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RESUMO

Neste trabalho, a quantificacdo por voltametria de varredura linear e voltametria
de pulso diferencial de paracetamol, cloridrato de fenilefrina e maleato de
clorfeniramina, respectivamente, foi avaliada, utilizando eletrodos de al6tropos do
carbono, em amostras farmacéuticas antigripais, como alternativa aos métodos
cromatogréficos preconizados nos compéndios oficiais, com o intuito de reduzir o
tempo de obtencdo dos resultados, utilizagdo de uma técnica mais simples e de menor

custo financeiro, sem a utilizacdo de solventes toxicos.

Primeiramente, quatro parametros foram otimizados: pH, para os eletrodos
impressos de tinta de carbono (CSPA) e de tinta de carbono modificado com nanotubos
de parede Unica (SWCNT-COOH/CSPA), por voltametria de pulso diferencial (DPV).
Em seguida, tambem pela DPV, foram avaliados os parametros potencial e tempo de
acumulacdo para a fenilefrina e clorfeniramina, para os eletrodos CSPA, eletrodo
impresso de tinta de carbono modificado com nanotubos de parede unica (SWCNT-
COOH/CSPA), MWCNT-COOH/CSPA, eletrodo de poli-L-acido latico com sal
imidazol ligado covalentemente, modificado com oOxido de grafeno reduzido (PLLA-
IS/rGO) e de carbono vitreo (GC). Por ultimo, em todos os eletrodos supracitados foi
avaliado o parametro velocidade de varredura, por voltametria de varredura linear (LV)
para o paracetamol e por DPV para a fenilefrina e clorfeniramina. Voltamogramas
ciclicos foram obtidos, a fim de avaliar a reversibilidade do paracetamol, fenilefrina e
clorfeniramina em meio aquoso contendo amostras comerciais dos analitos. A exatiddo
dos métodos propostos foi avaliada por ensaios de recuperacdo e medidas por LV e
DPV, em solugdes contendo amostras comerciais farmacéuticas antigripais. Os
resultados obtidos concordaram com um nivel de confianca de 95% (teste t-student)
relativamente aos valores contidos nos rotulos das amostras comerciais. Também, foram
encontrados valores de recuperacdo entre 93 e 107% em ensaios de adicdo padrdo para
paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina na mesma célula eletroquimica,
sequencialmente, sob as condi¢des previamente otimizadas. Estes resultados estéo

dentro dos limites preconizados nos compéndios oficiais (90 a 110%).

Palavras chaves: voltametria linear, voltametria de pulso diferencial, paracetamol,

fenilefrina, clorfeniramina, amostras farmacéuticas antigripais.
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ABSTRACT

In this work, quantification of acetaminophen, phenylephrine hydrochloride and
chlorpheniramine maleate, respectively, has been evaluated by linear voltammetry and
differential pulse voltammetry using carbon allotope electrodes in anti-influenza
pharmaceutical samples, as an alternative to the chromatographic methods
recommended in the official compendia, in order to reduce the time to obtain the results,

use of a simpler technique and lower financial cost, without the use of toxic solvents.

Preliminarily, four parameters have been optimized: pH, for the carbon ink
(CSPA) and singlewall nanotube modified carbon ink (SWCNT-COOH/CSPA)
electrodes, by differential pulse voltammetry (DPV). Also by DPV, accumulation
potential and accumulation time were evaluated for phenylephrine and
chlorpheniramine for CSPA, single wall nanotube modified carbon ink (SWCNT-
COOH/CSPA), MWCNT-COOH/CSPA (multiwall nanotube modified carbon ink),
PLLA-IS/rGO (poly-L-lactic-imidazole salt / reduced graphene oxide electrode) Opand
glassy carbon (GC) electrodes. Finally, for all aforementioned electrodes, scan rate was
evaluated by linear voltammetry (LV) for acetaminophen and by DPV for
phenylephrine and chlorpheniramine. In order to evaluate acetaminophen,
phenylephrine and chlorpheniramine reversibility, cyclic voltammograms have been
obtained in aqueous solution containing real samples. The accuracy of the proposed
method was evaluated by recovery assays and LV and DPV measurements in solutions
containing commercial pharmaceutical influenza samples. The results obtained were in
agreement with a 95% (t-student test) confidence level regarding the values contained in
the commercial samples labels. Recovery values between 93 and 107% in standard
addition assays were found for acetaminophen, phenylephrine and chlorpheniramine in
the same electrochemical cell, sequentially, under previously optimized conditions.
These results are within the limits recommended by the official compendia (90 —
110%).

Keywords: linear voltammetry, differential pulse voltammetry, acetaminophen,

phenylephrine, chlorpheniramine, anti-influenza pharmaceutical samples.
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1 INTRODUCAO

A necessidade de um controle de qualidade confidvel e seguro em matérias-
primas e, consequentemente, em produtos das industrias farmacéuticas, torna as analises
de seus ativos e constituintes de grande importancia para os fabricantes, bem como para
o consumidor final. Primeiramente, os produtos necessitam possuir os devidos registros
junto aos 6rgédos regulamentadores, que estipulam uma série de estudos fisico-quimicos
e instrumentais. Dentre estes ensaios, a determinacdo do teor dos principios ativos, que
é regulamentada pelos compéndios oficiais, apresenta-se como 0 mais importante. Na
pratica, um maior nimero de lotes liberados para venda, com qualidade aliada a rapidez,
é sindbnimo de eficiéncia, e é de suma importancia a utilizacdo de uma técnica robusta,
aliada ao baixo custo, para proporcionar a otimiza¢ao dos processos.

