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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de uma metodologia
eletroanalitica utilizando eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) associado a técnica
de voltametria de onda quadrada (VOQ) para determinacédo de dipirona (DIP) em formulacdes
comerciais, aguas do agude Gavido, aguas do acude Acarape do Meio e em urina humana. Por
meio dos estudos utilizando a técnica de voltametria ciclica (VC), foi verificado que a
oxidacdo da DIP na superficie do EDDB apresenta comportamento irreversivel, controle
difusional, assim como, mecanismo reacional com a participacdo de protons. Tanto por VC
quanto por VOQ foi calculado, respectivamente, 0,19 e 0,11 como valores para o coeficiente
de transferéncia de carga. Depois de estabelecidas as condi¢fes experimentais otimizadas, que
foram tamp&o BR pH 7,0 como eletrélito de suporte e os parametros f = 100 s, a=25mV e
AEs = 2 mV, construiu-se curvas analiticas obtendo regido linear de 1,0 x 10%a6,5x 107
mol L™ e os valores dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram
respectivamente iguais a 2,64 x 107 e 8,80 x 10 mol L™ Quanto aos ensaios de
repetibilidade e reprodutibilidade, os resultados em termos de desvio padréo relativo (DPR)
apresentaram-se abaixo de 2,5 %. Visando avaliar a aplicabilidade da metodologia proposta
foram realizados estudos de recuperacdo de DIP presente no medicamento na forma de
solucdo oral em meio de tamp&o BR pH 7,0, assim como foram realizados em meio deste
eletrolito preparado com aguas do acude Gavido e do Acude Acarape do Meio e em eletrélito
contendo urina humana. A taxa média de recuperacdo, seguido do seu respectivo valor de
DPR, obtido para os estudos de recuperacdo envolvendo solucdo oral DIP em meio de tampé&o
BR pH 7,0, aguas dos acudes Gavido, dguas do acude Acarape do Meio e urina humana
foram, respectivamente, 108,33 % (DPR 2,67 %); 117,33 % (DPR 2,15 %); 91,00 % (DPR
1,98 %) e 104,00 (DPR 1,92 %). Os resultados dos ensaios de recuperacdo utilizando titulacao
iodométrica por meio da metodologia proposta pela Farmacopeia Brasileira, com algumas
adaptacOes, sendo analisada solucdo oral DIP, aguas dos agudes Gavido, dguas do acude
Acarape do Meio e urina humana foram, respectivamente, 100,10 % (DPR 2,86 %); 106,86 %
(DPR 2,41 %); 93,34 % (DPR 1,77 %) e 104,57 % (DPR 0,76 %). Esses resultados, quando
comparados estatisticamente com os resultados alcangados utilizando a técnica de VOQ,
indicaram, segundo o teste t de Student, que n&o existia diferenca significativa entre as taxas
médias de recuperacdo confrontadas, o que comprovava a eficiéncia da metodologia
eletroanalitica desenvolvida neste trabalho para a determinagédo de DIP nas matrizes testadas.
Palavras chaves. Dipirona. Eletrodo de diamante dopado com boro. Aguas naturais.

Formulagdes farmacéuticas.



ABSTRACT

The present work describes the development of an electroanalytical methodology
using boron doped diamond electrode (BDDE) associated to the square wave voltammetry
(SWV) technique for the determination of dipyrone (DIP) in commercial formulations, waters
of the Gavido dam, Acarape of the Meio and in human urine. By means of the cyclic
voltammetric (CV) technique, it was verified that the oxidation of the DIP on the surface of
the BDDE presents irreversible behavior, diffusional control, as well as a reaction mechanism
with the participation of protons. Both CV and SWV were calculated, respectively, 0.19 and
0.11 as values for the load transfer coefficient. Once the optimized reaction conditions were
established, which were BR buffer pH 7.0 as support electrolyte and the parameters f = 100
st a=25mV and AE; = 2 mV, analytical curves were constructed, determined as region
linear regression analysis of 1.0 x 10 ° to 6.5 x 10> mol L™* and the limits of detection (LD)
and quantification (LQ) values were respectively 2.64 x 10" and 8.80 x 107" mol L™
Regarding the repeatability and reproducibility tests, the results in terms of relative standard
deviations (RSD) were below 2.5%. Aiming to evaluate the applicability of the proposed
methodology, studies of recovery of DIP present in the drug in the form of an oral solution in
a buffer of BR pH 7.0 were carried out, as well as were carried out in this electrolyte prepared
with waters of the Gavido dam, Acarape of the Meio and in electrolyte containing human
urine. The mean recovery percentage, followed by the respective DPR value obtained for the
recovery studies involving DIP oral solution in buffer pH 7.0, waters of the Gavido dam,
Acarape of the Meio and human urine were, Respectively, 108.33 % (DPR 2.67 %); 117.33 %
(DPR 2.15 %); 91.00 % (DPR 1.98 %) and 104.00 (DPR 1.92 %). The results of the recovery
trials using iodometric titration by means of the methodology proposed by the brazilian
pharmacopoeia, with some adaptations, being analyzed DIP oral solution, waters of the
Gavido dam, Acarape of the Meio and human urine were, respectively, 100.10 % (DPR 2.86
%); 106.86 % (DPR 2.41 %); 93.34 % (DPR 1.77%) and 104.57 % (DPR 0.76 %). These
results, when compared statistically with the results obtained using the VOQ technique,
indicated, according to Student's t test, that there was no significant difference between the
mean recovery percentage faced, which proved the efficiency of the electroanalytical

methodology developed in this work for The determination of DIP in the matrices tested.

Keywords. Dipyrone. Boron doped diamond electrode. Natural waters. Pharmaceutical

formulations.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contaminantes emergentes: visao geral

Segundo a Agéncia de Pesquisa Geoldgica dos Estados Unidos (USGS, do inglés
United States Geological Survey), um dos institutos de pesquisa que investigam a ocorréncia
de contaminantes no mundo, contaminante emergente pode ser definido, em termos gerais,
como uma substancia quimica, de ocorréncia natural ou antrépica, ou qualquer microrganismo
que tem potencial para causar efeitos negativos no meio ambiente e (ou) sobre a saude
humana, sendo estes efeitos conhecidos ou suspeitos.

Definicdo semelhante é fornecida pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (EPA, do inglés Environmental Protection Agency). Segundo a EPA,
contaminantes emergentes sdo compostos que ndo estdo incluidos em programas de
monitoramento e que ndo sdo conhecidos, em totalidade, seus efeitos negativos frente a saude
humana e (ou) ao meio ambiente, podendo se tornar candidatos para legislacdes futuras
dependendo de pesquisas sobre ecotoxicidade e efeitos danosos a satde (EPA, 2008).

Os contaminantes emergentes sdo divididos em classes, dentre as quais se podem
destacar a classe dos farmacos, horménios, produtos de higiene pessoal e pesticidas
(GEISSEN et al., 2015). Na literatura cientifica sdo citados com frequéncia os fa&rmacos com
acao analgesica e(ou) anti-inflamatoria, tais como diclofenaco (JIANG; ZHOU; SHARMA,
2013), paracetamol (GHICA; FERREIRA; BRETT, 2015), acido acetilsalicilico (GOPU et
al., 2011), dipirona (BOIX et al., 2016; CARVALHO et al., 2011; IBANEZ; SANCHO;
HERNANDEZ, 2012) e dentre outros que merecem destaque neste contexto, pois sdo
compostos intensamente consumidos em virtude da facilidade do acesso que é evidenciada
para alguns medicamentos e das suas propriedades terapéuticas. Quanto aos contaminantes
que sdo liberados no meio ambiente pelo uso de produtos de higiene pessoal, é importante
mencionar o triclosan que é um agente antibacteriano, usado como antisséptico e também
como conservante em cosmeéticos. Devido fazer parte da grande maioria dos produtos de
higiene pessoal, este composto vem sendo detectado em efluentes de estagdes de tratamento
de esgoto (HELVER et al.,, 2007). Nesse contexto, € valido ressaltar também que,
recentemente, segundo relatorio divulgado pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
sobre monitoramento de residuos de agrotoxicos pelo Programa de Analises de Agrotdxicos
em Alimentos (PARA), dentre as 744 amostras de laranjas analisadas, que contemplavam

todas as capitais brasileiras, 11,0 % apresentaram potencial risco agudo relativo ao
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carbofurano (ANVISA, 2016), pesticida que esta proibido sua utilizacdo nos Estados Unidos
devido sua toxicidade (EPA, 2009). O pesticida carbendazim é outro que foi destacado por
risco agudo em 5 % das amostras de abacaxi analisadas (ANVISA, 2016). De um modo geral,
0 monitoramento dessa classe de compostos é de muito valia, pois denuncia frutas, verduras,
legumes e outros alimentos que trazem em sua composi¢éo teores acima dos permitidos, ou
seja, sinalizam aos 6rgaos publicos responsaveis, para que estes possam tracar estratégicas
visando controlar esses agentes contaminantes e, consequentemente, minimizar a ocorréncia
da contaminacdo de solos, lencois freaticos e aguas superficiais, tais como, aguas de rios,
acudes, barragens e outros.

As vias de contaminagdo das &guas superficiais pelos contaminantes emergentes
tém sua origem em mecanismos de descarte, higienizacdo e excrecbes fisiologicas de
substancias associados a ineficiéncia dos processos empregados nas estacdes de tratamento de
aguas e esgotos para a completa remocdo desses contaminantes. Como resultado, esses
compostos sdo encontrados em efluentes dessas estacdes (FARRE et al., 2008; ROSADO,
2014) e em A4aguas superficiais (ABUIN et al., 2006; CALZA et al., 2010; LIN;
PANCHANGAM; CHEN, 2010; OLIVEIRA et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013; YU et al.,
2011).

Calza e colaboradores (2010) relataram a presenca do antibidtico espiramicina no
Rio P6 localizado na regido Norte da Italia. Enquanto que outros antibiéticos como a
azitromicina, eritromicina, claritromicina, roxitromicina e josamicina foram detectados no rio
Ter em Catalunha na Espanha (ABUIN et al., 2006). Lin, Panchangam e Chen (2010), em
seus estudos com as aguas do rio Sindian localizado em Taiwan, documentaram a existéncia
de esteroides (estrona, 17-a-etenilestradiol e 17-B-estradiol) e destacaram 0s impactos que
podem causar no funcionamento dos organismos aquaticos. Em concordancia com o que foi
descrito, estudos evidenciaram a influéncia dos esteroides chamados estrogénios naturais sob
o funcionamento do sistema reprodutor de peixes, bem como a feminizacdo de peixes machos
(FLORES; HILL, 2008; ROSENFELDT et al., 2007). Quanto a detec¢do de pesticidas em
aguas naturais e amostras alimenticias podem-se citar alguns trabalhos brasileiros como:
Ribeiro e colaboradores (2013) na deteccdo do endossulfam em &guas do agude Pacajus,
localizado na cidade de Pacajus no estado do Ceara, Oliveira e colaboradores (2013) na
determinacdo do fungicida dimetamorfe em trés acudes, Sdo Mateus, Acarape do Meio e
Gavido, localizados respectivamente nas cidades cearenses Canindé, Redencéo e Pacatuba, e

o trabalho de Melo e colaboradores (2010), na determinagdo do herbicida diquat em amostras
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de batata, cana-de-acUcar e sucos de limdo, laranja, tangerina e abacaxi, adquiridos em
supermercados da Cidade de Fortaleza, Ceara.

As concentragcdes de muitos contaminantes emergentes em ambientes aquaticos
naturais apresentam-se em valores da ordem de pg L™ a ng L. Tendo-se em vista esses
niveis de concentracdo, é possivel perceber a necessidade do desenvolvimento de
metodologias analiticas bastante especificas e que proporcionem a obtengdo de limites de
deteccdo baixos o suficiente para detectar a presenca desses contaminantes.

Por fim, em virtude da problematica que envolve os contaminantes emergentes,
esse tema tem sido alvo de investigagéo no Brasil e no mundo com o objetivo de estabelecer
metodologias analiticas para a deteccdo desses contaminantes em matrizes ambientais e
bioldgicas, assim como, compreender a dindmica destes compostos no meio ambiente e, com

isso, tracar metas de controle das fontes poluidoras e manejo dos recursos naturais.

1.2 Dipirona

Dentre os farmacos considerados contaminantes emergentes, a dipirona tem sido
abordada por alguns autores na literatura (BOIX et al., 2016; CARVALHO et al., 2011;
IBANEZ; SANCHO; HERNANDEZ, 2012), devido & inobservancia de estudos bem
estabelecidos quanto a ecotoxicidade e os totais efeitos desse farmaco sobre a satide humana.

Dipirona (DIP) é o nome genérico do acido [(2,3-dihidro-1,5-dimetil-3-0x0-2-
fenil-1H-pirazol-4-il)metilamino]metanossulfénico, também chamado de 1-fenil-2,3-dimetil-
5-pirazolona-4-metilaminometanossulfonato de sodio (ou de magnésio), e ainda denominado
de metamizol, um segundo nome genérico muito encontrado na literatura farmacoldgica
norte-americana e europeia (BINDEWALD; BERGAMINI; MARCOLINO JR., 2013;
PAULIUKAITE et al., 2010). Sua estrutura quimica se encontra representada na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura quimica da dipirona
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Fonte: (PAULIUKAITE et al., 2010)
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Como ilustrado na Figura 1, DIP apresenta em sua estrutura um grupo
metanosulfonato que geralmente encontra-se associado ao ion s6dio ou magnésio, porém é
comercializada principalmente na forma sodica em diferentes formulacbes farmacéuticas
como, solucdo oral, injetavel e na forma de comprimidos. A administracdo via oral deve
obedecer um minimo de 875 mg e um maximo diério de 3500 mg de DIP, sendo a absor¢éo
gastrintestinal, rapida, uniforme e quase completa (CRF-SP, 2009). Os medicamentos devem
ser armazenados em locais protegidos da luz, da umidade, do calor, da radiacdo e ndo se deve
deixar frascos abertos no intuito de evitar contaminacdo microbioldgica ou degradacdo
quimica, pois DIP tem certo grau de fotossensibilidade, o que afeta a sua estabilidade quimica
(FERREIRA et al., 2014).

DIP foi introduzida na terapéutica em 1922, sendo classificada
farmacologicamente como um analgésico ndo-opidide derivado da pirazolona, que apresenta
propriedades analgésicas, antitérmicas e anti-inflamatérias (DADAMOS et al., 2012;
SMAJDOR; PACZOSA-BATOR; PIECH, 2016). Na década de 1940, seu uso se tornou
controverso devido a relatos de sua toxicidade e efeitos de agranulocitose. Por estes motivos,
atualmente, seu uso ndo é recomendado nos Estados Unidos da América nem no Reino Unido.
No entanto, no Brasil, a utilizacdo de DIP ainda é ampla ndo s6 em préatica hospitalar, mas
também como um analgésico em muitos lares, sem a obrigatoriedade de prescricdo médica
(PAULIUKAITE et al., 2010; SMAJDOR; PACZOSA-BATOR; PIECH, 2016). O consumo é
tdo intenso que segundo o Conselho Regional de Farmacia da Paraiba (2016), DIP esta na
composicdo de dois dos dez medicamentos mais consumidos no Brasil que sdo Dorflex® e
Neosaldina®.

