através de sua varredura de potencial direta e reversa. Com o emprego 

da VC é possível averiguar o perfil voltamétrico do analito de interesse, processo de 

transferência de elétron na reação eletroquímica, se a transferência de massa é 

predominantemente por difusão ou adsorção da espécie, identificar características 

da velocidade das reações eletroquímicas como reversibilidade, quase-

reversibilidade ou irreversibilidade. Ainda com o emprego da VC, conhecendo a 

reversibilidade ou irreversibilidade do sistema de interesse e fazendo o uso 

adequado de equações, é possível explorar algumas características, como a área 

eletroativa dos eletrodos e o coeficiente de difusão do analito para cada determinado 

eletrodo (GOSSER, 1993; BARD; FAULKNER, 2001).  

As técnicas de pulso, como a VPD são muito empregadas em 

procedimentos eletroanalíticos para a quantificação de analitos, devido a sua alta 

sensibilidade e definição, além de proporcionar limites de detecção baixos. Na VPD 
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a excitação do sinal é obtida como a soma de um pulso sobre uma rampa de 

potencial. Nessa técnica, a corrente é medida antes da aplicação do pulso e outra ao 

final do pulso, dessa forma é plotado a diferença entre essas correntes medidas vs o 

potencial aplicado. O emprego da diferença entre a corrente medida antes e depois 

do pulso possibilita fazer a correção da corrente capacitiva. Quando se aplica o 

pulso, observa-se a contribuição da corrente capacitiva (não-faradaica) e da corrente 

faradaica (corrente de interesse), porém a corrente capacitiva diminui 

exponencialmente enquanto a faradaica decresce linearmente, dessa forma, com 

um tempo apropriado de pulso, a corrente capacitiva pode ser desconsiderada, 

diminuindo a corrente de fundo (BRETT; BRETT, 1993; BARD; FAULKNER, 2001). 

Os métodos voltamétricos são amplamente aplicados em 

determinações de uma variedade de fármacos em formulações farmacêuticas e em 

fluídos biológicos (GOYAL et al., 2007; JAIN et al., 2010; MAZLOUM-ARDAKANI et 

al., 2010; EISELE et al., 2013; ŠVORC; RIEVAJ; BUSTIN, 2013; FIGUEIREDO-

FILHO et al., 2014; KALAMBATE; SRIVASTAVA, 2016; KHAIRY et al., 2017; 

SVORC et al., 2017). 

Com a necessidade de se ter um método mais simples e de fácil 

aplicabilidade para análises de rotina, as técnicas voltamétricas são alternativas 

viáveis diante às descritas na literatura para a determinação simultânea de HCTZ e 

LNP ou AML e LNP. Vale ressaltar que nenhum método voltamétrico para 

determinação simultânea desses pares de anti-hipertensivos foi relatado na 

literatura. Porém são reportados procedimentos eletroanalítcos para HCTZ ou AML 

associados a outros analitos. Em nosso grupo de pesquisa (Laboratório de 

Eletroanalítica e Sensores – LAES) esses dois anti-hipertensivos vem sendo muito 

explorados. Eisele e colaboradores (2014) empregando um eletrodo de diamante 

dopado com boro pré-tratado catódicamente (EDDB-PTC) e a voltametria de onda 

quadrada (VOQ) determinaram HCTZ e valsartana (VAL) simultaneamente em 

formulações farmacêuticas. O método proposto exibiu respostas lineares em uma 

faixa de concentrações de 1,99 – 88,1 µmol L–1 para HCTZ e de 9,88 – 220 µmol L–1 

para VAL, os LDs foram respectivamente de 0,639 e 0,935 µmol L–1. Os resultados 

mostram-se concordantes quando comparados à CLAE (EISELE et al., 2014). Um 

procedimento eletroanalítico foi desenvolvido para a determinação simultânea de 

AML e enalapril (ENA) em formulações farmacêuticas por Valezi e colaboradores 

(2014). Foi utilizada a VOQ acoplada a um eletrodo de pasta de nanotubos de 
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carbono (EPNTC), na presença de um surfactante. Com os parâmetros analíticos 

otimizados, foi obtido faixa linear de concentração e LD de 0,58 – 5,9 µmol L–1 e 

0,049 µmol L–1 para AML e para ENA de 2,0 – 57 µmol L–1 e 0,81 µmol L–1, 

respectivamente. Não foi observada diferença estatística entre o método proposto e 

o método comparativo (VALEZI et al., 2014). Salamanca-Neto e colaboradores 

(2015) determinaram simultaneamente HCTZ e ENA em formulações farmacêuticas, 

empregando a VOQ junto com um EPNTC. A faixa linear de concentrações obtida 

para a HCTZ foi de 0,49 – 45 µmol L–1 e 5,0 – 83 µmol L–1 para o ENA, com seus 

respectivos LD de 0,014 e 0,041 µmol L–1. O método proposto foi comparado com a 

CLAE, obtendo resultados satisfatórios (SALAMANCA-NETO et al., 2015). Mansano 

e colaboradores (2015) desenvolveram um método para determinação simultânea 

de AML e VAL utilizando a VOQ e um EDDB-PTC. O método proposto exibiu 

respostas lineares em uma faixa de concentração de 0,49 – 28 µmol L–1 e 19,8 – 280 

µmol L–1 para AML e VAL, respectivamente, os valores de LDs foram de 0,076 µmol 

L–1 para AML e de 0,133 µmol L–1 para VAL. O método mostrou-se eficiente para 

determinação simultânea de AML e VAL em formulações farmacêuticas e em urina 

sintética (MANSANO et al., 2015a). Mansano, Eisele e Sartori (2015) determinaram 

simultaneamente uma mistura ternária de AML, HCTZ e VAL em formulações 

farmacêuticas. Para esse método foi empregado a VOQ junto com um EDDB-PTC, 

obtendo resultados satisfatórios para aplicação em amostras reais. A faixa linear de 

concentrações foi de 0,49 – 7,2 µmol L–1 para AML, 2,9 – 45 µmol L–1 para HCTZ e 

de 9,7 – 130 µmol L–1 para VAL, com os respectivos LD de 0,23 µmol L–1, 0,75 µmol 

L–1 e 6,2 µmol L–1 (MANSANO et al., 2015b). Salamanca e colaboradores (2016) 

desenvolveram um método para determinação simultânea de HCTZ e metoprolol 

(MTP) em formulações farmacêuticas empregando a VPD acoplada a um EDDB-

PTC. A faixa linear obtida foi de 0,51 – 18,7 µmol L–1 e 1,23 – 22,8 µmol L–1 para 

HCTZ e MTP, respectivamente e os LD foram de 0,376 µmol L–1 para a HCTZ e de 

0,077 µmol L–1 para o MTP (SALAMANCA-NETO et al., 2016). Moraes e 

colaboradores (2016) também utilizaram o EDDB-PTC para determinar 

simultaneamente AML e atenolol (ATN) em formulações farmacêuticas. A técnica 

empregada foi a VOQ e com os parâmetros analíticos otimizados, foi possível obter 

uma faixa linear de 2,9 – 33 µmol L–1 para o AML e de 9,8 – 190 µmol L–1 para o 

ATN, com seus respectivos LD de 0,17 e 0,22 µmol L–1 (MORAES et al., 2016). 