O paracetamol é considerado o analgésico mais utilizado no mundo, desde
1949, como alternativa para consumidores como hipersensibilidade a AAS. A
fenilefrina é o principal ativo dos medicamentos antigripais, devido sua atividade
descongestionante, proporcionando alivio nasal. Por ser um anti-histaminico, a
clorfeniramina € bastante utilizada devido a sua capacidade de promover a
vasoconstricdo que, aliada a fenilefrina, diminui o desconforto do congestionamento
nasal e reduz a coriza. Por apresentarem boas caracteristicas farmacoldgicas
simultaneas, paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina sdo vastamente empregados, de
forma simultanea, em preparacdes farmacéuticas antigripais. Juntos, eles proporcionam
uma cobertura sintomatica ampla contra os efeitos gripais.> Os métodos recomendados
para a quantificacdo de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, pela Farmacopeia
Americana (USP) sdo a espectrofotometria no UV-Vis e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).?

Técnicas eletroanaliticas apresentam-se como alternativas bastante atrativas,
devido ao seu menor custo para aquisicdo e manutencdo instrumental e obtencdo dos
resultados em menor tempo. A literatura apresenta um nimero significativo de trabalhos
utilizando-se técnicas eletroanaliticas na determinacdo simultanea e sequencial de ativos
em farmacos.*>®7 Dentre as técnicas eletroanaliticas, a voltametria de varredura linear e
de pulso diferencial sdo as mais utilizadas para a quantificacdo de paracetamol,
fenilefrina e clorfeniramina em farmacos.®*

Neste sentido, foram avaliados neste trabalho diferentes tipos de eletrodos

aloétropos do carbono, bem como pardmetros iniciais de anélise, para a quantificacdo de



paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, em amostras comerciais farmacéuticas
antigripais, em potenciostato/galvanostato, utilizando-se 4gua como unico solvente, com
posterior avaliacdo da veracidade dos dados, comparando-se os resultados obtidos com
o valor apresentado nos rotulos das amostras comerciais, definindo quais os melhores
eletrodos a serem utilizados neste tipo de solucdo, bem como a viabilidade de
determinagdo simultanea ou sequencial dos analitos acima citados, utilizando as
técnicas de voltametria de varredura linear e voltametria de pulso diferencial. Ao final,
uma avaliacdo de custos foi apresentada, a fim de corroborar com o emprego da
voltametria como alternativa na quantificacdo de paracetamol, fenilefrina e
clorfeniramina em preparacfes farmacéuticas antigripais, técnica que proporciona
obtencdo de resultados em menor tempo, com uso de solventes ndo toxicos e com
investimento financeiro menor, tanto para a aquisi¢cdo dos equipamentos e consumiveis,

como para a manutengdo dos mesmos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Paracetamol

A utilizacdo de analgésicos naturais para o alivio das dores surgiu nos
primérdios da historia escrita (3000 a.C) e para este fim recorria-se ao uso de algumas
plantas. Posteriormente, o rapido avanco dos conhecimentos fitoquimicos levou a
descoberta e ao desenvolvimento dos analgésicos que conhecemos hoje.°

A acetanilida é o composto original deste grupo de drogas medicinais. Ela foi
introduzida na pratica médica em 1886, sob o nome de antifebrina por CAHN, que de
forma acidental, descobriu sua acdo antipirética. Entretanto, a acetanilida demonstrou
ser bastante toxica. Em busca de compostos menos tdxicos, procurou-se uma
alternativa, com a administragdo do p-aminofenol, na crenga de que o organismo
oxidava a acetanilida a esse composto. Contudo, a toxicidade ndo foi reduzida e
diversos derivados quimicos do p-aminofenol passaram a ser foco de testes. Um dos
mais satisfatorios entre eles, a fenacetina (acetifetidina), que foi introduzida na area
terapéutica em 1887, sendo empregada de forma ampla em misturas analgésicas, até ser
implicada na nefropatia do abuso dos analgésicos.*

O paracetamol (PAR) (acetaminofeno, N-acetil-p-aminofenol) (Figura 1) € um
po cristalino ou cristal branco inodoro, moderadamente soltvel em agua (1 g por 70 mL
a 25°C) e apresenta uma grande estabilidade em solugdo aquosa entre pH 5 e 7.1
Apenas em 1893, o paracetamol foi introduzido na pratica clinica por Von Mering,
sendo utilizado de forma extensa, somente a partir de 1949, quando Brodie e Axelrod o
identificaram como principal metabodlito ativo, tanto da fenacetina quanto da acetanilida,

ambos com acéo analgésico-antipirética.!
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Figura 1. Estrutura quimica do paracetamol.!