De acordo com Dezotti e Bila (2003), dependendo do farmaco, 50 % a 90 % de
uma dosagem podem ser excretada na forma inalterada ou na forma de metabdlitos
secundarios. Para DIP, ocorre a excrecdo de 60 % do farmaco ingerido por meio da urina na
forma hidrolisada (4-metilaminoantipirina — 4MAA) e em formas metabolizadas (4-
aminoantipirina — 4AA,; 4-acetilaminoantipirina — 4AAA) e 4-formilaminoantipirina — 4FAA)
(IWAHARA; TANABE; MAEKAWA, 2006). A metabolizacdo da DIP comeca logo apds a
ingestdo via oral, sendo hidrolisada espontaneamente ao seu metabdlito majoritario 4-MAA.
No figado, o0 4-MAA ¢ absorvido e sofre desmetilacdo gerando o 4-AA, este, por sua vez, €
acetilado gerando o 4-AAA. Outro metabolito é o 4-FAA gerado pela oxidagcdo do
grupamento N-metila dos metabdlitos 4-MAA e 4-AA (GYENGE-SZABO et al., 2014;
VOLZ; KELLNER, 1980).A representagdo quimica de tal metabolizagdo esta ilustrada pela
Figura 2.
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A excrecdo de DIP via urina associada a ineficiéncia dos processos de tratamentos
de esgotos quanto a remocdo desse farmaco, assim como de outros compostos, juntamente
com as praticas de descarte indevido de medicamentos no meio ambiente promovem a
contaminacdo das aguas naturais, sejam estas subterraneas e(ou) superficiais (JONGH et al.,
2012; TERNES; BONERZ; SCHMIDT, 2001). No entanto, perante regulamentacfes
brasileiras quanto a potabilidade de &guas, a presenca de DIP em &guas para consumo nédo
caracteriza uma desconformidade quanto a potabilidade, em concordancia com o disposto
pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) por meio da resolucéo n’ 357, de 17
de marco de 2005, alterada pelas resolugdes 410/2009 e 430/2011.

Figura 2 — Representacdo esquematica da metabolizacdo da dipirona no corpo humano por

administracdo via oral
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Fonte: (GYENGE-SZABO et al., 2014)

A presenca de DIP em efluentes de estaces de tratamento de esgotos, bem como,
em efluentes de estacdes de tratamento de agua e em aguas superficiais é descrita em alguns
trabalhos na literatura (BUENO et al., 2007; FELDMANN; ZUEHLKE; HEBERER, 2008;
GOMEZ et al., 2007; JONGH et al., 2012; TERNES; BONERZ; SCHMIDT, 2001). Ternes e
colaboradores (2001), bem como, Bueno e colaboradores (2007) quantificaram DIP em
efluentes de estagOes de tratamento de esgoto, localizadas em Frankfurt na Alemanha e nas
cidades de Cantabria, Barcelona, Madrid e Almeria na Espanha, com concentragdes maximas
equivalentes a 0,36 e 9,25 ug L' respectivamente. Feldmann e colaboradores (2008)
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reportam a presenca dos metabolitos secundarios de DIP em efluentes de uma estacdo de
tratamento de &guas residuérias, em Berlin na Alemanha, com concentra¢cdes médias de 7 pg
L . Enquanto que Jongh e colaboradores (2012) propuseram uma metodologia para detectar
varios produtos de biotransformacbes de farmacos em aguas superficiais coletadas em
quatorze pontos que compdem as bacias hidrograficas da parte holandesa do rio Reno e do rio
Meuse, sendo os compostos 4-formil-aminoantipirina e o 4-acetilaminoantipirina detectados
com concentracdo média de 49 e 76 ng L}, indicados pelos autores como produtos da
biotransformacao do analgésico dimetilaminofenazona e DIP.

Diante de tudo que foi colocado em linhas anteriores, a delineagdo de um
problema ambiental e de satde publica pode ser vislumbrado. Consequentemente, baseado no
Principio da Precaucdo, que trata das acOes para proteger a salde das pessoas e dos
ecossistemas frente ameacas de riscos sérios ou irreversiveis, ndo sendo utilizada a falta de
certeza cientifica como razdo para o adiamento de medidas eficazes para evitar a degradacao
ambiental (MMA, 2016), se faz necessario o desenvolvimento de metodologias analiticas para
a deteccdo de DIP, assim como, estudos aprofundados a respeito dos efeitos desse farmaco

sobre a vida aquética e os seres humanos.

1.3 Determinag&o analitica de dipirona

Determinacgdes analiticas em matrizes biologicas, aguas naturais ou residuarias e
formulagcGes farmacéuticas, geralmente, requerem etapas complexas de preparo de amostras
visando eliminacéo de interferentes para obtencdo de limites de detecgédo e de quantificagcdo
relativamente baixos, pois apresentam em sua composicdo variedade de espécies quimicas
qgue podem agir como interferentes, ou seja, podem interferir na quantificacdo do analito
(BARANOWSKA; MARKOWSKI; BARANOWSKI, 2009; GOMEZ et al., 2007;
SANCHES et al., 2012). No caso das formulagdes farmacéuticas, geralmente, ha diferentes
principios ativos além de dezenas de excipientes, como é o caso da DIP que pode ser
associada com cafeina, por exemplo. Com relacdo as aguas naturais, sua composi¢ao quimica
é complexa, pois, em virtude do contato direto com o meio ambiente, estdo susceptiveis as
influéncias dos seres vivos gque habitam essas aguas, a fendbmenos naturais como a chuva e a
acao humana.

Na literatura, existem varias metodologias analiticas para deteccéo e quantificacao
de DIP em diversas matrizes, dentre as quais se podem destacar aguas naturais, aguas

residuarias, formulagdes farmacéuticas e urina humana, sendo as seguintes técnicas utilizadas:
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cromatografia liquida de alta eficiéncia ou cromatografia gasosa associada a espectrometria de
massa (BARANOWSKA; MARKOWSKI; BARANOWSKI, 2009; GOMEZ et al., 2007),
quimioluminescéncia (PEREZ et al., 2012), espectrometria (SANCHES et al., 2012) e
titulacdo iodométrica, que € indicado pela Farmacopeia Brasileira, e técnicas eletroquimicas
(BINDEWALD; BERGAMINI; MARCOLINO JR., 2013; SMAJDOR; PACZOSA-BATOR;
PIECH, 2016).

Gomez e colaboradores (2007) empregaram cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa na determinacao de DIP e outros farmacos em afluentes e efluentes
de uma estacdo de tratamento de esgoto. Para os afluentes e efluentes, respetivamente, foram
obtidas concentracdes médias de 14 e 4,9 pg L™, 0 que representa a remocao de apenas 65%
desse farmaco na matriz tratada. O desempenho analitico do método foi avaliado em termos
de taxa de recuperacdo e seu desvio padréo relativo (DPR), numericamente iguais a 22 e 7 %,
valor médio de taxa de recuperacdo relativamente baixo, o que pode estar associado a um
consideravel efeito matriz, devido a diversidade de compostos presentes nos efluentes e
afluentes que podem dificultar a determinacdo de DIP nas matrizes testas. O limite de
deteccéo (LD) calculado foi de 45 ng L™* e os valores para DPR obtidos nos ensaios de
repetibilidade e reprodutibilidade foram , respectivamente, 11 e 8 %.

Baranowska, Markowski e Baranowski (2009) desenvolveram um método
analitico utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase inversa com um detector
de arranjos de diodos para a separacdo e determinacdo simultdnea de 23 farmacos
pertencentes a diferentes grupos terapéuticos em amostras de urina humana. A separa¢do dos
farmacos foi realizada utilizando fase mével composta de acetonitrila, metanol e 0,05% de
acido trifluoroacético em agua por meio de programa de eluicdo de gradiente. Observaram-se
boas relacBGes lineares sobre os intervalos de concentracdo investigados, coeficientes de
correlacdo maiores do que 0,9980 para todos os farmacos. Os valores de DPR obtidos para
intra-day e inter-day foram inferiores a 4,26 e 5,42%, respectivamente. Para DIP foi obtido
intervalo linear de concentracdo de 4 a 35 ug mL™}, LD de 1,15 pg mL™* e LQ (limite de
quantificacdo) de 3,75 pg mL*. Quanto as taxas de recuperacdo foi obtido valor médio de
99,2%.

Pérez e colaboradores (2012) desenvolveram um método quimioluminescente
envolvendo analise por injeccdo de fluxo para a determinacdo de dipirona em capsulas de
Nolotil® e em injecées de Nolotil® e Normon®. O método baseia-se na reacéo
guimioluminescente entre hidrazida quinolinica e peréxido de hidrogénio num meio

fortemente alcalino, em que o vanéadio (IV) atua como um catalisador. As principais variaveis
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quimicas e fisicas envolvidas no sistema de fluxo-injecdo foram otimizadas usando método
simplex. As varia¢fes no rendimento quéntico observadas, quando a dipirona estava presente
no meio de reacdo, foram utilizadas para determinar a concentracdo deste composto. O
método proposto quantificava de forma confiavel a dipirona na faixa linear de 1-50 ug mL .
Os valores para LD e LQ foram, respectivamente, 2,52 e 8,40 pg mL ™. Para os estudos de
recuperacdo utilizando as formulagdes farmacéuticas foram obtidas taxas médias de
recuperacdo iguais a 98,8; 100,1 e 195,4 %, respectivamente para injecdo de Nolotil®, injecdo
de Normon® e capsulas de Nolotil®.

Sanches e colaboradores (2012) propuseram um método analitico para a
determinacdo espectrométrica proximo da regido do infravermelho para DIP em ampolas
fechadas (50,0 % n,,v). Para tanto, sdo avaliados dois métodos de calibragdo multivariada:
Quadrados Parciais Minimos (QPM) e Regressdo Linear Multipla (RLM) com selecdo de
variaveis pelo Algoritmo de ProjecBes Sucessivas. Os modelos resultantes compreenderam
quatro variaveis latentes (QPM) e cinco variaveis espectrais (RLM). Foi determinado
intervalo linear de concentracdo de 40-60 % v, sendo os coeficientes de correlacdo para
cada método de calibracédo de 0,9970 (QPM) e 0,9980 (RLM). Em ambos 0s casos obtiveram-
se previsdes apropriadas, com valores médios de 0,39 (QPM) e de 0,35% /v (RLM), valores
bem préximos da concentracdo de DIP presentes nas ampolas.

1.4 Estado da arte
1.4.1 Determinacao eletroanalitica de dipirona

Diferente da maioria das metodologias analiticas descritas em trabalhos
cientificos, metodologias eletroanaliticas ndo requerem etapas complexas de pré-tratamento
das amostras, pois apresentam sensibilidade e seletividade suficientes para alcancar limites de
deteccdo e de quantificacdo comparaveis aos das técnicas cromatograficas, associadas a
possibilidade de aplicacdo em campo, curtos tempos de analises, baixos custo e consumo de
energia quando comparados com metodologias convencionais (THOMAS et al., 2013; WAN
et al., 2009).

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos para determinacdo de DIP é
bastante citado em trabalhos cientificos, em virtude das potencialidades das metodologias
eletroanaliticas que foram listadas no paragrafo anterior (GHICA; FERREIRA; BRETT,
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2015; GOPU et al.,, 2011, 2012; PAULIUKAITE et al., 2010; SMAJDOR; PACZOSA-
BATOR; PIECH, 2016).

Pauliukaite e colaboradores (2010) desenvolveram um sensor eletroquimico com
configuracdo de eletrodo de epoxi-grafite modificado com nanotubos de carbono de paredes
maltiplas funcionalizadas (NTCPMF) imobilizados em uma matriz de quitosana por meio do
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida juntamente com N-hidroxissuccinamida. A
aplicacdo dada ao sensor destinou-se ao desenvolvimento de uma metodologia utilizando a
técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) para quantificar DIP em céapsulas do
medicamento Nolotil® e sua versdo genérica. Os experimentos utilizando VPD foram
realizados com DIP em meio de tampéo fosfato pH 7,0, velocidade de varredura (v) igual a 10
mVs !, sendo que os outros pardmetros voltamétricos, amplitude de aplicacdo dos pulsos
diferenciais e o tempo de aplicacdo dos pulsos, ndo foram citados. Os voltamogramas obtidos
apresentaram trés processos intitulados I, 11 e 111, tendo estes respectivamente os potenciais de
pico 0,10, 0,47 e 0,90 V versus eletrodo de calomelano saturado. O processo considerado para
o desenvolvimento da metodologia analitica foi o processo Il, pois apresentava corrente de
pico (lp) aproximadamente dez vezes maior que 0S outros processos visualizados. Em termos
de desempenho analitico, as curvas analiticas construidas apresentaram intervalo linear de
concentracéo de 50 a 1500 pmol L™ e LD igual a 1,4 pmol L™*. Quanto & determinacdo de
DIP em formulacGes farmacéuticas, os valores médios para as taxas de recuperacao foram 96
e 94% respectivamente para Nolotil® e Metamizol.

Gopu e colaboradores (2011) propuseram um sensor formado por eletrodo de
carbono vitreo (ECV) modificado com filme de riboflavina (ECV/Rb) para determinagdo de
DIP, paracetamol e &cido acetilsalicilico em formulagdes farmacéuticas e urina humana. A
modificacdo foi realizada utilizando a técnica de voltametria ciclica (VC) nas seguintes
condicdes: solucdo de riboflavina (0,1 mol L™) em meio de KCI (0,1 mol L™), v igual a 50

mVs !

e intervalo de potencial de —800 a 400 mV. A espessura do filme foi controlada
coulometricamente e filmes de 0,1 pm de espessura foram utilizados em todos os
experimentos. O eletrélito de suporte otimizado foi solucdo aquosa de acido sulfarico pH 1,0.
Nos estudos da influéncia da v sobre a reacdo redox de DIP, observou-se uma relagdo linear
entre I, versus v2, 0 que indica o processo redox como difusional. Fazendo uso de relacdes
matematicas que envolvem a técnica VC, diagnosticou-se que a reacdo de DIP na superficie
do eletrodo tem comportamento irreversivel. A técnica de voltametria de onda quadrada de
redissolucdo anodica (VOQRA) foi utilizada para determinacéo dos farmacos nas matrizes de

interesse, sendo para DIP os pardmetros voltamétricos utilizados: potencial de acumulacéo
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(Ea) = 550 mV; tempo de acumulacdo (t,) = 10 s; potencial inicial (Ej) = —300 mV; amplitude
= 50 mV; frequéncia = 40 s *; incremento = 4 mV; v = 50 mV; velocidade de stripping = 250
rpm e periodo de descanso = 5 s. O intervalo linear de concentracdo encontrado foi 0,13 —
2,64 umol L™ e o valor para LD foi 0,11 umol L. Os estudos de recuperacdo de DIP
presentes no medicamento Novalgina® proporcionaram a obtencdo da taxa média de
recuperacdo de 99,6% e DPR de 2,5%. Enquanto que a concentracdo média de DIP presente
na urina humana, coletada 8h apés a ingest&o do medicamento, foi de 0,27 pug mL ™.