Empregando a mesma técnica voltamétrica e o mesmo eletrodo de trabalho descrito 
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anteriormente, Moraes e colaboradores (2017) desenvolveram um procedimento 

para determinação de uma mistura quaternária para AML, cloridrato de amilorida 

(AMI), HCTZ e ATN. Foram obtidas respostas lineares em uma faixa de 

concentração de 0,90 – 31, 8,7 – 125, 29 – 260 e 11- 91 µmol L–1, com o LD de 0,30, 

0,09, 0,08 e 0,06 µmol L–1 para AML, AMI, HCTZ e ATN, respectivamente. O método 

proposto foi aplicado em formulações farmacêuticas e amostras de água, obtendo-

se resultados satisfatórios (MORAES et al., 2017). Por fim, Mattos e colaboradores 

(2017) determinaram HCTZ em associação com o ramipril (RMP) em formulações 

farmacêuticas, empregando um EDDB-PTC junto com a VOQ. A faixa linear de 

concentração foi obtida entre 2,46 – 36,7 µmol L–1 para HCTZ e de 1,96 – 36,7 µmol 

L–1 para o RMP, com os respectivos LD de 0,018 e 0,027 µmol L–1 (MATTOS et al., 

2017).  

Para a determinação individual de AML, HCTZ e de LNP 

empregando as técnicas voltamétricas são reportados diversos trabalhos na 

literatura, aplicando diferentes tipos de eletrodos de trabalho. Alguns dos eletrodos 

de trabalho utilizados nas determinações individuais de AML foram um eletrodo de 

carbono vítreo (ECV) (GAZY, 2004), um eletrodo de grafite pirolítico modificado com 

nanotubos de carbono (GOYAL; BISHNOI, 2010), um EDDB (ŠVORC et al., 2014), 

um ECV modificado com um nanocompósito de grafite/quitosana (ARKAN et al., 

2014), um ECV modificado com nanopartículas de ZrO2 (MOHAMMADIZADEH; ZIA 

MOHAMMADI; KAYKHAII, 2017) e um eletrodo de lápis de grafite (JADON; JAIN; 

PANDEY, 2017). Já para a HCTZ foram empregados um ECV (ALGHAMDI, 2014), 

eletrodo de pasta de carbono (EPC) modificado com ácido ferrocenodicarboxílico 

(KARIMI-MALEH; ENSAFI; ENSAFI, 2009), um EPNTC modificado com benzoil-

ferroceno (BEITOLLAHI; GHORBANI, 2013), ECV modificado com nanotubos de 

carbono multicamadas (REZAEI; DAMIRI, 2008) e um eletrodo de diamante dopado 

com boro pré-tratado anodicamente (EDDB-PTA) (SANTOS et al., 2013). Para a 

determinação de LNP, os eletrodos aplicados foram os ECV modificado com 

nanotubos de carbono multicamadas (ZHAN et al., 2009), um EPC (YOU; ZHENG; 

GAO, 2008) e um ECV modificado com um composto de β-ciclodextrina-óxido de 

grafeno-SO3H (HASANZADEH et al., 2014). 
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1.5 ELETRODOS DE PASTA DE CARBONO (EPC) 

 

Os EPCs baseiam-se na mistura homogênea de um material 

carbonáceo com um agente aglutinante. Esses eletrodos modificados ou não, vêm 

sendo utilizados em desenvolvimento de procedimentos eletroanalíticos para 

determinações individuais ou simultâneas de uma variedade de analitos (PAPP et 

al., 2009; CHANDRA et al., 2010; MOKHTARI et al., 2012; GHOLIVAND; 

KHODADADIAN, 2013; NADIFIYINE et al., 2013; AFKHAMI et al., 2014; VALEZI et 

al., 2014; SALAMANCA-NETO et al., 2015; XU et al., 2016). 

Os EPCs, no qual o material carbonáceo é o grafite, se destacam 

pela sua simplicidade e fácil aplicabilidade para determinações eletroquímicas, além 

de apresentar baixa corrente de fundo. Ademais, os EPC que utilizam o grafite, 

necessitam de menor quantidade de agente aglutinante, que é isolante, para 

obtenção de uma pasta homogênea quando comparado com EPC que utilizam 

carbon black e nanotubos de carbono. Com isso, obtem-se um EPC com maior 

condutância tornando-o mais atrativo e eficaz (KALCHER et al., 1995; ALBERTÚS et 

al., 1997).  

Na Figura 2 é apresentada a estrtutura química do grafite. O grafite é 

composto por camadas planas de carbono, no qual essas camadas formam redes 

de malhas hexagonais de átomos de C, como se fosse uma macromolécula formada 

por anéis de benzeno fundidos (LEE, 2000). Os átomos de C são ligados por 

ligações covalentes e as camadas são unidas por forças fracas de van der Waals. O 

carbono apresenta quatro elétrons na camada de valência, descrito pela 

configuração eletrônica C: [He] . No grafite, dos quatro elétrons de valência, 

três estão envolvidos na formação das ligações σ (formadas a partir da sobreposição 

dos orbitais híbridos ) e um elétron envolvido na formação das ligações π. O seu 

caráter condutor está relacionado diretamente à contribuição dos elétrons π 

deslocalizados por toda a camada de carbono (LEE, 2000; SHRIVER; ATKINS, 

2008). 
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Figura 2 Estrutura química do grafite. 

 

FONTE: adaptado de http://mundoeducacao.bol.uol.com.br (2017). 

Há reportado na literatura alguns trabalhos que utilizam o grafite na 

composição do EPC, sem nenhuma modificação em sua superfície, para a 

determinação de analitos em amostras reais. Fiorucci e Cavelheiro (2002) 

determinaram triptofano em formulações farmacêuticas utilizando um EPC 

juntamente com a técnica de VPD, obtendo resultados satisfatórios em uma faixa 

linear de 2,0 – 30 µmol L–1 e um LD de 1,7 µmol L–1(FIORUCCI; CAVALHEIRO, 

2002). Radi (2003) desenvolveu um método para determinação de pantoprazol em 

formulações farmacêuticas utilizando um EPC junto com a voltametria adsortiva de 

redissolução de pulso diferencial (VARdPD), com tempo de acumulação de 5 min. 

Com os parâmetros analíticos otimizados, obteve-se resultados satisfatórios em uma 

faixa de concentrações de 0,1 – 10 µmol L–1 e um LD de 0,02 µmol L–1 (RADI, 2003). 

Kazemipour, Mohammadi e Ahmadi (2008) utilizando um EPC e empregando a 

voltametria adsortiva de redissolução de onda quadrada (VARdOQ), com tempo de 

acumulação de 3,7 min, desenvolveram um procedimento analítico para a 

determinação de AML em formulações farmacêuticas. O método proposto 

apresentou uma faixa linear de concentrações entre 9,9 – 140 nmol L–1 e um LD de 

0,2 nmol L–1 e foi aplicado em amostras reais, obtendo resultados aceitáveis 

(KAZEMIPOUR et al., 2009). Outro anti-hipertensivo, o atenolol, foi determinado por 

Patil, Hegde e Nandibewoor (2009) utilizando a VPD com um EPC. O LD obtido foi 

de 0, 59 µmol L–1 e a faixa linear foi de 20 – 100 µmol L–1, onde foi aplicado em 

formulações farmacêuticas e urina sintética (PATIL; HEGDE; NANDIBEWOOR, 

2009). 

http://mundoeducacao.bol.uol.com.br/
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Empregar o EPC para desenvolver um procedimento voltamétrico 

para a determinação simultânea dos pares de anti-hipertensivos HCTZ e LNP ou 

AML e LNP. 