Desde esta época, 0 paracetamol tem sido utilizado como ingrediente ativo para
uma vasta série de produtos farmacéuticos, sob diferentes formas de dosagem, agindo
de forma individual ou associado a outros ativos, como a cafeina.!! Atualmente, ele é
um dos medicamentos mais utilizados para alivio das dores crénicas, sendo considerado
o analgésico mais utilizado dentre os disponiveis no mercado.'® Este farmaco vem
substituindo a Aspirina® (AAS), ja que possui propriedades analgésica e antipirética
semelhantes, sendo principalmente utilizado por pessoas que apresentam sensibilidade
a0 AAS. 1114

Outra vantagem do paracetamol € que ele apresenta menos efeitos colaterais em
relacdo ao AAS, ndo causando aumento da acidez estomacal em pessoas portadoras de
Ulcera péptica e, em geral, por pessoas que sofram de asma.'** Em caso de intoxicacéo
aguda por paracetamol, o efeito mais sério € a necrose hepatica, podendo chegar a niveis
fatais. O paciente pode apresentar um quadro de nauseas, vomitos e dores abdominais.
Essa toxicidade deve-se a oxidacdo do grupamento amino do paracetamol, formando o
hidroxiaceminofenol, seguido pela formacdo do N-acetil-p-benzoquinona imina
(NAPQI).* Essa substancia é altamente eletrofilica e pode facilmente oxidar
grupamentos tidis das proteinas, sofrendo assim um ciclo redox com a formacao de
anions superdxidos por meio da reducdo com oxigénio.* Essa etapa de reducgdo acaba
produzindo peréxidos e, por fim, radicais hidroxilas (*OH) implicando no stress
oxidativo celular.'?

A dose maxima de ingestdo recomendada do paracetamol é de 0,5 g a 4,0 g por
dia para adultos e 200 mg/Kg para criancas de até 12 anos. A dose toxica esta em torno
de 7,5 g/dia, sendo a diferenca entre a dose terapéutica e a toxica pequena e, por isso, é

a necessario o controle de sua administragdo.*®

2.2  Cloridrato de fenilefrina

A fenilefrina (FEN) é uma droga sintética que difere-se quimicamente da
epinefrina pela auséncia do grupo hidroxila na posicéo 4 do anel benzeno (Figura 2).1!
O cloridrato de fenilefrina € um sal do isdmero derivado sinteticamente da
feniletilamina. Trata-se de um composto branco, cristalino, ndo-higrsocopico, bastante
solivel em agua e em alcool e que possui um ponto de fusdo entre 138 a 142° C.17 Por
ser um vasoconstrito, ele é bastante utilizado como um descongestionante nasal topico e

sistémico, agindo como agonista nos receptores ca-adrenégicos na mucosa do trato



respiratdrio, produzindo vasoconstricdo, que temporariamente reduz o edema associado
com inflamacdo da mucosa nasal, proporcionando melhor respiraciol® e apresenta

pouco ou nenhum efeito B-adrenérfico.®
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Figura 2. Estrutura quimica do cloridrato de fenilefrina.8

A fenilefrina também ¢é bastante utilizada no tratamento da hipotensdo, em
insuficiéncia vascular e em casos selecionados de taquicardia supraventricular. Ele,
também, pode ser aplicado como anestésico loco-regional.!! A sua eliminagdo é renal e
a droga em geral € bem tolerada, sendo que osefeitos sobre o sistema nervoso central e 0
sistema cardiovascular séo minimos em suas doses terapéuticas (4 mg a 10 mg por

dose).1®

2.3  Maleato de Clorfeniramina

A clorfeniramina, (CLOR) nome usual da 3-(4-clorofenil)-N,N-dimetil-3-
piridin-2-il-propan-1-amina (Figura 3), € um anti-histaminico classico que bloqueia de
forma reversivel, competitiva e seletiva os receptores Hi, por serem estruturalmente
semelhantes a histamina. Os anti-histaminicos sdo utilizados em preparacGes para o

tratamento de alergias e infecgGes respiratdrias, rinites, prurido e erupgdes cutaneas.®
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Figura 3. Estrutura quimica do maleato de clorfeniramina.®



A histamina estd presente em varias células, incluindo neurénios, células
parietais da mucosa géastrica, mastdcitos e basofilos, e exerce seus efeitos nas doencas
alérgicas através da acdo em quatro tipos de receptores: Hi, que estd presente nos
neutréfilos, eosinofilos, hepatdcitos, células epiteliais, no masculo liso vascular, entre
outros tecidos; o H> que se encontra nos mondcitos, células neurais, musculo liso
vascular e vias aéreas; 0 Hs que se encontra nos neurdnicos histaminérgicos e o Ha que
encontra-se na medula 6ssea, fibroblastos, baco e pulméo.t®

Os anti-histaminicos séo classificados segundo o receptor com o qual interagem,
sendo aqueles que atuam de forma preferencial no receptor Hy, chamados anti-Hi. Os
anti-H; estéo entre os farmacos mais prescritos no mundo e, embora apresentem eficacia
semelhante no tratamento de pacientes com rinoconjuntivite alérgica, urticaria e outras
doencas alérgicas, diferem de forma importante quanto a sua estrutura quimica,
farmacologia clinica e potencial de toxicidade e vem apresentando uma grande evolucéo
desde sua descoberta em 1937.%°

O maleato de clorfeniramina € um anti-histaminico derivado da pirilamina, sua
acdo direta sobre o0s receptores promove vasoconstricdo, levando ao
descongestionamento nasal e a reducdo da coriza. Sua utilizagdo em formulagdes para o
tratamento sintomatico da gripe esta ligada a sua acéo anticolinérgica fraca, capaz de
reduzir a secrecdo das glandulas mucosas do trato respiratorio, melhorando assim a
rinorréia, possuindo também fraca agdo sedativa e antitussigena.®