Gopu e colaboradores (2012) construiram um sensor eletroquimico a partir da
modificacdo da superficie ECV pelo poli(3,4-etilenodioxitiofeno) na sua forma polimerizada.
Esse sensor foi utilizado para determinagdo de DIP, em formulacGes farmacéuticas e em urina
humana, por meio da técnica de voltametria de pulso diferencial de redissolucdo anddica
(VPDRA). As condicdes experimentais foram: solucdo aquosa de acido sulfarico pH 1,0
como eletrolito de suporte e os parametros voltamétricos otimizados, E;= 400 mV; t, = 30 s;
Ei = 0 mV,; altura do pulso = 50 mV; largura do pulso = 50 ms; incremento = 6 mV,
velocidade de stripping = 250 rpm e periodo de descanso = 5 s. O intervalo linear de
concentracdo foi 0,10 — 2,60 umol L™ e o LD foi 0,07 pumol L, valores bem préximos dos
obtidos nos estudos com ECV/RDb de autoria dos mesmos autores do trabalho em discussé&o.
Visando avaliar a aplicabilidade do sensor desenvolvido, ensaios de recuperagdo foram
realizados utilizando cépsulas do medicamento Novalgina® sendo a taxa média de
recuperacdo obtida igual a 99,8% e DPR de 2,5%. A concentracdo média de DIP quantificada
em urina humana, coletada 8h ap6s a ingestdo do medicamento, foi 0,27 pg mL™, o mesmo
valor descrito por Gopu e colaboradores (2011) para as determinacdes realizadas nessa matriz.

Ghica, Ferreira e Brett (2015) visando a quantificacdo de DIP e paracetamol em
amostras farmacéuticas desenvolveram uma metodologia eletroanalitica utilizando como
eletrodo de trabalho um sensor com configuracao de eletrodo de fibra de carbono modificado
com NTCPMF e politionina. Curvas analiticas foram construidas para ambos os farmacos
utilizando a técnica VPD. Para DIP o eletrélito de suporte utilizado foi tampdo fosfato pH 7,0
e 0s seguintes parametros voltamétricos: v igual a 50 mV s, amplitude de aplicagdo do pulso
diferencial igual a 50 mV e o tempo de aplicagéo do pulso ndo foi informado. O intervalo
linear de concentracéo foi de 250 a 2500 pmol L™* e o LD calculado foi de 13,40 umol L™.
Com relacdo aos estudos de recuperacdo envolvendo as formulagdes farmacéuticas, foram
obtidas taxas de recuperacdo para DIP entre 97,0 a 102,0% nos experimentos com Metamizol
CINFA e Nolotil®.
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Smajdor, Paczosa—Bator e Piech (2016) desenvolveram uma metodologia
eletroanalitica para determinacdo de DIP em formulagdes farmacéuticas e urina humana a
partir da utilizacdo de um sensor amperomeétrico associado a técnica de voltametria de
varredura linear (VVL). O sensor apresentava configuracdo de ECV modificado com
suspensdo formada por Nafion® (0,5%)., em meio de poli(2,3-dihidrotiofeno-1,4-dioxano)
(PEDOT)/poliestirenosulfonado (PSS) (0,5%.,, PEDOT/PSS). Respostas voltamétricas por
VVL foram obtidas utilizando tempo de pré-concentracdo de 90 s e eletrolito de suporte
tampdo fosfato pH 3,0 no intervalo de concentragio de 0,1 a 13 pumol L, sendo esta
classificada como regido linear de concentracdo, e o valor calculado para LD foi 0,02 pumol
L. Quanto & determinagdo de DIP nos comprimidos de Pyralgina®, Pyralgina Sprint® e
Scopolan® os valores médios de recuperacéo foram respectivamente iguais a 101,5; 98,5 e
102,0 %. Enquanto que o valor médio para as taxas de recuperacdo obtidas para DIP em urina
humana foi de 99,0%.

Dentre todos os trabalhos cientificos analisados, ndo se tem relatos a respeito do
uso do eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB) na determinacdo de DIP. Sendo que
na literatura, EDDB ¢é destacado em analises de contaminantes ambientais, devido as suas
inimeras caracteristicas, tais como: amplo intervalo de potencial em meio aquoso e nédo
aquoso, reduzida corrente residual, robustez mecanica, estabilidade em meios acidos e
béasicos, resisténcia a corrosao, biocompatibilidade, minimizagdo de processos de incrustacao,
ou seja, reducdo do blogueamento de sitios ativos gerado pelo recobrimento da superficie
eletrodica por espécies quimicas que se adsorveram durante as reacdes redox, o que
representa facilidade de limpeza da superficie em comparacdo com outras superficie
eletrodicas e alta sensibilidade de respostas, caracteristicas que tornam o EDDB adequado
para aplicacdes em eletroanalises. (LUCAS et al., 2014; MACPHERSON, 2015; ROSSI et al.,
2003; SALAZAR-BANDA et al., 2006).

Levando em consideragéo as potencialidades do EDDB, a existéncia de trabalhos
que documentam a presenca de DIP em &guas residuarias e superficiais, assim como, a ciéncia
das peculiaridades da técnica de VOQ e da importancia do desenvolvimento de metodologias

para determinagdo de DIP, foram delineados o0s objetivos desse trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver metodologia eletroanalitica para detec¢do e quantificacdo de dipirona
utilizando EDDB, visando aplicar em amostras de formulagfes farmacéuticas, em urina
humana e em amostras de aguas naturais provenientes de rios e/ou acudes localizados no

Ceara.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar a superficie eletrodica do EDDB,;

e Realizar testes de eletroatividade de DIP sobre EDDB, bem como otimizar os
parametros experimentais, como eletrélito de suporte e pH, e parametros
voltamétricos, como frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial, amplitude dos
pulsos de potencial e incremento de potencial;

e Obter informagdes sobre o mecanismo eletroquimico envolvendo a molécula de DIP
empregando voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada;

e Estabelecer rotinas eletroanaliticas para detec¢do e quantificacdo de DIP sobre EDDB;

e Determinar DIP em amostras de formulacdes farmacéuticas, urina humana e aguas
naturais provenientes de rios e/ou agudes localizados no Ceara.

e Comparar os resultados obtidos nos estudos de recuperacdo pela metodologia
eletroanalitica desenvolvida com os resultados obtidos nas titulacbes iodométricas,

procedimento indicado pela Farmacopeia Brasileira.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes, solucdes e matrizes analisadas

3.1.1 Reagentes

Todos o0s compostos quimicos utilizados apresentavam pureza analitica e

encontram-se listados com suas formulas quimicas e procedéncia na Tabela 1.

Tabela 1 — Lista de reagentes descritos com sua procedéncia, férmulas quimicas e pureza

Composto quimico Formula quimica Procedéncia Pureza
Acido acético glacial C,H40; Vetec 99,7%
Acido borico H3BO;3 Vetec 99,5%

Acido citrico CsHgO; Vetec 99,5%

Acido cloridrico HCI Vetec 37,0%
Acido nitrico HNO; Vetec 65,0%

Acido fosforico H3PO, Vetec 85,0%
Acido sulftrico H,SO, Vetec 95,0%
Amido (CeH1206)n Dinamica 99,6%

Cloreto de hexaminruténio 11l [Ru(NHs)g]Cl3 Sigma-Aldrich 98,0%
Cloreto de potéssio KCI Vetec 99,0%
Dihidrogenofosfato de sodio NaH,PO4 Vetec 99,0%
Dipirona C13H1sN3NaO4S Usp* 99,0%
Hidrogenofosfato de sddio Na;HPO, Vetec 98,0%
Hidroxido de sodio NaOH Vetec 98,0%
lodato de potassio KIO; Vetec 99,0%
lodeto de potéssio Kl Vetec 99,8%

lodo ressublimado P Dindmica 99,8%
Tiossulfato de so6dio Na,S,04 Vetec 99,5%

* United States Pharmacopeia

Fonte: Elaborado pela autora
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3.1.2 Solugdes
3.1.2.1 Solucdes de [Ru(NH3)s] Cl; em meio de KCI

Quantidades calculadas de [Ru(NHs)s]Cls e de KCI foram solubilizadas em agua
purificada utilizando baldo volumétrico de modo a obter concentragdes finais respectivamente
equivalentes a 1,0 x 10 ° mol L e 1,0 x 10 * mol L ™. A solucéo foi mantida ao abrigo da luz

e sob refrigeracao para posterior utilizacdo nos experimentos de voltametria ciclica.

3.1.2.2 Solugéo tampao fosfato

A solucdo tampdo foi preparada pela adicdo gradativa de aliquotas de solucédo de
Na,HPO, (0,1 mol L™) na solugdo de NaH,PO, (0,1 mol L™) e, com o auxilio do pHmetro, o
pH da mistura era medido a cada adi¢do dessas aliquotas. As adi¢bes foram realizadas até que
a mistura atingisse pH igual a 7,0.

3.1.2.3 Solucdo tampéo Britton-Robinson

A solucdo tampéo foi preparada a partir da adigdo gradativa de aliquotas de NaOH
(2,0 mol L™) na solucdo equimolar de 4cido acético (C,H40,), HsBOs e HzPO,4 (0,04 mol
L™), sendo o pH da mistura resultante medido, com o auxilio do pHmetro, a cada adico

dessas aliquotas. As adi¢Ges foram realizadas até que a mistura atingisse pH igual a 7,0.

3.1.2.4 Solugéo tampéo Mcllvaine

A solucdo tampdo foi preparada pela adicdo gradativa de aliquotas de solucdo de
Na,HPO, (0,1 mol L™) na solugdo de &cido citrico (CsHsO-) (0,1 mol L™), com o auxilio do
pHmetro, o pH da mistura era medido a cada adicdo dessas aliquotas. As adi¢cBes foram

realizadas até que a mistura atingisse pH igual a 7,0.
3.1.2.5 Solucéo estoque de dipirona

A solucdo estoque de DIP foi preparada pesando-se a quantidade adequada do

composto e solubilizando-a em &gua purificada de modo a obter concentragdo final
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equivalente a 1,0 x 102 mol L. A solugdo foi mantida ao abrigo da luz e sob refrigeracéo

para posterior utilizagdo na construcao das curvas analiticas.

3.1.2.6 Solucdes a base de acido sulfarico

Solucdo sulfonitrica (H,.SO4/HNO;3 1/1,,,) foi utilizada para limpeza de vidrarias e
outros utensilios.
Solucdo aquosa de H,SO, 0,5 mol L' foi utilizada para limpeza e

condicionamento da superficie do EDDB.

3.1.2.7 Solucéo de iodo

A solucdo de iodo foi preparada a partir da dissolucdo de 6,50 g de iodo
ressublimado em 50 mL de solucdo de iodeto de potéssio (20%)m, seguido da adi¢do de trés
gotas de acido cloridrico e diluicdo para 500 mL de &gua deionizada. A solucdo final foi
padronizada empregando solucdo de tiossulfato de sodio (0,1 mol L), sendo esta

padronizada contra iodato de potéssio.

3.1.2.8 Solucéo de amido

O preparo da solucdo de amido foi realizado a partir da dissolugéo de 1,0 g de
amido soltvel em 50 mL de agua deionizada fervida.

3.1.3 Matrizes analisadas

O medicamento, utilizado nos ensaios de recuperacao, na forma de solucéo oral de
DIP, com especificacdo Medley-Brasil, 500 mg mL™, foi adquirido em farmacia na Cidade de
Fortaleza, Ceard. As amostras das aguas utilizadas neste trabalho dos acudes Gavido e
Acarape do Meio, localizados respectivamente nas cidades cearenses de Redencéo e Pacatuba,
foram fornecidas pelo Laboratorio de Quimica Ambiental do Departamento de Quimica
Analitica e Fisico-Quimica da Universidade Federal do Ceara. O referido laboratério realiza
periodicamente andlises de nutrientes em &guas de agudes do Estado do Ceard que s&o
gerenciadas pela Companhia de Gestdo dos Recursos Hidricos do Ceard (COGERH). As

amostras de urinas utilizadas nas analises correspondem a segunda urina do dia, cedidas
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voluntariamente por um individuo do sexo feminino, 25 anos de idade e de massa corporal

equivalente a 45 kg.
3.2 Instrumentacéo

Os experimentos voltamétricos foram realizados utilizando-se  célula
eletroquimica convencional de vidro, com tampa em Teflon® dotada de orificios para adicao
de aliquotas da solucdo do analito e para posicionamento dos trés eletrodos, ambos
conectados a potenciostato/galvanostato, modelo PGSTAT 101 (Autolab, Eco Chemie) e
PGSTAT 128N (Autolab, Eco Chemie), controlado por computador, empregando o programa
NOVA versdo 1.11.2.

O eletrodo de trabalho utilizado foi EDDB, fabricado pelo Centre Suisse
d"Eletronique et d"Microtechnique, Neuchatel, Suica, com teor de boro de 8000 ppm e &rea
geomeétrica (Ageo) de 0,05 cm?. O eletrodo auxiliar consistiu em placa de platina (99,5 %) com
Ageo igual a 0,53 cm? (Heraues Vectra do Brasil Ltda) fixada com resina Araldite® em fio de
platina, que se encontrava embutido em tubo de vidro. Por ultimo, o eletrodo de
Ag(s/AgCI/CI g em meio de KCI saturado foi utilizado como eletrodo de referéncia, obtido
pelo recobrimento de fio de prata com AgCls), por processo de anodizagdo em meio de HCI
0,3mol L™a 0,4 V versus o eletrodo de Ag/AgCI/Cl™ sy).

Balanca analitica modelo TB-215D (Denver Instrument) com precisdo analitica de
+ 0,01 mg foi utilizada para realizar as pesagens dos reagentes. No preparo das solucGes
tampdes, as medicdes de pH foram realizadas com pHmetro modelo B474 (Micronal). Agua
purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Inc.), apresentando resistividade 18,2 MQ cm, foi
usada no preparo de todas as solucdes e lavagens das vidrarias. Pipeta automatica (Kacil,
modelo ASD) foi utilizada para adicionar aliquotas de solugdes a célula eletroquimica.

Todos o0s experimentos eletroanaliticos foram realizados, pelo menos em
triplicata, com temperatura de 24,3 + 3,2 °C.

Na realizacdo das titulacdes iodométricas utilizou-se erlenmeyer de 200 mL e
bureta de 50 mL fixada por garra metalica em suporte universal. Os experimentos foram

realizados em triplicata com temperatura de 10 °C em banho de gelo.
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3.3 Metodologia

3.3.1 Cronoamperometria

O pré-tratamento eletroquimico para limpeza e condicionamento da superficie do
EDDB foi realizado antes de iniciar as medidas de VC e de VOQ. Para isso, o eletrodo foi
polarizado catodicamente por cronoamperometria em meio de H;SO, 0,5 mol L™ aplicando
potencial de —3,0 V versus Ag)/AgCI/Cl ) por 60 s. Em seguida, apés a troca da solugdo e
a lavagem dos eletrodos com agua deionizada, o EDDB foi polarizado anodicamente
aplicando-se 3,0 V versus Ag/AgCI/Cl ay por 30 s (FOORD; HAO; HURST, 2007,
KULANDAINATHAN et al., 2007; LUCAS et al., 2014; MACPHERSON, 2015). Essa
sequéncia foi escolhida, pois a polarizacdo catddica gera a formacéo de terminacdes carbono-
hidrogénio, que facilitam a ocorréncia do processo de transferéncia de carga e,
consequentemente, intensificam a condutividade elétrica do EDDB (ROSSI et al., 2003), o
que é apreciavel em estudos eletroquimicos; porém, essas terminagdes quimicas tornam a
superficie mais hidrofébica. Caracteristica que ndo é desejavel quando se trabalha com analito
bastante hidrofilico, como é o caso da DIP. Com isso, para minimizar a hidrofobia da
superficie sem eliminar o ganho na condutividade pela polarizacdo catddica, realizou-se
polarizacdo anddica por tempo equivalente a metade do tempo utilizado na polarizacdo
catddica com a finalidade de gerar na superficie do EDDB terminacGes carbono-oxigénio que
tornam a superficie mais hidrofilica e consequentemente maximizam a interacdo eletrodo-
solugdo (MACPHERSON, 2015).