Aplicar o procedimento desenvolvido na análise de HCTZ e LNP em 

formulações farmacêuticas combinadas. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Empregar a VC para estudos de diagnóstico do comportamento 

voltamétrico de AML, HCTZ e LNP, como perfil voltamétrico, calculo do número de 

elétrons envolvidos na reação eletroquímica, além de caracterizar o tipo de 

transporte de massa envolvido. 

Estudar a influência da proporção da pasta de carbono no 

desenvolvimento do EPC. 

Avaliar o EPC como eletrodo de trabalho para a determinação LNP 

associado a HCTZ ou AML, comparando-o com ECV. 

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

determinação simultânea dos pares de anti-hipertensivos HCTZ e LNP ou AML e 

LNP. 

Avaliar a técnica VPD para a obtenção de curvas analíticas para a 

determinação simultânea de HCTZ e LNP ou AML e LNP. 

Avaliar o efeito dos possíveis interferentes presentes nas amostras 

analisadas e aplicar o método desenvolvido em formulações farmacêuticas 

combinadas empregando a VPD acoplada a um EPC. 

Comparar estatísticamente os resultados obtidos com o método 

proposto com aqueles obtidos com o método comparativo, empregando-se 

avaliações estátisticas, como testes F e t. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 REAGENTES E SOLUÇÕES 

 

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau 

analítico, as soluções foram preparadas com água ultrapura obtida por um sistema 

de purificação Milli-Q (Millipore®), com resistividade superior a 18MΩ cm. AML, 

HCTZ, LNP e grafite em pó (≤ 0,1mm) foram obtidos da Sigma-Aldrich. Metanol, 

cloreto de amônio, hidróxido de amônio, carbonato de sódio e bicarbonato de sódio 

foram obtidos da Anidrol. Ácido bórico, ácido acético, ácido fosfórico e hidróxido de 

sódio foram obtidos da Merck e acetonitrila foi obtida da J. T. Baker. As formulações 

farmacêuticas contendo HCTZ-LNP (12,5 mg:10,0 mg) foram compradas em uma 

farmácia em Londrina, Estado do Paraná, Brasil. 

O eletrólito suporte utilizado no desenvolvimento dos experimentos 

foi uma solução tampão Britton – Robinson (BR) (pH 10,0). Esta solução tampão foi 

preparada com a mistura de ácido acético 0,04 mol L–1, ácido bórico 0,04 mol L–1 e 

ácido fosfórico 0,04 mol L–1. O pH da solução tampão BR foi ajustado para 10,0 com 

a adição de uma solução de hidróxido de sódio 2,0 mol L–1. 

As soluções padrão dos anti-hipertensivos foram preparados a cada 

dia de experimento na concentração de 10 mmol L–1 em solução tampão BR (pH 

10,0) contendo 40% de metanol. 

 

3.2 PREPARO DO ELETRODO DE PASTA DE CARBONO (EPC) 

 

O EPC (Figura 3) foi preparado com a mistura homogênea de grafite 

em pó e óleo mineral (Nujol®) na proporção de 65:35% (m/m). O grafite em pó e o 

óleo mineral foram cuidadosamente homogeneizados em uma placa de Petri com 

uma espátula de aço inoxidável por 10 minutos. Em seguida, a pasta de grafite foi 

cuidadosamente inserida na cavidade de um tubo de Teflon® com uma base de 

placa de carbono. A pasta foi compactada com a espátula resultando em uma 

superfície lisa. Antes da utilização do EPC, uma ativação eletroquímica deve ser 

realizada a fim de se obter respostas mais estáveis. Esta consiste em obter vinte e 
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cinco varreduras cíclicas em solução tampão BR (pH 10,0), na faixa de potencial de 

0 a 1,2 V, com uma velocidade de varredura de 100 mVs–1. 

 

Figura 3 Esquema demonstrativo do eletrodo de pasta de carbono utilizado no 

desenvolvimento do método analítico para determinação simultânea de HCTZ e LNP 

ou AML e LNP. 

Tubo de teflon 

Cavidade

Placa de carbono

 

FONTE: o próprio autor. 

 

3.3 INSTRUMENTAL 

 

Para os experimentos voltamétricos foi utilizada uma célula 

eletroquímica de vidro com capacidade para 15 mL, com uma tampa de Teflon®, 

com encaixes para os eletrodos. O eletrodo referência foi Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L−1) 

e como eletrodo auxiliar foi empregado uma placa de platina 0,5 cm × 0,5 cm. O 

EPC descrito acima (área geométrica de 0,0707 cm2) foi utilizado como eletrodo de 

trabalho (Figura 4). 
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Figura 4 Representação esquemática da célula eletroquímica contendo três 

eletrodos, eletrodo auxiliar, de referência e de trabalho. 

 

FONTE: o próprio autor. 

 

As medidas eletroquímicas foram realizadas em um 

potenciostato/galvanostato modelo FRA2 μAutolab tipo III potenciostato/galvanostato 

controlado com o software GPES e acoplado a um microcomputador para aquisição 

dos dados. 

Um eletrodo de carbono vítreo (ECV; 3 mm de diâmetro; Tokay 

Carbon Co, Japão) foi utilizado para devidas comparações propostas pelo trabalho. 

Antes do uso, o ECV foi mecanicamente polido com alumina em pó (0,05 µm) e 

depois foi lavado com água ultrapura. 

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balança analítica 

Shimadzu, modelo AY220, com precisão de ± 0,1 mg. O pH foi medido a 25,0 ± 0,5 
oC usando um pHmetro ION, modelo pHE500, empregando um eletrodo combinado 

de vidro com um eletrodo de referência externo de Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L–1). 

O método comparativo utilizado para a determinação simultânea de 

HCTZ e LNP foi a CLAE (ERK; KARTAL, 1999), para o qual foi empregado um 

cromatógrafo da Perkin Elmer Flexar acoplado a um detector UV-Vis e uma coluna 

C18 (ACE, Escócia) com 250 × 4,6 mm de diâmetro interno e 5 µm de tamanho de 

partícula. 
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3.4 PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS 

 

A voltametria cíclica (VC) foi utilizada para estudos preliminares do 

comportamento eletroquímico dos anti-hipertensivos sobre o EPC e a voltametria de 

pulso diferencial (VPD) para a determinação simultânea. 

Com os parâmetros instrumentais otimizados, a VPD foi empregada 

para a obtenção das curvas analíticas para HCTZ e LNP ou AML e LNP. Estas 

foram obtidas por adições sucessivas de alíquotas das soluções padrão dos anti-

hipertensivos, na célula eletroquímica, contendo 10,0 mL de solução tampão BR (pH 

10,0). Os voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos após cada adição das 

alíquotas e todas as medidas foram realizadas em triplicata para cada ponto da 

curva analítica. 

O LD e o limite de quantificação (LQ) foram calculados conforme as 

equações: 

 

                                                                                                        

(1) 

 

                                                                                                       

(2) 

       

onde,  é o desvio padrão de dez medidas da solução branco e   é o coeficiente 

angular da curva analítica, de acordo com a recomendação da IUPAC (LONG; 

WINEFORDNER, 1983). 