Os primeiros anti-histaminicos, conhecidos como classicos ou de primeira
geracdo, foram produzidos na pesquisa de neurofarmacologia e possuiam grandes
efeitos neuropsicolégicos devido a sua habilidade em penetrar a barreira hemato-
enceféalica e pela sua ndo seletividade como antagonista de receptor da histamina,
resultando em sonoléncia e efeitos adversos anticolinérgicos, antidopaminérgicos e
antisserotoninérgicos. Na fase inicial de seu desenvolvimento, a pesquisa para novos
anti-histaminicos levou a descoberta de antidepressivos triciclicos e fenotiazidicos.
Entre os primeiros anti-histaminicos destacam-se a difenidramina, tripelenamina,
clorfeniramina e prometazina. Estas moléculas possuem efeitos colaterais em comum,
como sonoléncia, sedacdo e fadiga, que promovem a reducdo das fungdes cognitivas, de
memoria e no desempenho psicomotor. Os efeitos anti-histaminicos no sistema nervoso

central sdo os principais responsaveis pela toxicidade com potencial risco de vida desses



agentes de primeira geracdo quando da superdosagem, os quais j& eram descritos logo
apos sua introdugdo no uso clinico.?

Os anti-histaminicos de primeira geracdo, como a clorfeniramina tém acédo
sedante quando utilizados em doses adequadas por via sistémica (4 mg a cada 8 horas),
mas em alguns pacientes pode levar a estimulacdo do SNC, com sintomas de euforia e
agitacio.

2.4  Caracteristicas farmacoldgicas simultaneas

O paracetamol, maleato de clorfeniramina e cloridrato de fenilefrina s&o
comumente empregados, de forma simultanea em preparagdes farmacéuticas, pois, em
conjunto, prestam uma cobertura sintomatica ampla contra os efeitos de gripes e
resfriados, cuja acdo farmacodinamica e seguranca sio conhecidas e estabelecidas.®

As infecgOes respiratdrias agudas sdo altamente prevalentes na populacéo, sendo a
gripe comum e a sindrome gripal, do tipo Influenza, as mais comumente encontradas na
pratica médica. Os sintomas alcan¢cam sua intensidade maxima em dois a trés dias, e
tém uma duracdo média de 7 a 10 dias. Como tém uma etiologia viral, o tratamento
sintomatico ¢ a recomendacéo padrdo.®

Uma anélise realizada pela Cochrane Brasil® avaliou o tratamento sintomatico da
gripe comum, demonstrando que existem evidéncias indicando que a tripa combinacao
de um analgésico, um anti-histaminico e um descongestionante proporciona beneficios
para adultos e criancas mais velhas em comparacdo com placebos. O efeito global
reportado com o tratamento ativo foi de 52% e com o placebo de 34%. A eficacia
sintomatoldgica da combinacdo de paracetamol, maleato de clorfeniramina e cloridrato
de fenilefrina (400 mg, 4 mg e 4 mg, respectivamente), no tratamento do resfriado
comum ou da sindrome gripal, foi confirmada através de estudo randomizado, duplo-
cego, controlado com placebo, realizado com 146 pacientes. O nimero médio de dias
com sintomas observado no grupo com tratamento ativo foi de 5,9+3,4 dias e de 7,5+5,3
no grupo placebo. A andlise de variancia (ANOVA) demonstrou que, nos 11 intervalos
de dose (que correspondeu a 52 horas de tratamento), houve reducdo estatistica
significante maior do escore de sintomas no grupo com o medicamento em relacdo ao
placebo. A mesma comparacdo realizada envolvendo 13 intervalos de dose (que

correspondeu a 66 horas de tratamento) demonstrou ainda significancia estatistica



favoréavel ao grupo que utilizou o medicamento. O tratamento ativo também reduziu a

frequéncia do uso de medicamentos de resgate em comparagdo com o placebo.

2.5 Métodos para a determinacdo de paracetamol, cloridrato de fenilefrina e
maleato de clorfeniramina

Muitos métodos para a determinacdo de paracetamol, fenilefrina e
clorfeniramina tém sido descritos na literatura, como cromatograficos,?22324252
espectrofluorimétricos,?”?32%3% quimioluminescentes®32 e espectrofotométricos.333

Os métodos recomendados pela Farmacopeia Americana sdo a
espectrofotometria no UV-VIS e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com
deteccdo espectrofotométrica.® Existem diversos relatos na literatura de procedimentos
eletroquimicos para a quantificacdo de paracetamol em variados tipos de
amostras.®*2¢3" O comportamento eletroquimico do paracetamol e sua determinacgio
por voltametria de pulso diferencial utilizando eletrodo de carbono com liquido idnico
(CILE) em comparacdo a um eletrodo de pasta de carbono tradicional (TCPE) foi
estudado por Shanguan et al.>® Goyal et al apresentaram a determinacéo voltamétrica de
paracetamol, utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado com fulereno (Ceo),
determinando o ativo em formulagdes farmacéuticas e amostras de urina.*® Wang et al
propuseram a modificacdo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo com um filme
de L-cisteina para a determinacao do paracetamol. A presenca do filme de L-cisteina na
superficie do eletrodo facilitou a transferéncia eletrdnica, diminuiu o potencial de pico e
aumentou significativamente a corrente de pico anddica.*® O mesmo grupo preparou um
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas magnéticas, usando niquel
recoberto com carbono (C-Ni/GCE). O comportamento eletrocatalitico do paracetamol
mostrou-se bastante favoravel. O C-Ni/GCE apresentou boa seletividade, sensibilidade
e estabilidade, podendo ser aplicado em amostras efervescentes.*