N&o foi realizado nenhum procedimento de limpeza entre as medidas de VC, onde
se exploravam a reacdo redox do [Ru(NHs)s]™ na superficie do EDDB, em virtude da
observancia da reversibilidade do processo redox e da repetibilidade das replicatas. A limpeza
da superficie eletrédica entre as medidas de VOQ e VC na presenca de DIP foi realizada por
polarizacdo anddica em 3,0 V por 5 s.

3.3.2 Voltametria ciclica

Utilizando a técnica de VC e como sonda eletroquimica o composto [Ru(NHs)g]
calculamos a area eletroativa do EDDB. Esse composto foi escolhido para realizagdo dos

ensaios voltamétricos, pois apresenta comportamento eletroquimico bem definido na literatura
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(WANG; LIMON-PETERSEN; COMPTON, 2011), desde caracteristicas do mecanismo da
reacdo redox até parametros cinéticos como coeficiente de difusdo e dentre outros pardmetros.

Por meio dos experimentos de VC, verificou-se a influéncia dos valores de v na
reducdo do [Ru(NHs)s]™ sobre EDDB. A partir da relacdo linear entre corrente de pico

catédico (I,c) e raiz quadrada da velocidade de varredura (v''2

), fazendo uso da equagéo de
Randles Sevcik para processos reversiveis, calculou-se a &rea eletroativa do eletrodo de
trabalho (COMPTON; BANKS, 2007). Inicialmente, realizou-se condicionamento da
superficie do EDDB por cronoamperometria em meio &cido e, posteriormente, utilizando 10
mL da solucdo [Ru(NH3)e]Cls 1,0 x 10 mol L™ em meio de KCI 1,0 x 10" mol L,
realizou-se os experimentos de VC nos seguintes valores de v: 10, 25, 50, 100, 150 e 200 mV
st

Com base nas relacdes que compdem o modelo matematico da VC, informacdes
mecanisticas a respeito da reacdo redox que o analito sofre na superficie eletrddica podem ser
retiradas dos voltamogramas ciclicos. Com isso, objetivando obter informagdes acerca da
reacao redox de DIP na superficie do EDDB, foi estudado a influéncia da v sobre as respostas
eletroquimicas de DIP nos experimentos realizados em meio de eletrdlito de suporte
otimizado, intervalo de potencial de 0 a 0,95 V e os seguintes valores de v: 5, 10, 25, 50 e de

100 até 1000 mV s %, sendo neste intervalo os incrementos de 100 mV s *.

3.3.3 Voltametria de onda quadrada

A técnica de VOQ foi utilizada na otimizacdo do pH, na otimizacdo do eletrélito
de suporte, na construcdo das curvas analiticas, nos estudos de recuperacdes de DIP no
eletrolito de suporte e sob a influéncia de diversas matrizes, tais como medicamento na forma
de solucdo oral de DIP, aguas naturais e urina humana.

Os experimentos de otimizacdo do pH foram realizados em tampdo Britton
Robinson (BR), pois este apresenta ampla faixa tamponante, 2,0 a 12,0 (BRITTON;
ROBINSON, 1931), o que permite avaliar a influéncia de meios consideravelmente acidos,
basicos e um meio neutro. Dentro desta perspectiva, foram testados em triplicata os pH 3,0;
5,0; 7,0; 9,0 e 11,0 utilizando uma concentracéo de DIP igual a 9,9 x 10 mol L™* em 10 mL
do eletrdlito de suporte e os parametros tedricos da VOQ frequéncia de aplicagdo dos pulsos
de potencial (f) = 100 s, amplitude dos pulsos de potencial (a) = 50 mV e incremento de
potencial (AEs) =2 mV (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007)
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Quanto aos experimentos para otimizacdo do eletrélito de suporte, estes foram
realizados em triplicata utilizando os parametros padrdes da VOQ e DIP numa concentragdo
de 9,9 x 10 ° mol L* presentes em 10 mL de solucdo tampéo, sendo que foram testados
tampéo fosfato, tampédo BR e tampdo Mcllvaine.

A otimizagdo dos parametros da VOQ foi realizada, tendo como objetivo
estabelecer condigdes experimentais que proporcionassem maior sensibilidade, ou seja,
maiores valores de corrente de pico. A sequéncia experimental consistiu nas seguintes etapas:
apos condicionamento da superficie do EDDB em meio acido, a otimizacdo destes parametros
foi realizada em DIP 9,9 x 107® mol L™ na presenca da solug&o tampé&o otimizada, avaliando-
se a intensidade da corrente de pico obtida em funcdo da variagdo de cada pardmetro
separadamente, ou seja, variavam-se os valores de f de 10 a 100 s * mantendo os valores de a
e de AEs constantes, sendo estes respectivamente iguais a 50 mV e 2 mV. Em seguida,
variavam-se os valores de a de 10 a 80 mV, mantendo os valores de f = 100 s * ¢ AEs = 2 mV.
Na otimizacdo de AEs, realizou-se medidas de 1 a5 mV, com f=100s*ea =50 mV.

Apds a obtencao das condigcdes experimentais otimizadas, trés curvas analiticas no
eletrolito de suporte otimizado foram construidas pela adicdo de aliquotas da solucéo padrédo
de DIP na célula eletroquimica. Obtendo uma curva analitica média, composta pelas curvas
analiticas construidas, expressa com ponto médio e barras de erros. Seguido da adi¢do de cada
aliquota, um voltamograma de onda quadrada era obtido. Foi estabelecida a regido de
linearidade entre a concentracdo de DIP e a corrente de pico e calcularam-se os valores de LD
e LQ.

Por definicdo, LD: é a menor concentracdo do analito em analise que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, empregando determinado procedimento
experimental. LQ € definido como a menor concentracdo do analito que pode ser
guantitativamente determinada (ANVISA, 2003; BRITO et al.,, 2003). As relacGes
matematicas empregadas para célculo de LD e de LQ foram (ANVISA, 2003; ICH-Q2(R1),
2005; SHABIR, 2003):
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em que (DP,) representa o desvio padrdo do intercepto (DP,) e (b) a inclinagdo da curva
analitica média

Para avaliar a precisdo da metodologia analitica realizaram-se estudos de
repetibilidade e reprodutibilidade. Os ensaios de repetibilidade foram realizados utilizando os
parametros otimizados para VOQ e DIP (1,19 x 107 mol L™") em meio do eletrélito de
suporte otimizado. Fez-se o condicionamento da superficie do EDDB seguindo do registro de
sete medidas eletroquimicas, sendo realizada a limpeza da superficie eletrodica por
cronoamperometria, como ja foi descrito na secdo 3.3.1. Quanto a reprodutibilidade, foram
realizadas cinco medidas eletroquimicas nas mesmas condigdes descritas anteriormente,
porém, antes de cada medida era realizado o condicionamento da superficie eletrodica. Os
resultados para ambos 0s ensaios foram expressos em termos de desvio padrdo relativo
(DPR), calculados de acordo com a equacdo 3 (MILLER; MILLER, 2010):

DP,
) =1 = ST RTPPPORR (3)

IP

em que DP), representa o desvio padrdo das correntes de pico e Ip a média aritmeética das

correntes de pico.

O método de adicdo de padrdo foi utilizado em todos os ensaios de recuperacdo
envolvendo a técnica de VOQ. Sendo estes: recuperacdo no eletrélito de suporte, recuperacao
do medicamento na forma de solugéo oral de DIP em meio de eletrolito de suporte, em meio
de eletrélito contento urina humana e em meio de eletrdlito preparado com aguas dos agudes
Gavido e Acarape do Meio. As aguas naturais foram filtradas em microfiltro de fibra de vidro
com porosidade de 1,2 um e utilizadas como solvente no preparo do eletrélito de suporte
otimizado e as andlises com urina humana foram desenvolvidas utilizando eletrolito de
suporte otimizado contento a segunda urina matinal (0,04% ,), sem nenhum tipo de pré-
tratamento (SVORC et al., 2014).

A sequéncia experimental dos ensaios de recuperacdo consistiu no seguinte, no
interior da célula eletroquimica contendo eletrélito de suporte, foram adicionadas aliquotas de
DIP (1,0 x 102 mol L™). Sendo que as concentracdes de DIP testadas encontravam-se no
intervalo 1,0 x 10° a 6,5 x 10> mol L™ e contemplavam baixas, médias e altas
concentragOes em relacdo a regido de linearidade evidenciada nas curvas analiticas. Apos cada
adicdo de padrdo, registrou-se um voltamograma de onda quadrada. A partir dos dados

obtidos, construiu-se um grafico corrente de pico versus a concentracdo de DIP, em que a
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primeira adicdo foi considerada como concentracdo igual a zero e as adi¢cOes seguintes
desconsideraram a contribuicdo da primeira adicdo na hora de construir o gréfico. A
determinacdo da concentracdo da primeira adicdo foi obtida por meio da extrapolacdo da
curva de recuperacdo até o eixo x (concentracéo), obtendo o valor em mdédulo.

Os resultados dos ensaios de recuperacdo foram expressos na forma de taxa de
recuperacao (%R), que se encontra definida na equacao a seguir (MILLER; MILLER, 2010):

DIP].. ..
%R:”‘wnoo ................................................................................................................ (4)
[DIP]

adicionada

em que [DIP]quantficada fOi @ concentragdo de DIP quantificada utilizando a metodologia
proposta neste trabalho; [DIP]agicionada fOI @ concentracdo de DIP adicionada ao sistema
eletroquimico em estudo, representando a quantidade real de analito.

Outra forma pela qual se expressou os resultados de recuperagdo foi por meio do
parametro %BIAS, calculado pela seguinte equacdo (PRICHARD, 2007):

X — X

%BIAS =(—°)x100 ................................................................................................................... (5)
XO

em que X é o valor médio das concentracdes de DIP recuperadas e Xo € o valor de

concentracdo de DIP adicionada.
3.3.4 Titulacéo iodométrica

A fim de certificar a eficiéncia da metodologia eletroanalitica desenvolvida neste
trabalho, a determinacdo de DIP em medicamento, aguas naturais e em urina humana também
foram realizadas utilizando a metodologia proposta pela Farmacopeia Brasileira com algumas
adaptac0es, que utiliza como técnica a titulacdo iodométrica.

Nos estudos de recuperagdes de DIP utilizando medicamento na forma de solucao
oral procedeu-se da seguinte forma: foi transferido, para um erlenmeyer, 700 pL da solucéo
oral de DIP com especificagdo Medley-Brasil, 500 mg mL ™, o que é equivalente a 0,35 g de
dipirona sodica monohidratada. Seguidamente, adicionou-se 25 mL de agua desionizada e 5
mL de 4cido acético glacial. Titulou-se com iodo 0,05 mol L™, em temperatura de 10 °C,
utilizando 1 mL de solugdo aquosa de amido, como indicador.
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Com base na estequiometria da reacao redox da DIP, em meio acido, com o ion
triodeto (I3 ), componente da solugdo titulante, pois todo o gés iodo (I,) foi convertido em I3,
sendo tais reacdes descritas na Figura 3, considerou-se para a realizacdo dos célculos das
taxas de recuperagdo que cada mL de iodo 0,05 mol L™* equivaleria a 17,57 mg de dipirona

sodica monohidratada (Farmacopeia Brasileira, 2010).

Figura 3 — Reacdes envolvidas na titulacdo da dipirona com iodo em &cido

REACAOI
L +T == I
REACAOTI
H—‘lcﬂxzn 0 + I+ ZHO — HJCMN/N$0 L3 4 SO& L aT
HiC N7 805 HiC t~|r’“““<)u
H, CH;

l REACAOIII

Fonte: (PESTANA; PRADO; CAMPOS., 2008) com adaptacdes

Quanto aos estudos de recuperacdes de DIP, presente no medicamento na forma
de solucdo oral, em meio contento urina humana e em &guas naturais, 0s procedimentos
utilizados foram praticamente iguais ao que foi descrito em linhas anteriores, mas com
algumas modificacdes. Sendo estas, para 0s ensaios com &guas naturais, ao invés de se utilizar
25 mL de &gua deionizada na diluicdo da solugdo oral, utilizou-se as aguas naturais a
temperatura ambiente. Enquanto que nos ensaios com urina humana ao invés de se utilizar o
volume de &gua deionizada, descrito na Farmacopeia Brasileira, para diluicdo da solucéo oral,

utilizou-se agua deionizada contento a segunda urina matinal  (0,04%.).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacéo da area eletroativa do EDDB

A técnica de VC é bastante utilizada na obtencdo de informacdes a respeito do
mecanismo redox de espéecies quimicas de interesse (exemplo: reversibilidade e célculo do
namero de elétrons envolvidos na reagdo redox). Outra aplicacdo é a caracterizacdo da
superficie de eletrodos por meio do calculo da area eletroativa.

Por definicdo, area eletroativa é equivalente a regido superficial que efetivamente
tem a capacidade de promover reacdo eletroquimica (CHAPARRO et al., 2009). Em termos
experimentais, valores de areas eletroativas podem ser utilizados para avaliar & influéncia de
diferentes supeficies eletrddicas, de mesma area geomeétrica, frente a determinada reacao
quimica, pois quanto maior o valor da area eletroativa calculada para dado eletrodo, é
esperado que maior seja o sinal eletroanalitico obtido para esse eletrodo nas condicGes
experimentais testadas e condi¢des similares. Outra aplicacdo € utilizar a &rea eletroativa para
expressar resultados de corrente na forma de densidade de corrente, o que permite realizar um
determinado estudo eletroquimico com mais de um eletrodo, sendo estes de areas geométricas
diferentes, mas de mesma natureza.

Neste trabalho, a area eletroativa do EDDB foi calculada por meio do estudo da
reacdo redox do par [Ru(NHs)s]*/[Ru(NHs)e] " na superficie eletrédica, utilizando a técnica
de VC e relagBes entre parametros voltamétricos que compdem o modelo tedrico dessa
técnica. Na Figura 4 encontram-se 0s voltamogramas ciclicos obtidos para diferentes valores
dev.