 

3.5 PREPARO DAS AMOSTRAS 

 

Para aplicação do procedimento proposto foram utilizadas duas 

formulações farmacêuticas combinadas contendo HCTZ:LNP nas dosagens 

12,5:10,0 mg por comprimido. Para isso, um total de 10 comprimidos de cada 

formulação foram macerados e reduzidos a um pó homogêneo em um almofariz com 
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auxílio de um pistilo. Em seguida, foi pesada uma massa correspondente a um 

comprimido e transferida para um balão volumétrico de 10,0 mL, contendo solução 

tampão BR (pH 10,0) e 40% de metanol. Feito isso, seguiu-se com a diluição dessa 

solução para um frasco volumétrico de 1,5 mL e por fim, uma adequada alíquota foi 

transferida para a célula voltamétrica contendo 10 mL de eletrólito suporte, obtendo-

se os respectivos voltamogramas de pulso diferencial. As concentrações de HCTZ e 

LNP nas formulações farmacêuticas foram determinadas diretamente utilizando as 

curvas analíticas previamente construídas. 

 

3.6 MÉTODO COMPARATIVO 

 

Os  resultados obtidos com o método proposto para a determinação  simultânea 

de HCTZ e LNP foi comparado com o método cromatográfico descrito por Erk e Kartal (ERK; KARTAL, 

1999), com mínimas modificações. Para a separação dos fármacos foi utilizada uma coluna C18 (4,6 × 

250 mm) e como fase móvel uma mistura de acetonitrila: água na proporção de 20: 80 (v/v), o pH da 

água foi ajustado para 3,8 com ácido acético. O fluxo foi de 1,0 mL min–1 e o volume de injeção foi de 

20 μL. A detecção foi realizada em 213 nm e os tempos de retenção foram 5,05 min para HCTZ e 3,38 

min para LNP. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1 INVESTIGAÇÃO DO COMPORTAMENTO VOLTAMÉTRICO DE AML, HCTZ E LNP SOBRE O 

EPC 

 

O comportamento voltamétrico de AML, HCTZ e LNP foram 

investigados por meio da VC (50 mV s–1), utilizando o EPC. O eletrólito suporte foi a 

solução tampão BR (pH 10,0) e os voltamogramas cíclicos foram obtidos 

individualmente para 19 µmol L–1 de AML, 99 µmol L–1 de HCTZ e 190 µmol L–1 de 

LNP (Figura 5A) e foi verificado também o comportamento voltamétrico da 

associação dos pares de anti-hipertensivos AML e LNP; HCTZ e LNP, nas 

concentrações já estudadas (Figura 5B). Como pode ser visto, cada um desses anti-

hipertensivos, AML, HCTZ e LNP, exibem um pico de oxidação bem definido em 

0,65 V, 0,76 V e 0,99 V vs Ag/AgCl (KCl, 3,0 mol L–1), respectivamente (Figura 5A 

(a-c)). Na varredura reversa, não foi observado pico de redução; sendo assim, as 

reações eletroquímicas de AML, HCTZ e LNP sobre o EPC são caracterizadas pela 

irreversibilidade do processo redox. Além disso, os voltamogramas cíclicos para os 

pares de anti-hipertensivos AML e LNP (Figura 5B (a)) e HCTZ e LNP (Figura 5B (b)) 

revelaram uma separação entres os picos de oxidação de 0,34 V e 0,23 V, 

respectivamente, o que permite o desenvolvimento de procedimentos analíticos 

desses pares de anti-hipertensivos utilizando o EPC, sem alguma interferência. 
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Figura 5 Voltamogramas cíclicos (50 mV s−1) em solução tampão BR (pH 10,0) com 

adição: A(a)19 µmol L−1 de AML; A(b) 99 µmol L−1 de HCTZ e A(c) 190 µmol L−1 de 

LNP; e comportamento simultâneo de B(a) 19 µmol L−1 de AML e 190 µmol L−1 de 

LNP, B(b) 99 µmol L−1 de HCTZ e 190 µmol L−1 de LNP, utilizando EPC. 
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 O número de elétrons transferidos na eletro-oxidação de AML, 

HCTZ e LNP foi estimado utilizando a seguinte equação (BARD; FAULKNER, 2001) 

para sistemas irreversíveis: 

 

                                                                                             

(3) 

 

onde,  é o potencial de pico anódico ou catódico,  é o potencial cujo valor da 

corrente é a metade do valor para , é o coeficiente de transferência eletrônica e 

 o número de elétrons transferidos na eletro-oxidação. Os valores de  e  

foram obtidos a partir dos dados mostrados na Figura 5A (a-c). Foram obtidos 

valores de 43 mV, 53 mV e 92 mV para a diferença entre potencial de pico e 

potencial de meio pico ( ) para AML, HCTZ e LNP, respectivamente. Assim, 

valores iguais a 1,11, 0,90 e 0,52 foram determinados para . Considerando = 

0,5 (geralmente empregado em sistemas totalmente irreversíveis) (LI, 2007), o 

número de elétrons transferidos na eletro-oxidação de AML, HCTZ e LNP foi 

calculado como sendo 2, 2 e 1, respectivamente. Os mecanismos de reações para o 

AML e HCTZ são bem elucidados na literatura para eletrodos a base de carbono. 

Dessa forma, acredita-se que a oxidação do AML ocorra no anel de 1,4-

dihidropiridina, envolvendo um mecanismo com dois elétrons e dois prótons 

(DOGAN-TOPAL et al., 2009; ŠVORC et al., 2014; VALEZI et al., 2014). Já para a 

HCTZ também espera-se que dois elétrons e dois prótons estejam envolvidos na 

oxidação para clorotiazida (RAZAK, 2004; SALAMANCA-NETO et al., 2016). Para o 

LNP, não foi encontrado mecanismo de oxidação descrito na literatura, no entanto, 

esse mecanismo pode ser atribuído a oxidação do grupo amina secundária para 

hidroxilamina, com contribuição de um elétron (BRUICE, 2006); entretanto, o 

trabalho proposto não se concentra no esclarecimento direto do mecanismo 

detalhado da oxidação desses anti-hipertensivos. 

 

4.2 EFEITO DO PH E ELETRÓLITO SUPORTE 
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O estudo do efeito do pH se faz importante uma vez que este 

influencia diretamente as respostas eletroquímicas dos analitos. O estudo do pH 

para a determinação simultânea de HCTZ e LNP, foi realizado nas concentrações de 

190 μmol L−1 e 286 μmol L−1, respectivamente, empregando a VC (50 mV s−1) em 

soluções tampão BR em uma faixa de pH entre 7,0 – 11,0 (Figura 6).  Para valores 

de pH menores e igual a 7,0 foi observado sobreposição dos picos de oxidação. 

Analisando os voltamogramas cíclicos observa-se que a partir desse valor o 

potencial de oxidação da HCTZ desloca-se para valores menos positivos, tornando 

possível a determinação simultânea de HCTZ e LNP em EPC. Ainda para a HCTZ, é 

observado maior intensidade de corrente em pH 8,0. Para o LNP nota-se que o 

potencial de oxidação permanece quase constante em todos os valores de pH e 

demonstra um pico de maior magnitude de corrente e bem definido em pH 10,0. 

Portanto, o pH selecionado para a determinação simultânea de HCTZ e LNP foi o pH 

10,0, visto que, as formulações farmacêuticas disponíveis para consumo 

apresentam uma quantidade de mol menor de LNP (HCTZ:LNP 12,5:10,0 mg por 

comprimido) e vale ressaltar que a sensibilidade do mesmo em EPC é menor que a 

de HCTZ. 