Diversos métodos sdo utilizados na quantificacdo de cloridrato de fenilefrina,
sendo os mais utilizados, envolvendo as técnicas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC).#>* Estudos utilizando métodos eletroanaliticos
também sdo encontrados na literatura, como por exemplo o estudo reportado por Zhu e
colaboradores, onde fenilefrina foi determinada em solugdes fosfato, por voltametria de
pulso diferencial utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos

de carbono de paredes maltiplas. Também em eletrodo de carbono vitreo modificado,



fenilefrina e clorprotixeno foram determinados em &cido poli-4-aminobenzeno
sulfonico. 444

Véarios métodos foram publicados para a determinacdo quantitativa de
clorfeniramina, utilizando-se as técnicas de espectrofotometria,*® cromatografia liquida
de alta eficiéncia,***’ cromatografia gasosa*® e eletroforese capilar.*°

Lamani e colaboradores® relataram a determinacéo de clorfeniramina empregando
a técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV), usando eletrodo de carbono vitreo
modificado com dodecil sulfato de sddio. Estudos realizados com a técnica de
voltametria ciclica apresentaram pico de oxidacao irreversivel em + 0,85 V. Utilizando-
se a técnica de DPV, o método proposto apresentou resposta linear entre 8,0 x 10° e 1,0
x 10 mol L1, com limite de deteccdo de 1,7 x 10® mol L.

Os mecanismos de oxidacdo do paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, por

DPV, envolvidos nas reacdes eletroquimicas de ambos os analitos estdo descritos a

sequir.

2.6 Mecanismo de oxidacédo do paracetamol

A reacdo de oxidacdo do paracetamol (Figura 4) em eletrodo de pasta de carbono
utilizando voltametria ciclica foi proposta por Van Benschoten et al e € bastante aceita
na literatura atualmente. No mecanismo proposto, observou-se que a molécula de
paracetamol (1) é eletroquimicamente oxidada em um processo que envolve a perda de
dois elétrons e dois protons, produzindo uma espécie intermedidria N-acetil-p-
quinoneimina (I1). Em pH maior ou igual a 6, a espécie (Il) é estavel na forma
desprotonada. Em solucBes acidas, essa substancia é imediatamente protonada,
produzindo a espécie (II1), menos estavel, porém, eletroquimicamente ativa,
produzindo, rapidamente, a forma hidratada (IV), que €é eletroquimicamente inativa e

converte-se a benzoquinona.>?
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Figura 4. Mecanismo proposto de oxidagdo eletroquimica do paracetamol.>!

2.7  Mecanismo de oxidacdo da fenilefrina

Zhou et al relataram a reacdo de oxidacdo da fenilefrina, utilizando-se eletrodo de
carbono grafite e eletrodo de nanotubos de carbono de parede multipla, por voltametria
ciclica. Na presenca de tamp&o fosfato de pH 6,45, uma solucéo de fenilefrina 5 x 10°
mol L teve seu comportamento estudado, com velocidade de varredura crescente entre
50 e 800 mV s, utilizando-se 10 s de deposicio.>?

E possivel observar que molécula de fenilefrina é oxidada pela perda de um

elétron e um proton, demonstrando-se estavel desprotonada, proximo a pH neutro.
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N 0 N
HO N e -
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Figura 5. Mecanismo proposto de oxidacdo da molécula de fenilefrina.>?
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2.8  Mecanismo de oxidacgéo da clorfeniramina

Utilizando-se eletrodo de pasta de carbono, a oxidagdo voltamétrica da
clorfeniramina foi estudada por Shekappa et al, na presenca de dodecilsulfato de sédio,
por voltametria ciclica e de pulso diferencial. Considerando-se que a molécula de
clorfeniramina contém uma amina terciéria alifatica em sua estrutura, esta apresenta
maior probabilidade de perda de elétron. A clorfeniramina perde, entdo, um elétron da
amina terciaria alifatica, para formar um radical cation, que, ao perder um préton e um
elétron em subsequentes etapas, resulta em uma base quaternaria de Schiff. Essa base é
rapidamente hidrolisada na molécula 5-cloro-2-(metilamino) benzofenona e

dimetilamina.®°
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Figura 6. Mecanismo proposto de oxidagdo do maleato de clorfeniramina.®

2.9 Determinacdo simultdnea e sequencial de principios ativos por técnicas
eletroanaliticas

O desenvolvimento de novos métodos analiticos que quantificam simultanea ou
sequencialmente mais de um analito na amostra estd em evidéncia na quimica analitica.
Em relagdo a isso, alguns métodos de separagdo classicos, como HPLC e GC sdo

vastamente utilizados. Entretanto, trata-se de técnicas com alto custo, tanto na aquisi¢do
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dos equipamentos e materiais, quanto na operacdo e manutencdo. Separacoes utilizando
eletroforese capilar demonstraram vantagens em relacdo ao custo de operacdo e
manutengdo, mas pecam no custo de aquisicdo do equipamento, que se equipara as
técnicas cromatogréaficas.