Para caracterizar quanto a reversibilidade, a reacdo redox do par
[RU(NH3)s] **/[Ru(NH3)s] % sobre EDDB a partir da analise dos perfis voltamétricos obtidos
nos experimentos por meio da técnica de VC, foram utilizados os seguintes critérios de
diagndstico descritos por Compton (COMPTON; BANKS, 2007; GOSSER, 1993):

Critério 1 — A separag@o dos potenciais de picos (AEp), ou seja, a diferenga do potencial de
pico catodico (Epc) e o potencial de pico anddico (Epa) devem ser no maximo 70 mV.

Critério 2 — O médulo da relagéo entre os valores de corrente de pico catodico (lnc) e corrente
de pico anodico (ly,) deve ser proximo do valor 1.

Critério 3 — O modulo da diferenca entre o potencial de pico catddico e o potencial de meia
altura (Epc2) deve ser proximo a 2,218 RT/F, em que R é a constante universal dos gases

perfeitos (8,314 J mol™ K); T é a temperatura absoluta que foi realizada os experimentos (para
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esses experimentos foi 298 K) e F é a constante de Faraday (96485 C mol ™), o valor deste
termo, nas condicGes experimentais deste trabalho, foi 0,06.

Figura 4 — Voltamogramas ciclicos do [Ru(NH3)e]Cl; 1,0 x 10° mol L™ em meio de KClI
1,0 x 10 mol L™ sobre EDDB em diferentes velocidades de varredura de potencial (v), 10,
25, 50, 100, 150 € 200 mV s .
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Fonte: Elaborado pela autora

Na Tabela 2 encontram-se as analises dos resultados da aplicacéo de cada critério
de diagndstico descrito anteriormente utilizando os dados obtidos para reacdo redox do par
[Ru(NH3)s] **/[Ru(NH3)s] % sobre EDDB por VC. Por esta tabela, pode-se diagnosticar que o
sistema redox em questdo apresenta comportamento reversivel, pois | AE, | foi menor que 70
mV; | Ipc / lpa | foi aproximadamente igual a 1 e | Epc = Eper2 | ¢ equivalente a 0,06 mV. Com
isso, utilizou-se a equacdo de Randles-Sevcik destinada a este tipo de sistema, intitulada
equacdo 6, para realizacdo do calculo da area eletroativa do EDDB (COMPTON; BANKS,
2007; GOSSER, 1993).

I, =2,69%10°N¥2ACD VM2 .....ooooiicttseeeecs s (6)

em que I, € corrente de pico; n € numero de elétrons envolvidos no processo redox em estudo;
A é a area eletroativa; C é concentracdo do reagente; D é o coeficiente de difusdo e v é a

velocidade de varredura de potencial.
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Tabela 2 — Relagdes matemaéticas estabelecidas entre os pardmetros voltamétricos obtidos nos
experimentos do [Ru(NHs)s]Cls 1,0 x 10~ mol L™* em meio de KCI 1,0 x 10! mol L™ sobre

EDDB em diferentes velocidades de varredura de potencial

v(mVs™) | Tpe / 1pa | | AE, | (mV) | Epc — Epe2 | (V)
10 1,04 65,9 0,05
25 1,02 68,4 0,05
50 1,02 65,9 0,05
100 1,02 65,9 0,05
150 1,03 70,0 0,05
200 1,04 68,4 0,06
Valores medios 1,03 67,4 0,05

Fonte: Elaborado pela autora

Em sistemas reversiveis existe uma relagdo linear entre os valores I, e v'°

(COMPTON; BANKS, 2007), o que estd em concordancia com o observado na Figura 5.

Figura 5 — Dependéncia entre corrente de pico catodico (l,c) e raiz quadrada da velocidade de

varredura de potencial (v'/2

x 10~ mol L™ em meio de KCI 1,0 x 107 mol L™* sobre EDDB em diferentes velocidades de

) obtida a partir dos voltamogramas ciclicos do [Ru(NH3)¢]Cl3 1,0

varredura de potencial
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Fonte: Elaborado pela autora
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A relagdo entre I, e v'*2

ilustrou uma consideravel relacdo linear, coeficiente de
correlacéo equivalente a 0,9998 e inclinacdo de —4,60 x 10> A V" s*2, Igualou-se este valor
aos termos equivalentes ao coeficiente angular da equacéo 6, considerando: n = 1 elétron; C =
1,0 x 10 mol L' e D = 8,43 x 10 ° cm? s ' (WANG; LIMON-PETERSEN; COMPTON,
2011). Com essas consideracdes, calculou-se A = 0,02 cm?.

Como consequéncia do processo de condicionamento, a superficie do EDDB
utilizado nos experimentos apresentava terminacdes carbono-hidrogénio e carbono-oxigénio,
sendo que as primeiras citadas tendem a facilitar a transferéncia de elétrons entre a superficie
eletrédica e o analito [Ru(NHs)g]™, assim como intensificam a reversibilidade do processo
redox, enquanto que as terminagdes carbono-oxigénio aumentam a hidrofilicidade do EDDB,
0 que intensifica o contato entre o eletrodo e a solucéo de [Ru(NH3)s]*, porém a presenca
dessas terminacdes dificultam a transferéncia de elétrons, o que gera diminuicdo na
intensidade do sinal eletroanalitico, em termos de corrente de pico, e é evidenciado pela
relativa baixa na area eletroativa (MACPHERSON, 2015).

Geralmente, a area eletroativa é superior a area geometrica, comportamento que
pode estar associado a presenca de agentes modificadores da superficie eletrodica, dotados de
propriedades responsaveis por facilitar a transferéncia eletrénica, e a porosidade, que é
responsavel por aumentar a superficie de contato entre o analito e a superficie do eletrodo.
Porém, os resultados obtidos mostraram que &rea eletroativa calculada frente a sonda
eletroquimica utilizada foi menor que a area geométrica do eletrodo, fato que esta associado a
natureza das terminacGes geradas na superficie do EDDB pelos processos de condicionamento
(MACPHERSON, 2015).

4.2 Comportamento eletroquimico

Visando avaliar a eletroatividade de um composto, geralmente, a técnica de VC €
inicialmente empregada para determinar se alguma espécie, na solucéo de interesse, pode ser
oxidada ou reduzida na superficie de um eletrodo (BRETT; BRETT, 1996). Assim, o
comportamento eletroquimico da DIP sobre EDDB foi avaliado primariamente por meio dos
experimentos de VC no intervalo de potencial de 0 a 0,95 V versus Ag)/AgCl/Cl xg) (KCI

saturado) com v igual a 100 mV s

e com a realizacdo de cinco ciclos, sendo o0s
voltamogramas referentes ao terceiro ciclo na auséncia e na presenga de DIP em meio tamp&o

BR pH 7,0 ilustrados na Figura 6.
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Figura 6 — Voltamogramas ciclicos obtidos com velocidade de varredura de potencial de 100
mV s na auséncia (linha tracejada) e na presenca (linha sélida) de 9,09 x 10 mol L™* de
DIP em tampéo BR pH 7,0

2,0

04 00 04 08 12

Fonte: Elaborado pela autora

Analisando os voltamogramas da figura descrita anteriormente, foi possivel
observar um processo de oxidagdo bem definido, com potencial de pico anodico (Eg.) igual a
0,49 V versus Ag/AgCI/ClI™ (KCI saturado), também observado em alguns trabalhos na
literatura cientifica (BASAEZ et al., 2008; GOPU et al., 2011), e a ndo definicdo de processos
de reducdo da DIP nos voltamogramas. Com isso, sugeriu-se a partir dos critérios de
diagnostico descritos na secdo 4.1 deste trabalho, assim como, a partir dos perfis
voltamétricos gerados, nas condi¢cdes experimentais testadas, que o processo redox da DIP

apresentava caracteristicas tipicas de processos irreversiveis.

4.3 Estudo da influéncia do pH e do eletrélito de suporte nas respostas eletroquimicas de

dipirona

A técnica de VOQ foi usada para investigar a influéncia do pH em relagdo ao
processo eletroquimico da DIP sobre EDDB. Os voltamogramas obtidos neste estudo
encontram-se ilustrados pela Figura 7. Analisando essa figura ficou notorio que o pH 7,0
proporcionou a obtengdo dos maiores valores de I, assim como, seus voltamogramas

apresentaram menor largura de meia altura, o que implica em maior seletividade nas medidas
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eletroquimicas (DEA; RIBES; OSTERYOUNG, 1993), com isso, pH 7,0 foi considerado

como otimizado.

Figura 7 — Voltamogramas de onda quadrada para DIP (9,9 x 10 ° mol L) sobre EDDB em
meio de tampdo BR com diferentes valores de pH, 3,0; 5,0; 7,0; 9,0 e 11,0, utilizando o0s
parametros voltamétricos f = 100 s %, a=50 mV, e AE;= 2 mV
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Fonte: Elaborado pela autora

As respostas voltamétricas obtidas a partir dos voltamogramas de onda quadrada
em termos de potencial de pico (E,) e corrente de pico (I,) em funcdo da variagcdo do pH
encontram-se ilustradas na Figura 8. Analisando essa figura, foi possivel observar que E,
sofreu deslocamento para valores menos positivos com o aumento do pH e que existe uma
relacdo linear bem definida no intervalo de pH entre 5 e 11, que foi representada pela
equacdo: E, = 0,580 — 0,007 pH (R = 0,9133). A influéncia do pH sobre o E, de processos
redox é descrita pela equagdo de Nernst modificada, sendo esta: E, = Eo — 0,059 pH, em que
Eo € o valor do E, a pH igual a zero e a inclinacdo de 0,059 mV pH™ indica que nimero de
elétrons envolvidos no processo redox em investigacéo € igual ao nimero de protons . O valor
de inclinagdo obtido experimentalmente indica um deslocamento de 0,007 mV por unidade de
pH, valor bem distante do tedrico que ¢ 0,059 mV por unidade de pH, sugerindo que o
numero de elétrons envolvidos no processo redox da DIP ¢ diferente do nimero de prétons, o

gue estd em concordancia com o observado nos experimentos de Muralidharan e
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colaboradores (2009) utilizando um sensor formado por eletrodo de carbono vitreo
modificado com polipirrol, associado a técnica de VC e solucéo aquosa de &cido sulfurico pH
1,0 como eletrolito de suporte, assim como, Teixeira e colaboradores (2009) utilizando um
eletrodo de pasta de carbono modificado com hexacianoferrato de cobre II, em meio de

solugédo tampao acetato pH 7,4.

Figura 8 — Variacdo dos valores do potencial de pico (eixo da ordenada a direita) e da
corrente de pico (eixo da ordenada a esquerda) com o pH. Estes dados foram retirados dos
voltamogramas de onda quadrada para DIP (9,9 x 10°® mol L™) sobre EDDB em tamp&o BR
comf=100s" a=50 mVeAEs=2mV

0,21 0,66
0,14 - -0,60
< m
3. U\
~~
= <
0,07 - L 0,54
0,00 e 0,48
2 4 6 8 10 12

Fonte: Elaborado pela autora

Visando buscar condi¢des que intensificassem os sinais eletroanaliticos obtidos a
partir da reacdo redox da DIP sobre EDDB, foi realizado a otimizagdo do eletrdlito de suporte
utilizando a técnica de VOQ e os parametros voltamétricos f = 100 s, a = 50 mV e AEs = 2
mV. Testou-se mais dois eletrolitos de suporte, tampdo Mcllvaine e tampdo fosfato ambos
ajustados para pH 7,0. Os valores de I, obtidos na utilizagdo de cada tampédo foram
comparados entre si. Como ilustra a Figura 9, o tamp&o BR pH 7 proporcionou a obtencéo de
sinais eletroanaliticos cerca de trés vezes maiores que 0s obtidos para os outros tampdes

testados, com isso, o tampdo BR pH 7,0 foi considerado como o eletrdlito de suporte
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otimizado, pois quanto mais intensos os sinais eletroanaliticos obtidos implicard em maior

sensibilidade da metodologia eletroanalitica em desenvolvimento.

Figura 9 — Estudo da influéncia do tampao fosfato (TF), tampdo BR e tampédo Mcllvaine, pH
7,0, na reacéo de oxidacdo de DIP 9,9 x 10 ® mol L™ sobre EDDB em f=100s*, a =50 mV
eAEs;=2mV
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Fonte: Elaborado pela autora
4.4 Estudos por voltametria ciclica para dipirona

Neste trabalho exploramos a técnica de VC com o objetivo de obter informacdes
mecanisticas quanto a reversibilidade da reacdo, numeros de elétrons envolvidos no processo
redox e pardmetros cinéticos, como coeficiente de transferéncia de carga.

Os voltamogramas ciclicos obtidos no estudo da influéncia da v frente as respostas
eletroquimicas de DIP sobre o EDDB encontram-se descritos na Figura 10. A partir desses
voltamogramas ciclicos foram construidos dois graficos que relacionam I, versus v e I, versus
a V2, que se encontram descritos na Figura 10. Analisando a Figura 11A, observou-se que 0s
valores de corrente de pico anddico (l,) aumentavam com 0 acréscimo nos valores de v, 0
gue € um comportamento esperado ja descrito na literatura (BRETT; BRETT, 1996;
COMPTON; BANKS, 2007; GOSSER, 1993). Porém, os valores de I, versus v néo

guardavam uma boa relagdo linear no intervalo de 5 a 1000 mV s *, R igual a 0,7801, como a
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observada para os valores de Ip, versus a raiz quadrada da velocidade de varredura "), R

igual a 0,9652, ilustrados na Figura 11B.

Figura 10 — VVoltamogramas ciclicos para 9,09 x 10 ° mol L™ DIP sobre EDDB em meio de
tampdo BR pH 7,0 obtidos com (A) v iguais a 5, 10, 25, 50, 100 e 200 mVs *, e (B) com
valores de v de 300 a 1000 mVs*
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Fonte: Elaborada pela autora

Figura 11 — (A) Dependéncia entre corrente de pico anddico (lp,) e a velocidade de varredura
de potencial (v); (B) Dependéncia entre corrente de pico anodico (Ipa) € (V)2 para reacdo de
oxidagdo de DIP 9,9 x 10° mol L™* sobre EDDB em tamp&o BR pH 7,0
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Fonte: Elaborada pela autora
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A linearidade estabelecida entre I, versus v? indica que a reacdo é controlada por
difusdo (BRETT; BRETT, 1996; COMPTON; BANKS, 2007; GOSSER, 1993), bem como 0s
perfis voltamétricos obtidos confirmam as caracteristicas de irreversibilidade da reacdo de
oxidacdo da DIP na superficie do EDDB nas condicGes testadas (BRETT; BRETT, 1996;
COMPTON; BANKS, 2007; GOSSER, 1993).

A irreversibilidade, o controle difusional e a participacdo de dois elétrons no
processo redox da DIP sdo evidenciados por trabalhos na literatura, sendo a equagdo quimica
proposta para tal processo ilustrada pela Figura 12 (GOPU et al., 2011, 2012;
MURALIDHARAN et al., 2009; PAULIUKAITE et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2009).

Figura 12 — Equacdo quimica proposta para reacdo redox de DIP

o
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Fonte: TEIXEIRA et al., 2009

Segundo o modelo matematico da técnica de VC, o pardmetro cinético an pode
ser determinado pela equacdo a seguir (BARD; FAULKNER, 2001; BRETT; BRETT, 1996):

_47,7mV
on

‘Ep_Ep/Z‘

em que |Ep - Epp| € 0 valor médio para 0 modulo da diferenca entre o potencial de pico e
potencial equivalente a metade da corrente pico; a € o coeficiente de transferéncia de carga e
n € o numero de elétrons envolvidos na reacéo redox.