 

 Figura 6 Voltamogramas cíclicos (50 mV s−1) de 190 μmol L−1 de HCTZ e 286 μmol 

L−1 de LNP, usando um EPC em solução tampão BR com diferentes valores de pH. 
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Selecionado o pH 10,0, foi então estudado diferentes soluções 

tampão, como BR (0,12 mol L−1), amônio (0,1 mol L−1) e carbonato (0,1 mol L−1) 

(Figura 7). Avaliando os voltamogramas cíclicos obtidos, a solução tampão BR 

apresentou melhor definição de pico e maior intensidade de corrente para o LNP em 

relação ao tampão amônio e carbonato. É observado também que, para o tampão 

BR, a separação de potencial entre os picos de oxidação é maior, sendo então 

escolhido como eletrólito suporte para a determinação simultânea de HCTZ e LNP 

empregando o EPC. 

 

Figura 7 Voltamogramas cíclicos (50 mV s−1) de 97 μmol L−1 de HCTZ e 190 μmol 

L−1 de LNP em diferentes soluções tampão a pH 10,0, utilizando um EPC. 
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O estudo do pH também foi realizado para o par de anti-

hipertensivos AML e LNP, nas mesmas condições do estudo para HCTZ e LNP.  Os 

resultados obtidos estão sumarizados na Tabela 1. Observa-se que para todos os 

valores de pH estudados (7,0 – 11,0) há uma separação dos potenciais de pico 

adequada para a determinação simultânea de AML e LNP e em pH 10,0 obtém-se 

uma maior magnitude de corrente para ambos os analitos e uma excelente 

repetibilidade entre as medidas, sendo assim, o pH 10,0 também selecionado para a 

determinação simultânea de AML e LNP. 
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Tabela 1 Influência do pH na determinação simultânea de AML e LNP, nas 

concentrações de 49 μmol L−1 de AML e 195 μmol L−1 de LNP, em tampão BR pH 

10,0 

Ipa (µA) 
pH ∆Epa (V) 

AML LNP 

7,0 0,28 6,25 9,73 

8,0 0,30 4,68 9,75 

9,0 0,38 7,57 11,57 

10,0 0,34 10,12 14,58 

11,0 0,46 7,82 11,93 

 

 

4.3 ESTUDO DA COMPOSIÇÃO DA PASTA DE GRAFITE NO EPC 

 

O efeito da proporção de grafite na resposta eletroquímica foi 

estudado empregando a VC (50 mV s−1) em uma faixa de potencial de 0,6 V a 1,1 V 

para HCTZ e LNP, ambos em uma concentração de 99 µmol L−1 em solução tampão 

BR (pH 10,0). As proporções estudadas de Grafite:Nujol para a construção do 

eletrodo de trabalho foram de 60:40, 65:35 e 70:30 (m/m).  

A intensidade do sinal analítico não apresentou diferença 

significativa entre as três proporções de pasta estudadas, com um desvio padrão 

relativo (DPR) menor que 5,0%; entretanto, maior repetibilidade foi obtida para a 

pasta com 65% de grafite na composição. Além disso, com a proporção selecionada 

é possível obter uma pasta homogênea, com uma superfície lisa do eletrodo e com 

boa condutividade, com repetibilidade e precisão dos resultados analíticos, sendo 

assim a proporção escolhida para o decorrer dos estudos. 

Com a proporção da pasta de carbono selecionada (65:35 

Grafite:Nujol (m/m)), foi então realizado um estudo de reprodutibilidade e 

estabilidade da mesma. O estudo da reprodutibilidade do preparo das pastas de 

carbono foi realizado comparando três pastas obtidas pelo mesmo procedimento. 

Para isso, foi comparado voltamogramas cíclicos do par de anti-hipertensivos HCTZ 
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e LNP, ambos em uma concentração de 99 µmol L−1 em solução tampão BR (pH 

10,0). Um DPR de 3,6% foi obtido entre as três pastas, confirmando que a 

preparação da pasta é reprodutível. Em seguida foi realizado o estudo da 

estabilidade da pasta nas análises eletroquímicas. Após vinte e cinco ciclos do 

branco em VC (100 mV s−1) a pasta apresentou maior estabilidade, sendo assim 

necessário realizar este procedimento depois do preparo do eletrodo de trabalho. 

Ainda para a estabilidade da pasta, observou-se que após realizar trinta medidas, a 

corrente anódica de HCTZ e LNP diminui em torno de 5,0 %, indicando a 

necessidade de renovação da superfície do eletrodo para uma maior repetibilidade 

das medidas.   

 

4.4 COMPARAÇÃO COM ECV  

 

O comportamento voltamétrico dos pares de anti-hipertensivos, AML 

e LNP ou HCTZ e LNP obtido com o EPC foi comparado com aquele obtido 

empregando-se o ECV (Figura 8A e 8B). Para uma comparação adequada, a 

corrente foi normalizada em relação à área utilizando a densidade de corrente (J), 

onde foi utilizada a área eletroativa. Essa foi calculada utilizando a equação de 

Randles-Sevcik descrita abaixo e solução de ferrocianeto de potássio (coeficiente de 

difusão de 7,6 × 10−6 cm2 s−1) (GOSSER, 1993), variando-se a velocidade de 

varredura no intervalo de 30 a 210 mV s−1: 

 

                           (4) 

 

onde,  (A) é a corrente de pico, podendo ser catódica ou anódica,  é o número 

de elétrons da reação eletroquímica,  (cm2) é a área eletroativa do eletrodo,   

(cm2 s-1) é o coeficiente de difusão da espécie envolvida,  (V s-1) é a velocidade de 

varredura e  (mol cm-3) é a concentração da espécie envolvida. Valores de 0,149 

cm2 e 0,065  cm2 foram obtidos para a área eletroativa do EPC e ECV, 

respectivamente. Com a corrente devidamente normalizada, foi então realizada a 

comparação do EPC e ECV para os pares de anti-hipertensivos. Esse estudo foi 

realizado aplicando a VC (50 mV s−1), as concentrações foram de 19 µmol L–1 de 
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AML, 99 µmol L–1 de HCTZ e 190 µmol L–1 de LNP e como eletrólito suporte uma 

solução tampão BR (pH 10,0). 

Pode-se observar que, nessas condições experimentais, para o ECV 

é observado apenas pico de oxidação para o AML e HCTZ e que empregando o 

EPC os três anti-hipertensivos AML, HCTZ e LNP apresentam picos de oxidação 

(Figura 8A e 8B). Ainda para o EPC, são obtidos picos de oxidação com maior 

intensidade de corrente e maior definição dos picos para os três anti-hipertensivos; 

além disso, uma menor corrente capacitiva é observada. Dessa forma, pode-se 

justificar a escolha do EPC para a determinação simultânea dos pares de anti-

hipertensivos AML e LNP ou HCTZ e LNP. 

 

Figura 8 Voltamogramas cíclicos para a comparação entre EPC e ECV em solução 

tampão BR (pH 10,0) para o comportamento simultâneo de: (A)  99 μmol L−1 de 

HCTZ e 190 μmol L−1 de LNP e (B) 19 μmol L−1 de AML e 190 μmol L−1 de LNP. 