A literatura apresenta uma vasta gama de trabalhos utilizando diferentes técnicas
eletroanaliticas na determinacdo simultdnea de compostos organicos, técnicas estas,
que geralmente sdo mais simples, de baixo custo e de facil tratamento dos resultados
como as técnicas envolvendo pulsos de potenciais. Lourencdo et al relataram o
desenvolvimento de um método eletroanalitico simples e altamente seletivo, para a
quantificacdo de paracetamol e cafeina, em meio aquoso, utilizando-se um eletrodo de
diamante dopado com boro.* Os principios ativos dos farmacos utilizados para
tratamento da tuberculose, isoniazida e rifampicina foram determinados
simultaneamente por DPV, utilizando-se eletrodo gotejante de mercurio.>
Paracetamol e ibuprofeno foram determinados simultaneamente em amostras
farmacéuticas, também por voltametria de pulso diferencial.®* Além do mais,
paracetamol, cafeina e orfenadrina, foram determinados em formulacGes farmacéuticas
por voltametria de onda quadrada (SWV), utilizando-se eletrodo de carbono dopado
com boro.® Igualmente por SWV, codeina e paracetamol contidos em fluidos corporais

e farmacéuticos foram determinados com eletrodo de diamante dopado com boro.>®

2.9.1 Voltametria Ciclica

Voltametria ciclica é a técnica mais utilizada para a aquisicdo qualitativa de
informacBes sobre reacdes eletroquimicas. E, na maioria das vezes, a primeira
experiéncia realizada em um estudo eletroanalitico. Particularmente, ela oferece uma
localizacdo rapida de potenciais redox das espécies eletroativas.

Na voltametria ciclica, o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho varia
partindo de um valor inicial E;, até um valor limite pré-determinado, Ey. Ao alcangar E,,
a direcdo da varredura é invertida e um caminho inverso € percorrido até chegar a Ey,
que pode ser o valor do potencial inicial Ei ou outro valor de potencial pré-

estabelecido.*%%®
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2.9.2 Voltametria de varredura linear

Na voltametria de varredura linear, o potencial aplicado no eletrodo de trabalho
através de uma fonte de tensdo varia linearmente com o tempo. A corrente elétrica que
circula entre os eletrodos de trabalho, o contra-eletrodo e a solugdo, como consequéncia
da transferéncia de elétrons entre o eletrodo e os componentes da solugdo, é registrada
em fungéo do potencial aplicado.

Uma das suas principais limitacbes em relagdo a sensibilidade é a chamada
corrente capacitiva, que € um dos principais componentes da corrente residual. O valor
da corrente faradaica residual (If) diminui mais lentamente que o da corrente capacitiva
(Ic), permitindo uma medicgdo discriminatdria entre elas.®’

A corrente capacitiva tem grande contribuicdo na linha base e surge devido a
fendmenos relacionados a dupla camada elétrica. Quando um potencial é aplicado a um
eletrodo, ele adquire uma carga semelhante a um condensador, devido ao carregamento
e descarregamento da dupla camada elétrica. Como em voltametria € utilizada a
varredura de potencial, a cada etapa de potencial que é aplicado o eletrodo apresentara
esse carregamento e descarregamento da dupla camada, desenvolvendo uma corrente,
que, devido a isso, € chamada de corrente capacitiva ou de condensador. A outra
componente da corrente residual € uma corrente do tipo faradaica, que ocorre devido a
impurezas presentes no eletrdlito suporte, em outros reagentes utilizados e ao oxigénio
dissolvido (oxirreducdo). Essa corrente pode ser reduzida ou até mesmo eliminada
utilizando-se reagentes mais puros e removendo o oxigénio do meio reacional.®’

Com o avanco das pesquisas, a sensibilidade da técnica foi melhorada, visto que
a principal componente da corrente residual que limite a mesma é a corrente capacitiva.
Portanto, o baixo limite de deteccdo da voltametria linear fica devido a corrente
faradaica, a corrente devido a reacdo no eletrodo da substancia a ser determinada, que €
da mesma ordem ou menor do que a corrente capacitiva quando a sua concentracao
atinge valores da ordem de 10 a 10~ mol L™, ndo sendo entdo mais possivel distingui-
la da corrente de fundo. Dessa forma, a discriminacdo dessas correntes permite melhorar

a sensibilidade da técnica.®”’
2.9.3 Voltametria de pulso diferencial

Junto a voltametria de pulso diferencial, séo aplicados, ao eletrodo de trabalho,

pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa de potencial crescente.® E
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necessaria, primeiramente, a escolha de um potencial inicial, e em seguida, pequenos
pulsos com amplitude crescente s&o aplicados. Os pulsos duram geralmente de 5 a 100
ms, sendo que a corrente é medida antes e ao final da aplicagdo do pulso.® A primeira
corrente é instrumentalmente subtraida da segunda, e a diferenca das correntes € plotada
versus o potencial que foi aplicado.® O pulso de potencial aplicado deve ter seu
incremento constante e igual ao potencial da base (Epase).’