O valor médio para |E, — Eypp| foi 130 £ 10 mV, consequentemente, utilizando a
equacéo 7, calculou-se para an um de valor 0,37. Como proposto na literatura, 0 mecanismo
de oxidacdo da DIP ocorre com a participacdo de dois elétrons (GOPU et al., 2011;
MURALIDHARAN et al.,, 2009; PAULIUKAITE et al., 2010b; TEIXEIRA, M. F. S,
MARCOLINO-JUNIOR, M. H., FATIBELLO-FILHO, O., MORAES; NUNES, 2009),
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consequentemente, conclui-se que o ¢ numericamente igual a 0,19, valor que estd em
concordancia com a irreversibilidade da reacdo de DIP sobre a superficie do EDDB nas
condi¢des testadas, pois valores proximos de 0,5 para o, sugerem a reversilidade da reacdo

redox, ou seja, em termos energéticos, a facilidade de ocorréncia da reacdo de oxidacédo € a
mesma da reacdo de reducdo, sendo este comportamento ndo observado nos experimentos

realizados. E valido ressaltar que os valores de o descritos na literatura para reacio redox de
DIP sdo diversos, variando de 0,33 a 0,49 (GOPU et al., 2011, 2012; SMAJDOR; PACZOSA-

BATOR; PIECH, 2016).

4.5 Estudos por voltametria de onda quadrada para dipirona

4.5.1 Componentes de corrente
O diagnostico de um sistema classificado como reversivel ou irreversivel pode ser

determinado a partir das componentes de corrente da VOQ. Isto porque a corrente resultante é

obtida pela diferenca entre as componentes de corrente nas varreduras direta e reversa, ou
seja, as correntes correspondentes aos processos de oxidacdo e reducdo das espécies

eletroativas (BRETT; BRETT, 1996). Para avaliar a reversibilidade do sistema, foram
analisadas as componentes de corrente para reacao redox da DIP, ilustradas na figura 13.

Figura 33 — VVoltamogramas de onda quadrada para DIP 9,9 x 10 ® mol L™* sobre EDDB em
tampdo BR pH 7,0; f = 100 s*, a = 50 mV e AEs; = 2 mV com as respectivas componentes de

corrente resultante (preto), direta (azul) e reversa (rosa)
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Fonte: Elaborada pela autora
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Observando a Figura 13 concluiu-se que a intensidade da corrente resultante é
relativamente proxima a intensidade da corrente da componente direta, indicando que a
contribuicdo da corrente reversa gerou a diminui¢do do valor da corrente resultante. Mesmo
com a aplicacdo do pulso reverso ndo foi evidenciada nos voltamogramas um processo
referente a reducdo das espécies produzidas pela reacdo de oxidacdo, o que se verificou foi
novamente a oxidacdo de espécies eletroativas na superficie do eletrodo, comportamento que
caracteriza a reacdo de oxidacdo da molécula de DIP sobre EDDB nas condicGes testadas
como irreversivel (ZACHOWSKI; OSTERYOUNG; WOJCIECHOWSKI, 1986).

Como a corrente resultante teve sinal eletroanalitico equivalente a 91,0 % da
corrente direta, esta primeira citada foi escolhida para o desenvolvimento da metodologia

analitica para deteccdo e quantificacdo de dipirona utilizando EDDB.
4.5.2 Estudos dos parametros da voltametria de onda quadrada
4.5.2.1 Frequéncia de aplicacéo dos pulsos de potencial

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos para DIP utilizando diferentes
valores de frequéncia encontram ilustrados na Figura 14. Nesta figura pode-se observar que o
aumento dos valores de frequéncia proporcionou o deslocamento do E, para valores mais
positivos. A variacdo dos valores de f foi um artificio utilizado para analisar a influéncia deste
parametro voltamétrico sobre os valores de |, obtida nos experimentos, pois se todas as outras
variaveis eram constantes, acreditava-se que a sensibilidade das medidas, ou seja, a variacao
dos valores de |, seria dada em funcdo apenas de f. Analisando a Figura 15, observou-se que
os diferentes valores de f testados ndo afetaram significativamente as respostas eletroquimicas
da DIP, pois os valores de I, permaneceram praticamente constantes. Consequentemente,
como um dos quesitos para se alcancar uma metodologia eficiente é a rapidez das analises,
optou-se por trabalhar com f=100s .

E importante ressaltar também que por meio do estudo de otimizacdo da f é
possivel obter algumas informacGes qualitativas a respeito da cinética quimica das reacdes
redox em estudo, por exemplo, quando se obtém sinais analiticos mais intensos utilizando
valores de frequéncia relativamente baixos, pode-se estimar que a reacdo redox em questdo
apresenta cinética relativamente lenta (BARD; FAULKNER, 2001).
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Figura 44 — Voltamogramas de onda quadrada da DIP 9,9 x 10° mol L™ sobre EDDB em

tampé&o BR pH 7,0, variando os valores de frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial de
10a100s*,a=50 mV e AEs=2 mV
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 55 — Relacéo entre corrente de pico (lp) e frequéncia de aplicagéo dos pulsos de

potencial (f), grafada com ponto médio, barras de erro e medidas em triplicata, para DIP 9,9 x

10~° mol L™ sobre EDDB
50 mV e AEs=2 mV

0,10

em tampdo BR, pH 7,0, variando valores de f de 10 2 100 s ', a =

Fonte: Elaborada pela autora
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4.5.2.2 Amplitude dos pulsos de potencial

Os voltamogramas de onda quadrada, obtidos no estudo da influéncia do
parametro amplitude de aplicacdo dos pulsos de potencial sobre as respostas eletroquimicas

da DIP, encontram-se representados na Figura 16.

Figura 16 — VVoltamogramas de onda quadrada para DIP 9,9 x 10° mol L™ sobre EDDB em
tampé&o BR pH 7,0, variando os valores de amplitude de aplicacdo dos pulsos de potencial de
10a80mV,f=100s"' e AEs=2 mV
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Fonte: Elaborada pela autora

O estudo do parametro amplitude de aplicagdo dos pulsos de potencial foi de
muito valia, pois este pode afetar tanto na sensibilidade da metodologia, que é evidenciada em
termos dos valores de I, quanto na seletividade, que é avaliada a partir dos valores de largura
de meia altura (AE,;) dos processos registrados nos voltamogramas obtidos. Segundo Souza
(2003), em processos irreversiveis, 0 aumento dos valores de a praticamente ndo variou 0s
valores de AE,;,. Este comportamento foi observado no estudo de otimizagédo de a como
ilustra a Tabela 3, o que é mais um indicio da irreversibilidade do mecanismo de oxidag&o da
DIP sobre EDDB nas condic¢des experimentais testadas.

De acordo com a teoria da VOQ para sistemas irreversiveis, o valor do produto
entre o coeficiente transferéncia de carga (o) ¢ o numero de elétrons envolvidos no processo
redox em estudo (n) pode ser calculado pela equacdo a seguir (DEA; RIBES;
OSTERYOUNG, 1993; LOVRIC, M., KOMORSKY-LOVRIC, S., MURRAY, 1988):
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Sendo o valor médio para AEp, igual a 290 + 20 mV, obtido a partir dos
experimentos com diferentes valores de amplitude, e usando a equacdo 8 calculou-se para on
o valor de 0,22, como ja citado anteriormente a oxidacdo do DIP ocorre com a participacdo de
dois elétrons (GOPU et al., 2011; MURALIDHARAN et al., 2009; PAULIUKAITE et al.,
2010b; TEIXEIRA, M. F. S., MARCOLINO-JUNIOR, M. H., FATIBELLO-FILHO, O,
MORAES; NUNES, 2009), com isso, a ¢ igual 0,11, valor relativamente préximo do

calculado utilizando a técnica de VC.

Tabela 3 — Valores de lagura de meia altura (AEp.) dos voltamogramas obtidos nos

experimentos de otimizacdo da amplitude dos pulsos de potencial

a(mv) AEps (V) a(mv) AEpp (V)
10 0,28 50 0,28
20 0,28 60 0,31
25 0,28 70 0,26
30 0,29 80 0,31
40 0,29

Fonte: Elaborada pela autora

Analisando a relagéo entre I, e a ilustrada na Figura 17, pode-se observar que na
medida em que se aumentavam os valores de amplitude os valores de I, também aumentavam,
ou seja, ndo foi observada perda de linearidade. Com isso, adotou-se a = 25 mV como valor
otimizado, pois de acordo com teoria da VOQ, é considerado ideal, para desenvolvimento dos
experimentos, o valor de amplitude que foi dado pela equacdo 9 (BARD; FAULKNER,
2001):
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em que n € o nimero de elétrons envolvidos no processo redox em estudo, no caso da DIP,
dois elétrons (PAULIUKAITE et al., 2010b; TEIXEIRA, M. F. S., MARCOLINO-JUNIOR,
M. H., FATIBELLO-FILHO, O., MORAES; NUNES, 2009)

Figura 17 — Relagdo entre corrente de pico (l,) e amplitude de aplicacdo dos pulsos de
potencial (a), grafada com ponto médio, barras de erro e medidas em triplicata, para DIP 9,9 x
10°° mol L™ sobre EDDB em tamp&o BR pH 7,0, variando os valores para o pardmetro a de
10a80mV,f=100s ‘e AE;=2mV
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Fonte: Elaborada pela autora

4.5.2.3 Incremento de potencial

A Figura 18 ilustra os voltamogramas de onda quadrada obtidos nos estudos de
otimizacdo do pardmetro incremento de potencial, enquanto que a Figura 19 traz a gréafico que
relaciona I, com os diferentes valores de AEs testados. Analisando esta ultima, estimou-se
variagdo maxima de * 0,02 pA dentre os valores de I, obtidos nas replicatas para cada
incremento avaliado, o que indicou consideravel confiabilidade entre as medidas. Observou-
se também que os diferentes incrementos testados geraram praticamente 0s mesmos valores
de I, 0 que esta associado ao comportamento irreversivel da reagdo de oxidagéo da DIP sobre
o EDDB nas condi¢cbes experimentais testadas (ZACHOWSKI; OSTERYOUNG;
WOJCIECHOWSKI, 1986). Com isso, pode-se afirmar que AEs ndo influenciou na
intensificacdo ou diminuicéo significativa da sensibilidade nas medidas voltamétricas obtidas;

consequentemente, considerou-se AEs; = 2 mV como o0 parametro otimizado, pois este
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demonstrou maior repetibilidade entre as medidas, fato ilustrado pelas menores barras de erro

descritas na Figura 17.

Figura 68 — VVoltamogramas de onda quadrada para DIP 9,9 x 10 ® mol L™ sobre EDDB em
tampéo BR pH 7,0, variando os valores de incremento de potencial de 1a5mV, f=100s" e
a=50mVv
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 79 — Relagéo entre corrente de pico anodico (lp) e incremento de potencial (AEs),
grafada com ponto médio, barras de erro e medidas em triplicata, para DIP 9,9 x 10°® mol L™

sobre EDDB em tampéo BR pH 7,0, variando valores de incremento de 1 a5 mV, f = 100 s™*
ea=50mV
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Fonte: Elaborado pela autora
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4.6 Curvas analiticas e figuras de mérito

A Figura 20 ilustra os voltamogramas obtidos para DIP nas concentracGes de 1,0
x 10°a 6,5 x 10 ° mol L%, este intervalo de concentracdo ¢ a regido onde a intensidade de lp
apresenta relagéo linear com a concentragao de DIP, como visto na Figura 21, que representa

a curva analitica média da metodologia eletroanalitica.

Figura 20 — Voltamogramas de onda quadrada para DIP, concentracdes variando de 1,0 x
10°a 6,5 x 10> mol L™!, em meio de tamp&o BR pH 7,0 sobre EDDB, f =100s ', a =25 mV
e AEs=2 mV
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Fonte: Elaborado pela autora

A equacdo da reta para a curva analitica foi: 1, = —1,33 x 107° (+2,64 x 10°°) +
0,03 (£ 0,0001) [DIP] com coeficiente de correlacdo R = 0,9994. Os valores de LD e LQ
foram respectivamente iguais a 2,64 x 10 e 8,80 x 10" mol L™, calculados conforme
descrito na se¢éo 3.3.3.

Quanto aos ensaios de repetibilidade (repé) e reprodutibilidade (reprd), os
resultados obtidos em termos dos DPR foram 2,3% e 2,1%, respectivamente. Valores
relativamente baixos que ilustram a precisdo da metodologia desenvolvida nas condicbes

experimentais testadas.
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Figura 28 — Curva analitica grafada com ponto médio, barras de erro e medidas em triplicata
construida para DIP com concentracdes variando de 1,0 x 10® a 6,5 x 10> mol L 'em meio
de tamp#o BR pH 7,0 sobre EDDB, f=100s™',a=25mV e AE;=2 mV
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Fonte: Elaborado pela autora

A Tabela 4 apresenta as figuras de mérito calculadas, composta pela regido linear;
a equacdo da curva analitica meédia, coeficiente de correlacdo, intervalo de confianca do
intercepto (IC,), intervalo de confianca da inclinacéo (ICy), desvio padréo do intercepto (DP,),
desvio padréo da inclinagdo (DPy), LD, LQ, repé e reprd. Analisando essa tabela, pode-se
observar que a equagdo da curva apresenta valor de intercepto negativo. Para determinar se
existe diferenca significativa entre o intercepto obtido e valor tedrico que é zero realizou-se
teste de significancia. O teste realizado foi o teste t que estd matematicamente descrito pela
equacdo 10 (MILLER; MILLER, 2010):

em que X corresponde a media dos valores de intercepto, | € o valor tedrico do intercepto e n
€ 0 nimero de determinagdes.