Velocidade de varredura de 50 mV s−1; área eletroativa de 0,149 cm2 e 0,065 cm2 

para EPC e ECV, respectivamente. 
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4.5 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA  

 

O efeito da velocidade para AML, HCTZ e LNP foi investigado 

utilizando uma concentração de 50 μmol L−1 para AML e 99 μmol L−1 para HCTZ e 

LNP, empregando a VC em um intervalo de 5 – 200 mV s−1 em solução tampão BR 

pH 10,0 (Figura 9). Como pode ser observado, com o aumento da velocidade de 

varredura a magnitude da corrente de pico aumenta e desloca para valores de 

potenciais mais positivos para AML, HCTZ e LNP, indicando a irreversibilidade do 

sistema (GOSSER, 1993). Com a obtenção de linearidade entre as correntes de pico 

anódica versus a raiz quadrada da velocidade de varredura: 

IAML = –2,48 + 1,54 v ½ (r = 0,996)                 

(5) IHCTZ = 0,24 + 0,73 v ½ (r = 0,999)                 

(6)      ILNP = –0,41 + 1,06 v ½ (r = 0,997)                 

(7) 

indica-se um processo controlado predominantemente por difusão das espécies na 

reação de oxidação dos anti-hipertensivos (BRETT; BRETT, 1993; GOSSER, 1993). 

A Figura 10 (A – C) apresenta gráficos da linearidade do logaritmo da intensidade de 

corrente de pico versus o logaritmo da velocidade de varredura, para AML, HCTZ e 

LNP, respectivamente, sendo: 

log IAML = –0,293 + 0,697 log v (r = 0,997)                 

(8) 

           log IHCTZ = –0,0739 + 0,475 log v (r = 0,999)                                                   (9)       
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log ILNP = –0,0323 + 0,519 log v (r = 0,998)                 

(10) 

com inclinações próximas a 0,50, confirmando assim que a oxidação dos anti-

hipertensivos é controlada por difusão na superfície do EPC. 

Como os fármacos possuem uma reação caracterizada por difusão, 

o coeficiente de difusão ( ) de cada um foi obtido usando cronoamperometria e o 

EPC em solução tampão BR (pH 10,0). Os potenciais foram fixados em 0,67 V, 0,73 

V e 1,0 V para AML, HCTZ e LNP, respectivamente e os cronoamperogramas foram 

obtidos para os intervalos de concentração de 1,99 – 54,2 μmol L−1 para AML, 1,99 – 

70,9 μmol L−1 para HCTZ e 9,99 – 443 μmol L−1 para LNP. Os valores de  foram 

então calculados partir dos gráficos de corrente versus o inverso da raiz quadrada 

do tempo e da equação de Cottrell (BARD; FAULKNER, 2001): 

 

2/12/1

2/1

t

DnFAC
I oo


                                                                                                

(11) 

onde, n = é o número de elétrons envolvidos da reação de eletro-oxidação, F é a 

constante de Faraday (96500 C mol−1), A é a área eletroativa do eletrodo (cm2), Do é 

o coeficiente de difusão (cm2 s−1) e Co é a concentração ( mol cm−3). Obtendo 

valores de , iguais a 5,8 × 10−4, 7,7 × 10−5 e 2,4 × 10−4 cm2 s−1 para AML, HCTZ e 

LNP, respectivamente. Na literatura são reportados valores de Do para AML, HCTZ e 

LNP usando diferentes eletrólitos suporte, pH ou eletrodos; esses valores são de 2,5 

× 10−4 cm2 s−1 para AML em solução tampão BR (pH 5,0) com um EDDB-PTC 

(MANSANO et al., 2015a); 1,75 × 10−5 cm2 s−1 para HCTZ em solução tampão 

fosfato (pH 7,0) com um EPNTC modificado com benzoil-ferroceno (BEITOLLAHI; 

GHORBANI, 2013) e 4,8 × 10−5 cm2 s−1 para o LNP em solução tampão fosfato (pH 

6,0) com um ECV modificado com um composto de β-ciclodextrina-óxido de grafeno-

SO3H (HASANZADEH et al., 2014). 
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Figura 9 Voltamogramas cíclicos em solução tampão BR (pH 10,0) para (A) 50 μmol 

L−1 de AML, (B) 99 μmol L−1 de HCTZ e (C) 99 μmol L−1 de LNP, utilizando um EPC 

em diferentes velocidades de varredura: (a) 5, (b) 25, (c) 50, (d) 75, (e) 100, (f) 125, 

(g) 150, (h) 175, (i) 200 mV s−1. 
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Figura 10 Relação linear entre logaritmo da intensidade de corrente de pico versus o 

logaritmo da velocidade de varredura para voltamogramas cíclicos: (A) 50 μmol L−1 

de AML, (B) 99 μmol L−1 de HCTZ e (C) 99 μmol L−1 de LNP, utilizando um EPC em 

diferentes velocidades de varredura: (a) 5, (b) 25, (c) 50, (d) 75, (e) 100, (f) 125, (g) 

150, (h) 175, (i) 200 mV s−1. 
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4.6 DETERMINAÇÃO SIMULTÂNEA DE HCTZ E LNP UTILIZANDO UM EPC 

 

A técnica de VPD foi selecionada para o desenvolvimento do método 

analítico visando à determinação simultânea de HCTZ e LNP, utilizando um EPC. A 

VPD é uma das técnicas mais utilizadas para fins eletroanalíticos devido a sua alta 

sensibilidade e definição. Sendo assim, os parâmetros da técnica de VPD foram 

estudados utilizando o EPC em solução tampão BR (pH 10,0) contendo HCTZ e 

LNP, ambos na concentração de 99 μmol L−1. Os parâmetros investigados foram 

amplitude de pulso , velocidade  e tempo de modulação  e os valores 

estudados e selecionados estão listados na Tabela 2. Os valores selecionados 

apresentaram boa repetibilidade, separação de potenciais de picos adequada e 

maior intensidade de corrente para o LNP, uma vez que este possui menor número 

de mol em formulações combinadas quando comparado com a HCTZ. 

 

Tabela 2 Parâmetros instrumentais da VPD avaliados para a determinação 

simultânea de HCTZ e LNP, utilizando um EPC 

Parâmetros Intervalo estudado Valor selecionado 
Amplitude de pulso  (mV) 10 – 60 50 

Velocidade  (mV s−1) 2,5 – 10 7,5 

Tempo de modulação  (ms) 3 – 7,5 5 

 

Com os parâmetros da técnica de VPD definidos, foram obtidos os 

respectivos voltamogramas para HCTZ e LNP, como mostrado na Figura 11. Em 

seguida as curvas analíticas foram construídas para os anti-hipertensivos, a fim de 

se determinar simultaneamente HCTZ e LNP utilizando um EPC (inserido na Figura 

11), obtendo as seguintes equações da reta (12 – 13) e em seguida, na Tabela 3 

está sumarizado os parâmetros analíticos obtidos para a determinação simultânea 

de HCTZ e LNP, utilizando um EPC. 

IHCTZ / µA = –0,144 + 9,31 × 104 [c / mol L−1]        (r = 0,995)                

(12) 

ILNP / µA = –0,639 + 2,62 × 104 [c / mol L−1]         (r = 0,992)                

(13) 
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Figura 11 Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a oxidação HCTZ e LNP 

em solução tampão BR (pH 10,0), empregando um EPC. As concentrações de 

HCTZ e LNP foram alteradas simultaneamente (2 – 7): 1,99 – 70,8 μmol L−1 para 

HCTZ e 9,97 – 442 μmol L−1 para LNP. Inserido: curva analítica (A) HCTZ e (B) LNP. 