O voltamograma resultante consiste de picos de corrente de forma gaussiana,
cuja area de pico ¢ diretamente proporcional & concentracéo do analito de interesse.®

O objetivo de se fazer duas medidas da corrente e trabalhar com a diferenca
entre elas é a correcdo da corrente capacitiva. A medida que se aplica o pulso, ocorre
um aumento da contribui¢do da corrente capacitiva e da corrente faradaica (Figura 1.7).
Entretanto, a corrente capacitiva diminui de forma exponencial, enquanto a corrente
faradaica diminui linearmente. Dessa forma, escolhendo-se um tempo apropriado para
se fazer a segunda leitura, tem-se a medida da corrente total a um valor de corrente onde
a contribuicdo da corrente capacitiva (ndo faradaica) pode ser desconsiderada.
Desvinculando-se o valor de corrente da primeira leitura da segunda, obtém-se uma
minimizacdo da contribuicdo da corrente de fundo. Com essa correcdo, é possivel obter-

se limites de deteccdo da ordem de 108 mol L8

i B

I

Tempo —*

Figura 7. Variacéo da corrente em fungio do tempo.®’

2.10 Eletrodos alétropos do carbono
O carbono é um elemento que pode ser encontrado sob variadas formas e com
propriedades distintas. Para que se estabelecam as ligagdes covalentes que resultaram

nessas formas, € necessario que a hibridizacdo dos orbitais do carbono elementar
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aconteca. A partir dessa hibridizacdo, em cada um dos casos, € possivel entender as
propriedades das variedades alotropicas e seus arranjos estruturais.>®

Materiais constituidos em sua esséncia por atomos de carbono, conhecidos como
materiais carbonosos, recebem destaque, pois o carbono pode ligar-se indefinidamente
consigo mesmo. A partir disso, 0 mesmo é capaz de assumir combinacfes estruturais
variadas, mediante determinadas condi¢cdes de processo. A classe dos materiais
carbonosos é composta pelos carbonos poliméricos, como o carbono vitreo, a fibra de
carbono e o negro de fumo. Os carbonos anisotropicos séo representados pelos grafites
e coques, e ainda, os carbonos mais modernos, formados pelos compdsitos de carbono
reforcados com fibras de carbono, carbonos tipo diamante, diamantes sintéticos e ainda

0s nanotubos.*®

2.10.1 Eletrodo de carbono vitreo
O carbono vitreo possui caracteristicas semelhantes ao vidro doméstico, por
apresentar superficie com aspecto brilhante quando polido.®® Sua fratura é do tipo
conchoidal, um tipo de quebra onde os corpos cristalinos apds a fratura ndo apresentam
ordenacdo em uma Unica direcdo.
Dentre as suas propriedades, destacam-se os altos valores de condutividade
térmica e elétrica, estabilidade térmica, elevado modulo de elasticidade, alta dureza e
ainda, caracteristica intrinseca ao vidro, como a impermeabilidade a gas.®® No processo
de producéo do carbono vitreo ocorre a formacdo de ligagdes cruzadas entre os planos
que o compdem. Uma estrutura complexa desse material é obtida, através das ligacdes

carbono-carbono, que apresenta aspecto rigido e amorfo.®*

2.10.2 Eletrodo de poli-L-acido latico com sal imidazol ligado covalentemente,
modificado com 6xido de grafeno reduzido

Os termoplasticos a base de poliolefina sdo os polimeros mais amplamente
utilizados em nossa sociedade e sdao materiais difundidos em todos os aspectos de nossa
vida cotidiana. Em geral, esses polimeros sdo feitos de olefinas derivadas do petroleo,
sendo produzidas pelas fontes térmicas de decomposicao de hidrocarbonetos pesados no
craqueamento catalitico a vapor.®2

O poli (4cido latico) (PLA) é um termoplastico biodegradavel de poliéster,

derivado do é&cido latico, proveniente de recurso renovavel, que apresenta varias
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aplicacbes na éarea biomédica e como commodities de embalagem. Devido ao
esgotamento dos recursos fosseis, esse material também é considerado uma alternativa
aos produtos petroquimicos derivados das poliolefinas. Nesse contexto, a polimerizacdo
da abertura do anel (ROP) do lactideo por catalisadores baseados em metais bem
definidos, obteve atencdo consideravel ao acesso a materiais de PLA controlados e com
propriedades possivelmente melhoradas.®?

Recentemente, 6xido de grafeno reduzido (rGO) foi aplicado como iniciador de
polimerizagdo de abertura de anel na molécula de PLA, formando nanocompdsitos de
poli-L-&cido latico (PLLA), com sal imidazol ligado de forma covalente (IS). O sal
imidazol é bastante utilizado na fabricagdo de nanocompdsitos devido suas
caracteristicas surfactantes, pela presenca de um cation e um anion em sua estrutura,

trabalhando como agentes eletroliticos. 546566.67.68

2.10.3 Eletrodos impressos

Se, por um lado as infinitas possibilidades de modificacdo de eletrodos sélidos
permitem visualizar o desenvolvimento dos mais variados sensores para atender a
crescente demanda, principalmente nas areas médica, industrial e ambiental,%® por outro
lado, a regeneracdo da superficie apdés o uso & o maior empecilho para o
desenvolvimento de eletrodos solidos comerciais. A solucdo para o problema seria o
desenvolvimento de eletrodos descartaveis, que eliminaria a necessidade de regeneracao
de superficie. Para este fim, o desenvolvimento de membranas descartaveis e eletrodos
de pasta de carbono se apresentaram como alternativas nas ultimas décadas. No entanto,
algumas limitacdes destas tecnologias, como as que sdo relacionadas a lixiviacdo de
componentes da pasta de carbono modificada, com consequente perda da atividade e
estabilidade do sensor, e a forma artesanal peculiar dos eletrodos de pasta de carbono e
de membrana, desfavorecem o emprego destas tecnologias em eletrodos comerciais.°