O valor calculado foi equivalente a 0,87, que € menor que 0 teritico = 4,30 para 95%
de confianca e n — 1 graus de liberdade, indicando que o valor experimental foi livre de erros

aleatdrios e que o valor negativo para o intercepto é estatisticamente igual a zero.
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Tabela 4 — Parametros obtidos para determinacéo de DIP empregando VOQ

Parametros VvVOQ
Regido linear (mol L) 1,0x10°a6,5x 10
Equacéo da curva l,=—1,33 x 10 °+ 0,03 [DIP]
IC. (A) +6,55 % 10
ICy, (A/ mol L) +0,0002
R 0,9994
DPa (A) 2,64 %10
DPy, (A /mol L™) 0,0001
LD (mol L'1) / (ppm) 2,64x107/8,22x10*
LQ (mol L)/ (ppm) 8,80 x10 ' /2,74 x 10"
Repetibilidade (n=7) (%) 2,3
Reprodutibilidade (n=5) (%) 2,1

Fonte: Elaborado pela autora

Na Tabela 5 observa-se que a metodologia desenvolvida neste trabalho apresentou
um valor para LD igual a 0,26 pmol L™}, valor menor que o obtido por Pauliukaite e
colaboradores (2010) com LD equivalente a 1,40 pmol L™}, que desenvolveram um sensor
eletroquimico com configuracdo de eletrodo de epdxi-grafite modificado com nanotubos de
carbono de paredes multiplas funcionalizadas (NTCPMF) imobilizados em uma matriz de
quitosana, bem como, apresentou maior desempenho quando comparado com 0 sensor
proposto por Ghica, Ferreira e Brett (2015) com configuracdo de eletrodo de fibra de carbono
modificado com NTCPMF e politionina que alcancaram LD de 13,40 pmol L™, sendo este
trabalho dentre os destacados na Tabela 5 0 que apresentou maior intervalo de concentragdo
linear (250 — 2500 pmol L™Y). Enquanto que comparando o valor de LD obtido pela
metodologia desenvolvida neste trabalho com o obtido por Gopu e colaboradores (2011) que
foi 0,11 pumol L™, pode-se verificar que os valores sdo relativamente préximos. Todavia,
quando comparado com os valores de LD calculados por Smajdor, Paczosa—Bator e Piech
(2016) que foi 0,02 umol L™ e Gopu e colaboradores (2012) que foi 0,07 pmol L7,
observou-se menor sensibilidade por parte da metodologia desenvolvida neste trabalho, porém
maior intervalo linear de concentracdo (1,0 — 110 pmol LY. E valido ressaltar que todos os

sensores, citados em linhas anteriores, apresentavam em sua rotina eletroanalitica etapas de
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preparacdo do eletrodo, o que aumenta consideravelmente o tempo de anélise, o que ndo é
necessario para metodologia em proposicao, pois esta faz uso de eletrodo liso.

Tabela 5 — Resultados obtidos neste trabalho e em artigos publicados que descrevem
metodologias eletroanaliticas para deteccdo e quantificacdo de DIP com suas respectivas

referéncias

Eletrodo Técnica Intervalo LD
Referéncia Linear (umol L™)
(umol L™)
(PAULIUKAITE, R. et | EEG/NTCPMF-Q VPD
50 - 1500 1,40
al., 2010)
(SMAJDOR, J. et al., ECV/PEDOT- VVL
e 0,1-13 0,02
2016) PSS-Nafion
(GOPU, G. et al., 2011) ECV/Rb VOQRA | 0,13-2,64 0,11
(GHICA, M, E. etal.,, | EFC/INTCPMF-PT VPD
250 - 2500 13,40
2015)
(GOPU, G. et al., 2012) ECV/PEDOT’ VPDRA 0,1-2,6 0,07
Este trabalho EDDB VOQ 1,0-110 0,26

EEG: eletrodo de epoxi-grafite; NTCPMF: nanotubos de carbono de paredes multiplas funcionalizadas; Q:
quitosana; ECV: eletrodo de carbono vitreo; PEDOT: poli(2,3-dihidrotiofeno-1,4-dioxano); PSS:
poliestirenosulfonato; Rb: nanoriboflavina; PEDOT’: poli(3,4-etilenodioxitiofeno); EFC: eletrodo de fibra de
carbono; PT: politionina; VPD: voltametria de pulso diferencial; VVL: voltametria de varredura linear; VOQRA:
voltametria de onda quadrada de redissolucdo anddica; VPDRA: voltametria de pulso diferencial de redissolucao
anodica; VOQ: voltametria de onda quadrada.

Fonte: Elaborada pela autora

4.7 Ensaios de recuperacao

Para avaliagéo da eficiéncia da metodologia proposta foram realizados ensaios de
recuperacdo, que por definicdo estdo relacionados com a exatiddo, pois refletem a quantidade
de determinado analito, quantificado utilizando a metodologia de interesse, em relacdo a
quantidade real presente na amostra (MILLER; MILLER, 2010).

Os estudos de recuperacdo para DIP no eletrdlito de suporte otimizado geraram
voltamogramas representados pela Figura 22 e uma curva de recuperacdo media que se
encontra ilustrada na Figura 23, dotada de equacdo igual I, = 3,00 x 108 (+ 1,73 x 10°%) +

0,03 (£ 2,70 x 10™*) [DIP] e taxas de recuperag&o que se encontram na Tabela 6.
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Figura 92 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentra¢des de DIP
para o estudo de recuperacdo em tamp&o BR pH 7,0 sobre EDDB com f =100 s %, a = 25 mV
e AEs=2 mV

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 103 — Relagdo entre corrente de pico (l,) e concentracdo de DIP da curva de
recuperacdo media, obtida a partir das trés curvas de recuperacdo, em meio de tampao BR pH

7,0 sobre EDDB com f=100s"!, a=25mV e AEs=2 mV

0,4

-2 0 2 4 6 8 10 12
[DIP] / umol L™

Fonte: Elaborado pela autora
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Tabela 6 — Resultados do estudo de recuperacéo, realizado em triplicata, para DIP sobre
EDDB em tamp&o BR pH 7,0, f=100s ™, a=25mV ¢ AE; = 2 mV

Andlise | [DIPlagicionada’ | [D1P]encontrada / Mol L™ Recuperagdo (%0)
mol L™
1 1,04 x10°° 104,00
2 | 1,00x10° 1,10x10°° 110,00
3 1,06 x10° 106,00
Média 1,06 x 10°+0,08 x 10°° 106,70 + 7,60
DPR (%) 2,89 2,86
BIAS (%) 6,00 —

Fonte: Elaborado pela autora

De acordo com os dados tabelados, o valor médio de recuperacdo para DIP foi de
106,70 + 7,60 % com DPR de 2,86 % e BIAS de 6,00%, sendo valores aceitaveis, pois se
encontram dentro dos limites estabelecidos para taxas de recuperacdo e coeficientes de
variacgoes, expressos em termos de DPR, que séo respectivamente 75 a 120 % e 16 % para a
recuperacdes de concentracdes na ordem de pmol L™ (AOAC, 2002). As taxas de
recuperacdo em torno de 100% e os seus minimos desvios padrfes sdo indicativos de que as
espécies ibnicas presentes na solucdo de tampédo BR ndo interferem na exatiddo e na precisao
da metodologia desenvolvida neste trabalho.

Visando avaliar a aplicabilidade da metodologia proposta foram realizados
estudos de recuperacdes de DIP presente no medicamento na forma de solucdo oral em meio
de tampédo BR pH 7,0, assim como, foram realizados em meio tampdo BR pH 7,0 preparado
com aguas do acude Gavido e do acude Acarape do Meio nas condi¢des experimentais
descritas na secdo 3.3.3. Os resultados obtidos nestes estudos, expressos em termos de taxas
médias de recuperacdo e desvio padrdo foram comparados com os resultados obtidos
utilizando a metodologia proposta pela Farmacopeia Brasileira com algumas adaptac@es, que
utiliza como técnica a titulacdo iodométrica (TI). Este confronto de resultados visava a
certificacdo de que a metodologia eletroanalitica desenvolvida neste trabalho apresentava
aplicabilidade equivalente, em termos de precisdo e sensibilidade na determinacdo de DIP,

guando comparada com a metodologia padrao.
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Os estudos de recuperagdes com medicamento na forma de solugdo oral geraram
voltamogramas representados pela Figura 24 e uma curva de recupera¢do média, com equagao
igual a I,= 3,01 x 10°® (£ 3,35 x 10 *°) + 0,03 (* 3,51 x 10~*) [DIP], ilustrada na Figura 25.

Figura 114 — Voltamogramas de onda quadrada da DIP obtidos no estudo de recuperagéo
utilizando medicamento na forma de solugdo oral em meio de tampdo BR pH 7,0 sobre

EDDB comf=100s %, a=25mV e AE;=2 mV
2.0

1,51

< 1,01

~~

0,5

0,0

00 02 04 06 08 10
E/V

Fonte: Elaborado pela autora

Figura 125 — Relagdo entre corrente de pico (l,) e concentragdo de DIP, obtida a partir das
trés curvas de recuperacédo, utilizando medicamento na forma de solugdo oral em meio de

tampéo BR pH 7,0 sobre EDDB, f=100s™',a=25mV e AEs=2 mV
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Fonte: Elaborado pela autora
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Comparando o valor de inclinacdo da curva representada na Figura 25 com a
obtida, nas mesmas condi¢des experimentais, pelos ensaios de recuperagfes de DIP no
eletrolito de suporte, foi observado que ambas as equacdes apresentavam a mesma inclinagéo,
0 que sugere a ndo ocorréncia de efeito matriz por parte dos excipientes que compdem o
medicamento, mesmo este tendo como veiculo farmacéutico uma variedade consideravel de
compostos: aroma de acerola, caramelo, edetato de sodio, fosfato de sodio dibéasico
dodecahidratado, fosfato de sodio monobasico monoidratado, glicerol, metabissulfito de
sodio, metilparabeno, propilparabeno, sacarina sédica dihidratada e &agua deionizada
(DIPIRONA, 2014).

A Tabela 7 é formada pelos resultados de recuperacGes para 0 medicamento na
forma de solucdo oral de DIP sobre EDDB nas condi¢bes otimizadas e utilizando TI, que

compde a metodologia proposta pela Farmacopeia Brasileira.

Tabela 7 — Resultados de recuperacdo para 0 medicamento na forma de solucdo oral de DIP
sobre EDDB em tamp&o BR pH 7,0 utilizando voltametria de onda quadrada com f = 100 s/,

a=25mV e AEs=2 mV, e utilizando titulacdo iodométrica

VOQ TI
[DIP]adicionaga/ Mol L™ M (DIP)agicionada/ 9
1,00 x10°° 0,350
Andlise | [DIP]encontrada | Recuperacdo | m (DIP)encontrada | RECUPEragao
/ mol L™ (%) /g (%)
1 1,05 x10° 105,00 0,360 102,86
2 1,10x10°° 110,00 0,340 97,14
3 1,10x10°° 110,00 0,351 100,29
Média 1,08 x10° 108,33 0,350 100,10
+717 %108 +7,17 +0,02 +7,10
DP 2,89 x 10°° 2,89 0,01 2,86
DPR (%) 2,67 2,67 2,86 2,86
BIAS (%) 8,00 - 0,00 -

Fonte: Elaborado pela autora

A tabela descrita anteriormente evidencia que a metodologia proposta neste

trabalho apresentou uma taxa média de recuperacdo de DIP igual 108,33 + 7,17 % e DPR de
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2,67 %, valores que sdo aceitaveis segundo a Association of Official Analytical Chemists
(AOAC), pois se encontram dentro dos limites estabelecidos para taxas de recuperacdo e
coeficientes de variacdes, expressos em termos de DPR, para a recuperacao de concentracfes
na ordem de pmol L%, O parametro BIAS é um indicativo que a metodologia desenvolvida
neste trabalho para determinagdo de DIP no medicamento apresentou um grau de exatiddo
consideravel, pois a quantidade média de DIP recuperada apresentou um desvio de + 8,00 %
em relacdo a quantidade de DIP real adicionada no sistema eletroquimico para a realizacdo
dos experimentos, 0 que estd dentro do proposto pela AOAC, que regulamenta como
aceitdvel um erro de + 20,00 % em relacdo a taxa para recuperacdo da quantidade total do
analito adicionada no sistema eletroquimico, representada por uma taxa de 100 %.

Analisando ainda a Tabela 7, pode-se observar que os valores das taxas médias de
recuperacdo, utilizando as técnicas de VOQ e TI, foram relativamente proximos entre si e
proximos de 100 %. Os valores de desvio padrdo (DP) foram iguais a 2,89 e 2,86,
respectivamente, calculados de acordo com a metodologia proposta neste trabalho e pela
Farmacopeia Brasileira. Estes desvios foram considerados estatisticamente iguais, segundo o
teste F, descrito pela equacdo 11, pois 0 valor Feaculado igual a 1,02 € inferior a0 Figpelago, igual
a 19,00 com nivel de confianca de 95 % (MILLER; MILLER, 2010).

em que s;° e s,° sdo desvios padrdes ao quadrado obtidos para cada metodologia.

Para se comparar estatisticamente os valores das taxas médias de recuperacdo
obtidas por metodologias diferentes, com valores para DP estatisticamente iguais, utilizaram-
se 0 teste t de Student por meio das equacdes intituladas 12 e 13 (MILLER; MILLER, 2010):

tcalculado = Do Eem (12)
Salgrupado

_si(n —1)+s3(n, 1)

agrupado —

S
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em que |y _ % _| € adiferenca em mddulo entre as duas recuperacdes médias que se desejava
Xl X2|

comparar; Sagrupado € 0 desvio padrdo calculado levando em consideragdo os desvios padrdes
obtidos com cada metodologia expressos por s; € Sp; Ny € Ny S80 0S nUmeros dos experimentos
realizados por cada metodologia.

O valor de teaculado POr meio das equagdes 12 e 13 foi 1,21, sendo 0O tiapelado COM
nivel de confianca de 95 % igual a 2,78. Logo, como O tcaculado € MENOr qUe O tiapelados
concluiu-se que ndo existia diferenca significativa entre as taxas medias de recuperacdo dos
ensaios utilizando solucdo oral de DIP pelas duas metodologias em discusséo. O que
evidencia que a metodologia proposta neste trabalho possui aplicabilidade comparavel ao da
metodologia considerada na literatura como padréo.

Quanto aos estudos de recuperacgdes para 0 medicamento na forma de solucgéo oral
de DIP sobre EDDB em tampdo BR pH 7,0 preparado com as aguas do acude Gaviao e do
acude Acarape do Meio utilizando VOQ, foram obtidos voltamogramas representados pelas
Figuras 26 e 27 e curvas de recuperacao média que se encontram ilustradas nas Figuras 28 e
29, dotadas de equagdes iguais a I, = 2,83 x 107 (£ 1,27 x 10°°) + 0,02 (+ 1,16 x 10~°) [DIP]
el,=493x10° (£ 1,42 x 10°°) + 0,02 (+ 1,42 x 107°) [DIP], respectivamente para os

estudos com as aguas do acude Gavido e aguas do acude Acarape do Meio.

Figura 136 — Voltamogramas de onda quadrada da DIP obtidos no estudo de recuperacdo
utilizando medicamento na forma de solucdo oral em meio de tampédo BR pH 7,0 preparado
com 4gua do acude Gavido sobre EDDB, f =100 5™, a =25 mV e AEs= 2 mV

2,0

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 147 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentracdes de DIP
a partir das curvas de recuperacédo utilizando medicamento na forma de solucéo oral em meio
de tampédo BR pH 7,0 preparado com agua do acude Acarape do Meio sobre EDDB com f =
1005, a=25mV e AE;=2 mV
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Fonte: Elaborado pela autora

Figura 158 — Relagdo entre corrente de pico (l,) e concentracdo de DIP da curva de
recuperacdo média, obtida a partir das trés curvas de recuperacao, utilizando medicamento na
forma de solucdo oral em meio de tampédo BR pH 7,0 preparado com agua do acude Gavido

sobre EDDB comf=100s ', a=25mV e AEs=2 mV

2,0~

0 20 40 60 80
[DIP] / umol L™

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 169 — Relagdo entre corrente de pico (l,) e concentracdo de DIP da curva de
recuperacdo meédia, obtida a partir das trés curvas de recuperacdo, utilizando medicamento na
forma de solucdo oral em meio de tampdo BR pH 7,0 preparado com agua do agude Acarape
do Meio sobre EDDB com f=100s"',a=25mV e AE;=2 mV

1,5+

0 20 40 60 80
[DIP] / umol

Fonte: Elaborado pela autora

Observou-se que para tais estudos existia uma diminuicdo da inclinagdo das
curvas de recuperagdes em 0,01 (33,33%) quando comparadas com a curva de recuperacao
para 0 medicamento na forma de solucdo oral de DIP no eletrolito de suporte, 0 que sugere
um possivel efeito matriz gerado pelas dguas dos acudes. Comportamento compreensivel,
visto que ndo foi realizada nenhuma etapa complexa que visasse a eliminacéo de interferentes
presentes nas aguas naturais.