VPD:  = 50 mV,  = 7,5 mV s−1 e  = 5 ms. 
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Tabela 3 Parâmetros analíticos para a determinação simultânea de HCTZ e LNP, 

utilizando um EPC 

HCTZ LNP Parâmetros obtidos 

Potencial de pico (V) 0,71 0,98 

Linearidade (µmol L–1) 1,99 – 70,8 9,97 – 442 

Coeficiente de correlação (r) 0,995 0,992 

Coeficiente angular (µA mol–1 L) 9,31 ×104 2,62 ×104 

Coeficiente linear (µA) -0,144 -0,639 

LD (µmol L–1) 0,78 1,70 

LQ (µmol L–1) 2,59 5,67 

 

A interferência de HCTZ ou LNP na determinação simultânea foi 

realizada alterando a concentração de um dos fármacos e mantendo a outra 

inalterada. Essas análises foram realizadas empregando a VPD, em solução tampão 

BR (pH 10,0). Na Figura 12A são observados os voltamogramas de pulso 

diferencial, onde fixou-se o LNP em uma concentração de 148 µmol L–1, mantendo-
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se constante com um DPR de 3,21% e variando a HCTZ em uma faixa de 

concentração de 1,97 – 73,1 µmol L–1. Na Figura 12B, fixou-se a HCTZ em uma 

concentração de 29,1 µmol L–1, mantendo-se constante com um DPR de 9,61% e 

variando a concentração de LNP entre 9,70 – 443 µmol L–1.   

 

Figura 12 Voltamogramas de pulso diferencial para diferentes concentrações de (A) 

HCTZ (2 – 7): 1,97 – 73,1 µmol L−1 na presença de 148 μmol L−1 de LNP. (B) LNP (2 

– 7): 9,70 – 443 µmol L−1 na presença de 29,1 μmol L−1 de HCTZ em solução tampão 

BR (pH 10,0), empregando um EPC. VDP:  = 50 mV,  = 7,5 mV s−1 e  = 5 ms. 
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Na Tabela 4, está sumarizado os dados analíticos obtidos para este 

estudo em comparação com aqueles obtidos para a determinação simultânea. 

Observa-se que a sensibilidade da curva analítica para HCTZ e LNP, nestas 

condições, não difere significativamente daquela obtida nas curvas analíticas para a 

determinação simultânea desse par de anti-hipertensivos. Com esses resultados, é 

possível garantir que tanto um quanto o outro anti-hipertensivo não interfere na 

determinação simultânea. 

 

Tabela 4 Comparação entre as curvas analíticas obtidas para determinação 

simultânea de HCTZ e LNP em solução tampão BR (pH 10,0) 

Molécula 
Faixa linear 
(µmol L–1) 

Equação da reta 
Coeficiente 

de correlação 
(r) 

a) Dados analíticos fixando LNP em 148 µmol L–1 e variando HCTZ 
1 HCTZ 1,97 – 73,1 IµA= –0,174 + 11,53 × 104 [c /mol L−1] 0,998 

 
b) Dados analíticos fixando HCTZ em 29,1 µmol L–1 e variando LNP 
2 LNP 9,70 – 443 IµA = –0,279 + 2,35 × 104 [c /mol L−1] 0,994 

 
c) Dados analíticos para HCTZ e LNP determinados simultaneamente 
3 HCTZ 1,99 – 70,8 IµA = –0,144 + 9,31 × 104 [c /mol L−1] 0,995 
4 LNP 9,97 – 442 IµA = –0,639 + 2,62 × 104 [c /mol L−1] 0,992 
 

A repetibilidade intra- e inter-dia da corrente do pico de oxidação de 

HCTZ e LNP foi avaliada tendo em vista o DPR obtido para 10 medidas de 29,0 

μmol L−1 de HCTZ e 149 μmol L−1 de LNP. Os valores obtidos foram de 2,7% e 4,2% 

para as medidas intra-dia, respectivamente para HCTZ e LNP. Valores de 5,1% e 

5,5% para HCTZ e LNP, respectivamente, foram obtidos nas medidas inter-dia. 

Esses resultados indicam a viabilidade de determinação de HCTZ e LNP 

simultaneamente, uma vez que apresentam repetibilidade das medidas aceitáveis.  

 

4.7 COMPARAÇÃO COM OUTROS MÉTODOS ANALÍTICOS PARA DETERMINAÇÃO 

SIMULTÂNEA DE HCTZ E LNP 

 

A Tabela 5 sumariza a comparação entre os parâmetros analíticos 

obtidos para a determinação simultânea de HCTZ e LNP empregando VPD em 



50 
 

conjunto com o EPC em solução tampão BR (pH 10,0), com aqueles obtidos com 

outros métodos analíticos previamente descritos na literatura. Pode-se observar que 

os resultados analíticos obtidos no proposto trabalho estão próximos dos valores já 

descritos na literatura. Porém, o método aqui proposto mostrou-se mais adequado 

para a determinação simultânea de HCTZ e LNP em formulações farmacêuticas, 

uma vez que apresenta vantagens como, não usar uma quantidade significativa de 

solventes orgânicos, o tempo em cada análise é menor do que os relatados e por 

não ser necessário o uso de procedimentos matemáticos, justificando o 

desenvolvimento do método analítico empregando a VPD para a determinação 

simultânea de HCTZ e LNP utilizando um EPC. 
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Tabela 5 Comparação dos parâmetros analíticos obtidos por cromatografia e 

espectrofotometria em comparação com método voltamétrico proposto para a 

determinação simultânea de HCTZ e LNP 

Linearidade (µmol L–1) LD (µmol L–1) 
Técnica 

HCTZ LNP HCTZ LNP 
Referência 

CLAE 3,36 – 134 3,70 – 138 – – (ERK; KARTAL, 

1999) 

CLAE 336 – 3360,0 197 – 2470,0 0,017 0,012 (IVANOVIĆ et 

al., 2007) 

CLAE-FR 33,6 – 168 1,23 – 61,6 1,41 0,73 (WAGH et al., 

2012) 

CIS 17,0 – 134 49,3 – 197 4,70 1,68 (IDRIS et al., 

2012) 

CL 84,0 – 590 98,6 – 493 1,48 1,11 (DE DIEGO; 

SOTO; 

MENNICKENT, 

2014) 

CL-EM/EM 0,0017 – 0,84 0,0012 – 0,62 – – (SHAH et al., 

2016) 

ED-RE 20,0 – 469 38,6 – 319 – – (ERK, 1998) 

ED-3D 8,4 – 58,8 19,7 – 138 1,0 3,70 (EL-GINDY et 

al., 2001) 

ED-2D 16,8 – 67,2 19,7 – 98,7 0,67 1,73 (EL-GINDY et 

al., 2001) 

ED-MQC 26,9 – 672 37,0 – 730 1,34 1,97 (EL-GINDY et 

al., 2001) 

E-RCP 26,9 – 672 37,0 – 730 1,0 1,48 (EL-GINDY et 

al., 2001) 

E-CM 10,1 – 36,9 9,86 – 49,3 – – (DINÇ et al., 

2013) 

Método de Vierordt 16,8 – 67,2 2,47 – 24,7 – – (KUMAR et al., 

2013) 

VPD 1,99 – 70,8 9,97 – 442 0,78 1,70 Este trabalho 

 

 

 