As aguas naturais testadas eram constituidas por quantidades consideraveis de
compostos organicos e inorganicos, espécies quimicas que poderiam sofrer processos fisicos
ou quimicos de modo a gerar interferéncias, seja aumentando ou diminuindo os sinais
analiticos durante as determinacGes eletroanaliticas. A Tabela 8 traz a descri¢do de alguns
parametros fisicos-quimicos das aguas analisadas neste trabalho. Essa tabela ilustra que as
aguas do acude Gavido apresentaram maior concentracdo de clorofila e fésforo total que as
encontradas para o acude Acarape do Meio, sendo os valores de concentracdo obtidos,
respectivamente, 52,60 pg L' ;0,114 mgP L e 16,38 ug L' ; < 0,013 mg P L ™. Pode-se
observar também que o teor de feofitina é praticamente o0 mesmo em ambas as aguas

analisadas. Quanto aos teores de organofosfato, nitrogénio amoniacal, NO, e NO3, estes se
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apresentaram em concentracdo inferiores ao limite de deteccdo dos métodos analiticos
empegados nas analises. Em linhas gerais, a Tabela 8 ilustra a presenca de compostos que
poderiam agir como interferentes, porém, é valido ressaltar que um indicio de um possivel

efeito matriz ndo quer dizer que a metodologia em questao seja de inviavel aplicagéo.

Tabela 8 — Parametros fisico-quimicos para &guas do agude Gavido e as aguas do acude

Acarape do Meio

Acude
Parametros Acude Gaviao )
Acarape do Meio

Clorofila A (ugL™") 52,60 16,38
Fosforo total (mg P L) 0114 <0,013
Organofosfato (mg P-PO, > L™) <0,01 <0,01
Nitrogénio total (ng L) 1,828 2,072
Nitrogénio amoniacal (mg N-NH; L™") <0,1 <0,1
NO, (mg N-NO, L) < 0,005 < 0,005
NO; (mg N-NO; L) <0,035 <0,035
Feofitina (ug L") 2,54 2,63

Fonte: Elaborado pela autora

Analisando as Tabelas 9 e 10, que sdo formadas pelos resultados dos ensaios de
recuperacdes para 0 medicamento na forma de solucdo oral de DIP utilizando as aguas do
acude Gavido e do acude Acarape do Meio pelas técnicas de VOQ e TI, verificamos que
mesmo ndo realizando etapas complexas para eliminar possiveis interferentes presentes nas
aguas naturais, as taxas médias de recuperacao foram 117,33 + 6,26 % com DPR de 2,15 % e
91,00 + 4,47 % com DPR de 1,98 %, respectivamente para 0 acude Gavido e o acude Acarape
do Meio utilizando a metodologia eletroanalitica proposta neste trabalho, sendo que estes
valores encontram-se dentro dos limites aceitaveis pela literatura que sdo para taxas de
recuperacdo e coeficientes de variagdes, expressos em termos de DPR, respectivamente 75 a
120 % e 16 % para a recuperacdo de concentracdes na ordem de pmol L™* (AOAC, 2002),
Quanto ao parametro BIAS, os valores calculados foram 17,00 % para os estudos com as
aguas do agude Gavido e — 9,00 % para os estudos com &guas do acude Acarape do Meio,
sendo que ambos os valores estdo dentro do proposto pela AOAC, que regulamenta como
aceitaveis erros de + 20 % e — 25 % em relagéo a recuperacdo da quantidade total do analito

de interesse, representada por uma taxa de 100 %.



66

Observou-se na Tabela 9, que os valores das taxas médias de recuperacao para 0s
ensaios utilizando agua do acude Gavido por VOQ foi de 117,33% com DP de 2,52 e por Tl
foi de 106,86% com DP de 2,57. A diferenca numérica entre as recuperagdes médias é de
10,47 % e os valores dos DP sdo estatisticamente iguais, segundo o teste F, pois o valor
Fealculado igual @ 0,96 € inferior ao Frapelago, igual a 19,00 com nivel de confianca de 95 %. Para
verificar se a diferenca entre as recuperagdes médias era significativa em termos estatisticos
utilizou-se o teste t de Student, fazendo uso das equacges intituladas 12 e 13 descritas em
linhas anteriores. O valor de tcaculado TOI 1,97, Sendo O tipelado Para Ny + Ny — 2 graus de
liberdade, ou seja, t4, com nivel de confianca de 95 % foi igual a 2,78. Logo, como 0 tcaculado €
menor que O tanelado, CONClUIU-SE que ndo existia diferenca significativa entre as taxas médias
de recuperacdo utilizando medicamento na forma de solucdo oral de DIP em meio das aguas

do acude Gavido pelas duas metodologias em discussao.

Tabela 9 — Resultados de recuperacdo para o0 medicamento na forma de solucéo oral de
DIP sobre EDDB em tampédo BR pH 7,0 preparado com agua do acude Gavido utilizando
voltametria de onda quadrada com f = 100 s, a = 25 mV e AE; = 2 mV e utilizando

titulacdo iodométrica

VOQ TI
[DIP]agicionada/ Mol L™ M (DIP)agicionada/ 9
1,00 x10°° 0,350
Analise | [DIP]encontrada | Recuperacdo | m (DIP)encontrada | R€CUperacao
/mol L™ (%) /g (%)
1 1,20 x10°° 120,00 0,365 104,29
2 1,15x10° 115,00 0,383 109,43
3 1,17 x10°° 117,00 0,374 106,86
Média 1,17 x 10°° 117,33 0,374 106,86
+6,26 x10°° +6,26 +0,02 + 6,38
DP 2,5210° 2,52 9,00 x 10~° 2,57
DPR (%) 2,15 2,15 2,41 2,41
BIAS (%) 17,00 - 6,86 -

Fonte: Elaborado pela autora
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Nos estudos de recuperacOes para 0 medicamento na forma de solucdo oral de DIP
utilizando &guas do acude Acarape do Meio foram obtidas taxas de recuperacdo de 91,00 %
com DP de 1,80 e 93,34 % com DP de 1,65, respectivamente para 0s ensaios realizados por
VOQ e por TI, como ilustrado na Tabela 10. Considerando que os valores dos DP foram
estatisticamente iguais segundo o teste F, pois 0 valor Fegeuago igual a 1,19 € inferior ao
Frabelado, igual a 19,00 com nivel de confianca de 95 %, aplicou-se o teste t de Student para a
certificacdo da existéncia de diferenca significativa entre as taxas médias de recuperacéo,
sendo as equaces 12 e 13 utilizadas (MILLER; MILLER, 2010).

Tabela 10 — Resultados de recuperacdo para 0 medicamento na forma de solugéo oral de
DIP sobre EDDB em tampao BR pH 7,0 preparado com &gua do acude Acarape do Meio
utilizando voltametria de onda quadrada com f = 100 s ', a =25 mV e AE;= 2 mV e

utilizando titulacdo iodométrica

VOQ TI
[DIP]agicionada / Mol L™ M (DIP)agicionada/ 9
1,00 x10°° 0,350
Analise | [DIP]encontrada | Recuperacdo | m (DIP)encontrada | R€CUperacao
/mol L™ (%) /g (%)
1 9,15 x10™" 91,50 0,330 94,29
2 9,25x10 " 92,50 0,320 91,43
3 8,9x10' 89,00 0,330 94,29
Média | 9,10x 10"+ 91,00 0,327 93,34
4,47 x 108 + 4,47 +0,01 +4,10
DP 1,8010° 1,80 5,77 x107° 1,65
DPR (%) 1,98 1,98 1,76 1,77
BIAS (%) —9,00 - -6,57 -

Fonte: Elaborado pela autora

O valor de tcaiculado foi 0,96, sendo 0 tipelado Para 4 graus de liberdade, ou seja ty,
com nivel de confianca de 95 % igual a 2,78. Logo, cOmoO 0 tcaiculado € MeNOr quUE O trapelado,
conclui-se que ndo existe diferenca significativa entre as taxas medias de recuperagédo

comparadas, consequentemente ficou certificado que a metodologia proposta neste trabalho
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possui aplicabilidade comparavel a da metodologia indicada pela Farmacopeia Brasileira para
determinacdo de DIP nas &guas naturais testadas.

Os resultados alcancados nos estudos de recuperagfes para o medicamento na
forma de solucéo oral de DIP em tampéo BR pH 7,0 contendo urina humana, utilizando VOQ
e Tl estdo descritos na tabela 11. Os ensaios por VOQ geraram voltamogramas representados
pela Figura 30 e uma curva de recuperacdo média que se encontra ilustrada na Figura 31,
dotada de equacéo igual a I, = 1,21 x 107 (¥ 2,16 x 10°%) + 0,02 (+ 9,87 x 107 [DIP].
Comparando o valor de inclinacdo obtido para curva de recuperacdo nos ensaios utilizando
urina com o valor de inclinacdo para curva de recuperacdo do medicamento no eletrdlito de
suporte, foi observada uma diferencga significativa entre as inclinagcbes, 0 que sugere um
possivel efeito matriz gerado pela urina ao longo dos experimentos eletroquimicos. Porém, o
valor médio de recuperacdo utilizando VOQ foi de 104,0 + 4,97 % com DPR de 1,92 % e
BIAS de 4,00%, sendo valores dentro dos limites aceitaveis descritos na literatura (AOAC,
2002).

Figura 30 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos a partir das curvas de recuperacéo
utilizando medicamento na forma de solucdo oral em meio de tampdo BR pH 7,0 contento
urina humana sobre EDDB com f =100 s™, a =25 mV e AE;=2 mV

15

E/V

Fonte: Elaborado pela autora
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Figura 31 — Relacdo entre corrente de pico (l,) e concentragdo de DIP da curva de
recuperacdo média utilizando medicamento na forma de solucéo oral em meio de tampédo BR

pH 7,0 contento urina humana sobre EDDB com f=100s"', a =25 mV e AEs=2 mV
1,54

| 0 20 40 60 80
[DIP] / pmol L™

Fonte: Elaborado pela autora

Tabela 11 — Resultados de recuperacdo para 0 medicamento na forma de solugéo oral de DIP
sobre EDDB em tampdo BR pH 7,0 contendo urina humana utilizando voltametria de onda

quadrada com f =100 s, a = 25 mV e AE;= 2 mV e utilizando titulacio iodométrica

VOQ TI
[DIP]agicionada/ Mol L™ M (DIP)agicionada/ 9
1,00 x10°° 0,350
Anélise | [DIP]encontrada | Recuperacdo | m (DIP)encontrada | RECUpPEracao
/mol L™ (%) /g (%)
1 1,06 x10° 106,00 0,364 104,00
2 1,02x10° 102,00 0,365 104,29
3 1,04 x10°° 104,00 0,369 105,43
Média | 1,04x 10+ 104,00 0,366 + 104,57
4,97 x10°° +4,97 6,58 x 10°° +1,89
DP 2,0010°° 2,00 2,65%x107° 0,76
DPR (%) 1,92 1,92 7,24x10° 0,73
BIAS (%) 4,00 — 4,57 -

Fonte: Elaborado pela autora
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De acordo com a Tabela 11, as taxas de recuperacdo obtidas nos ensaios
utilizando urina humana foram de 104,00 + 4,97 % com DP de 2,00 e 104,57 + 1,89 % com
DP de 0,76, respectivamente para os ensaios realizados por VOQ e por Tl. O teste t de
Student foi aplicado, por meio da utilizacdo das equacgdes 12 e 13 citadas em linhas anteriores,
para a certificacdo da existéncia de diferenca significativa entre as taxas médias de
recuperacdo, considerando que os valores dos DP eram estatisticamente iguais segundo o teste
F, pois 0 valor Feajculado igual a 6,93 € inferior ao Fiapelado, igual a 19,00 com nivel de confianca
de 95 %. O valor de teaiculado 0i 0,30, sendo 0 tipelado Para 4 graus de liberdade, com nivel de
confianca de 95 % igual a 2,78. Logo, COMO 0 tcaiculado € MENOT QUE O tiapelado, CONClUIU-SE qUE
ndo existe diferenca significativa entre as taxas médias de recuperacdo dos ensaios utilizando
medicamento na forma de solugdo oral de DIP em meio contendo urina humana pelas duas

metodologias em discussao.
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5 CONCLUSOES

Por meio da analise dos voltamogramas ciclicos sobre EDDB para DIP, observou-
se um processo de oxidacdo bem definido na auséncia de processos de reducdo, o que € tipico
de processos irreversiveis. Verificou-se que o processo redox da DIP, nas condicdes testadas,
era controlado por difusdo. Evidenciou-se, a partir dos resultados obtidos com o estudo da
influéncia do pH, que ocorre a participacdo de protons no processo redox da DIP e que 0s
valores calculados para o coeficiente de transferéncia de carga (o), menores que 0,5, estavam
em concordancia com os valores descritos na literatura.

Com as condigBes experimentais e voltamétricas otimizadas, a metodologia
desenvolvida neste trabalho demonstrou regido linear relativamente extensa e valor de LD
comparavel a de outras metodologias eletroanaliticas relatadas na literatura, além de
demonstrar consideravel precisdo, pois 0s ensaios de repetibilidade e de reprodutibilidade
geraram valores de DPR inferiores a 2,5 %, valor abaixo do méaximo proposto pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC).

As taxas médias de recuperacdo, seguidas do seu respectivo valor de DPR e de
BIAS, calculadas para a recuperacdo de DIP em solucdo oral em meio de tampdo BR pH 7,0,
aguas do acude Gaviao, aguas do agude Acarape do Meio e urina humana apresentaram-se
dentro dos limites aceitaveis para as recuperacdes de concentracdes na ordem de pmol L™
propostos pela AOAC, indicando eficiéncia da metodologia proposta, sem a necessidade de
etapas de eliminacdo de interferentes, atribuindo a seletividade a esta metodologia.

As taxas médias de recuperacao calculadas se mostraram estatisticamente iguais
as taxas médias de recuperacdo obtidas utilizando a metodologia proposta pela Farmacopeia
Brasileira, que utiliza como técnica a titulacdo iodométrica. Com isso, concluiu-se que as
metodologias sdo equivalentes em termos de precisdo. Porém, a metodologia eletroanalitica
desenvolvida neste trabalho demonstrou-se mais sensivel, pois esta tem capacidade de
quantificar DIP em concentracdes na ordem de 10 ° mol L, enquanto que a titulacdo
iodométrica quantifica em concentragdes na ordem de 102 mol L, sendo ainda necessaria a
utilizacdo de reagentes com consideravel padrdo de pureza e a dedicacdo de um intervalo de

tempo relativamente extenso destinado para o preparo e a padronizacao de solucdes.
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