52 
 

4.8 APLICAÇÃO DO MÉTODO DESENVOLVIDO NA DETERMINAÇÃO SIMULTÂNEA DE 

HCTZ E LNP EM FORMULAÇÕES FARMACÊUTICAS 

 

Com as condições do método otimizadas, o efeito de interferentes 

em potencial na determinação simultânea de HCTZ e LNP em formulações 

farmacêuticas foi avaliado para excipientes normalmente presentes em amostras 

comerciais, como: dióxido de silício, lactose, celulose monocristalina, estearato de 

magnésio e dióxido de titânio. O estudo foi realizado de forma individual para os anti-

hipertensivos, com concentração de 39,8 μmol L−1 para a HCTZ e de 196 μmol L−1 

de LNP, as análises foram realizadas na proporção 1:1, 1:10 e 10:1 (solução 

padrão:excipiente) (m/m). Os sinais de corrente obtidos foram comparados com 

aqueles obtidos para as medidas feitas somente com as soluções padrão. Não foi 

observado diferença significativa, com um DPR inferior a 5,0 %, entre os valores de 

corrente comparados, indicando que os excipientes presentes nas formulações 

farmacêuticas não interferem significativamente na determinação simultânea de 

HCTZ e LNP, nessas condições experimentais. 

Em seguida, o método proposto para determinação simultânea de 

HCTZ e LNP utilizando um EPC, foi aplicado em duas formulações farmacêuticas 

combinadas (HCTZ:LNP 12,5:10,0 mg por comprimido). A concentração de HCTZ e 

LNP presentes nas formulações farmacêuticas combinadas foram determinadas sem 

nenhum tratamento prévio, o que indica a rapidez e viabilidade do método proposto. 

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos pelo método proposto em comparação 

àqueles obtidos com método comparativo CLAE (ERK; KARTAL, 1999). Os valores 

encontrados empregando-se a VPD estão em concordância com os valores do 

método comparativo. O DPR das amostras para HCTZ demonstrou valores máximos 

de 3,1% e 1,6% para os métodos VPD e CLAE, respectivamente. Para o LNP, 

observou-se um valor máximo de DPR de 2,9% para ambos os métodos. Além 

disso, foi avaliada a exatidão entre os métodos aplicando o teste-t pareado 

(ANDERSON, 1987) obtendo os seguintes valores de t calculado, 5,0 para HCTZ e 

7,0 para o LNP, no qual foi menor que o valor de t crítico (12,7; α = 0,05), indicando 

que os métodos comparados não são estatisticamente diferentes em um nível de 

confiança de 95%. A análise das variâncias foi verificada com o teste F, onde todos 

os valores de F calculados (Tabela 6), são menores que o valor crítico de F tabelado 

(19,0), indicando precisão entre os métodos comparados em um nível de confiança 
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de 95%. Ademais, o estudo de adição e recuperação foi realizado nas formulações 

farmacêuticas de interesse, a fim de fornecer informações sobre a influência de 

possíveis interferentes presentes na matriz das amostras. As recuperações obtidas 

foram de 102 % para HCTZ e 98,5 % para LNP, indicando que não houve 

interferência significativa da matriz das amostras na determinação simultânea de 

HCTZ e LNP pelo método proposto.  

 

Tabela 6 Resultados obtidos para determinação simultânea de HCTZ e LNP em 

formulações farmacêuticas combinadas utilizando o método proposto em 

comparação com a CLAE 

Quantidade (mg comprimido−1)a 

Amostra Analito 
Rotulado CLAE VPD 

E (%)b Fcalc
c 

HCTZ 12,5 13,1 ± 0,2 12,8 ± 0,4 –2,3 4,0 
A 

LNP 10,0 9,9 ± 0,1 10,2 ± 0,3 3,0 9,0 

B 
HCTZ 

LNP 

12,5 

10,0 

12,6 ± 0,2 

10,2 ± 0,3

12,4 ± 0,1 

9,8 ± 0,2 

–1,6 

–3,9 

4,0 

2,3 
a Média de 3 medições. 
b 100 × [(método VPD – método CLAE) / método CLAE]. 
c Valor F crítico = 19,0 (nível de confiança de 95 %). 

 

4.9 DETERMINAÇÃO SIMULTÂNEA DE AML E LNP UTILIZANDO UM EPC 

 

O LNP pode ser encontrado em formulações farmacêuticas 

associado também com o AML (AML:LNP; 5,0:20 mg por comprimido) e um 

procedimento analítico para o seu controle de qualidade se faz importante. 

Empregando-se as mesmas condições experimentais descritas para a determinação 

simultânea de HCTZ e LNP, a Figura 13 apresenta voltamogramas de pulso 

diferencial para a determinação simultânea de AML e LNP. As curvas analíticas para 

o AML e LNP apresentaram boa correlação entre concentração e corrente de pico 

anódico, em faixas de concentração que possibilitam a determinação simultânea em 

formulações farmacêuticas combinadas (AML:LNP; 5,0:20 mg por comprimido). 

Ademais, o método proposto apresenta baixos valores de LD e repetibilidade intra- e 
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inter- dia adequadas para aplicação do método proposto para determinação 

simultânea de AML e LNP em formulações farmacêuticas combinadas (Tabela 7). 

 

Figura 13 Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a oxidação AML e LNP 

em solução tampão BR (pH 10,0), empregando um EPC. As concentrações de AML 

e LNP foram alteradas simultaneamente (2 – 7): 1,99 – 54,1 μmol L−1 para AML e 

19,9 – 450 μmol L−1 para LNP. Inserido: curva analítica (A) AML e (B) LNP. VPD:  

= 50 mV,  = 7,5 mV s−1 e  = 5 ms. 
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Tabela 7 Parâmetros analíticos para a determinação simultânea de AML e LNP, 

utilizando um EPC 

AML LNP Parâmetros obtidos 

Potencial de pico (V) 0,52 0,99 

Linearidade (µmol L–1) 1,99 – 54,1 19,9 – 450 

Coeficiente de correlação (r) 0,995 0,994 

Coeficiente angular (µA mol–1 L) 8,95 × 104 2,85 × 104 

Coeficiente linear (µA) 0,724 0,0876 

LD (µmol L–1) 0,784 2,08 

LQ (µmol L–1) 2,61 6,94 

Repetibilidade Intra-dia (%) 2,8 4,3 

Repetibilidade Inter-dia (%) 4,7 5,8 
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5 CONCLUSÕES 

Com os resultados obtidos, o método proposto utilizando a VPD com 

um EPC para determinação simultânea de HCTZ e LNP em formulações 

farmacêuticas demonstrou-se eficaz, simples, rápido, preciso, econômico e 

ambientalmente amigável, ao contrário dos métodos já descritos na literatura, 

indicando que o método proposto pode ser usado para análises de rotina. Além 

disso, o EPC mostrou robustez e aplicabilidade com facilidade de preparo, aquisição 

e sem a necessidade de qualquer tipo de modificação em sua superfície o que o 

torna mais simples e prático. Os resultados obtidos para determinação simultânea 

de HCTZ e LNP em amostras reais pelo método proposto foram concordantes com 

os obtidos pelo método cromatográfico a um nível de confiança de 95 %. Ademais, 

utilizando os mesmos parâmetros analíticos descritos para a determinação 

simultânea de HCTZ e LNP é possível determinar o LNP simultaneamente com outra 

associação de anti-hipertensivos, como o AML, em amostras reais. 
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