Os eletrodos impressos (EI) tém sido amplamente empregados como uma
alternativa ao uso dos eletrodos convencionais em eletroanalise. A substituicdo
apresenta a vantagem de oferecer sistemas mais simples, menores, com arranjo de
eletrodos mais compactos e construidos sobre um Gnico suporte, o que é adequado para
o desenvolvimento de sensores portateis. Outras vantagens no uso deste tipo de
dispositivo estdo associadas ao fato de serem produzidos em batelada, barateando o

custo de producdo e permitindo que sejam utilizados como descartaveis, o que diminui
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as etapas de limpeza entre as analises e evita problemas de envenenamento da superficie
do eletrodo. Diversas técnicas sdo utilizadas para a construcdo de eletrodos impressos,
tais como a impressdo por microcontato,’ litografia,’* impressdo por jato de tinta’® e
serigrafia.”® Além da geometria/configuracdo e da composicdo do material usado na
confeccdo de eletrodos impressos, a escolha da técnica de preparagdo permite a
construcdo de dispositivos com caracteristicas particulares, que podem levar a diferentes
aplicagdes.’7> 7677

Os componentes basicos de um EI sdo um suporte ndo condutor (vidro, plastico
ou ceramico) e uma camada condutora impressa (material condutor/aglutinante) sobre o
suporte inerte. A impressdo da camada condutora é realizada passando a tinta condutora
através de um molde, que consiste em uma tela com a configuracdo do arranjo de
eletrodo definida. Na maioria das vezes, essa camada € parcialmente coberta por uma
segunda camada isolante, para definir uma area de contato elétrico numa extremidade e
a superficie do eletrodo.?8

A tecnologia “screen-printing”, mais conhecida como “silk-screen”, tem sido
empregada com grande sucesso na fabricacdo de eletrodos nesta ultima década. Ao
mesmo tempo em que possibilita a producdo em massa de eletrodos a um custo
extremamente baixo, € simples e pode ser praticada em qualquer laboratdrio, sendo
apropriada para a producdo de eletrodos descartaveis. Um dos principais aspectos dos
EI’s, que os tornaram extremamente atrativos quando se busca o desenvolvimento de
sensores comerciais, é a possibilidade de total automacédo na fabricacdo de um sistema
completo contendo os eletrodos de trabalho, auxiliar e de referéncia, todos impressos no
mesmo suporte. Esta caracteristica, associada a simplicidade de elaboracdo e as
inimeras possibilidades de modificacdo dos EI’s, promete colocar a técnica numa

posicdo privilegiada entre as demais.®®
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15 mm

Figura 8. Modelo de eletrodo impresso em ceramica “screen-printed”. R = Eletrodo de
pseudo-referéncia (Ag/AgCl), A = eletrodo auxiliar (tinta de carbono ou ouro),
W = eletrodo de trabalho (tinta de carbono) e C = contato elétrico.®
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3

OBJETIVO

No presente trabalho, desenvolveu-se um método de quantificacdo

sequencial/simultdnea dos principios ativos paracetamol, cloridrato de fenilefrina e

maleato de clorfeniramina, em preparacfes farmacéuticas antigripais comerciais,

utilizando-se voltametria de varredura linear e de pulso diferencial, comparando-se

eletrodos de trabalho de diferentes al6tropos do carbono, tendo como Unico solvente a

agua.

3.1

1)

2)

3)

4)

Obijetivos especificos

Estudar a resposta dos analitos as técnicas voltamétricas de varredura linear e
pulso diferencial, bem como os parametros instrumentais para cada técnica;
Estudar as variaveis determinantes na quantificacdo dos analitos, por voltametria
de varredura linear e de pulso diferencial: pH, potencial de acumulacdo, tempo
de acumulacéo e velocidade de varredura;

Estudar a resposta dos analitos aos eletrodos com diferentes alotropos do
carbono;

Realizar a validagdo do (s) método (s) para a deteccdo e a quantificacdo dos
principios ativos em farmacos comercialmente disponiveis, através das figuras

de mérito precisdo e linearidade, limites de deteccéo e quantificacdo e exatiddo;

5) Aplicar os métodos otimizados para determinar as concentracfes dos principios

ativos paracetamol, cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina em

amostras produzidas e comercializadas no Brasil.
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4 MATERIAIS E METODOS

As metodologias foram desenvolvidas e as analises realizadas no Laboratério de
Medidas Potenciométricas do Departamento de Quimica Inorgéanica, na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

4.1  Reagentes e Solugdes
Todos os reagentes utilizados eram de grau ultrapuro e analitico. Agua ultrapura

(em sistema Milli-Q®, Millipore®, Bedford, EUA) com resistividade final de 18,2

MQ cm foi utilizada no preparo das amostras, padrdes e solugdes.

Solucéo de cloreto de potassio, 3 mol L foi empregada como eletrélito suporte.
Tampdes fosfato foram preparados, em diferentes faixas de pH, para otimizacdo do
meio reacional. SolugBes de cido cloridrico 1 mol L™ e hidroxido de aménio 1 mol L*
foram preparadas a fim de auxiliar na obtencéo das faixas de pH desejadas.

Matérias-primas certificadas pelo controle de qualidade da empresa Kley Hertz
Farmacéutica S/A foram utilizadas como padrdes de referéncia. Solugdes dos padrdes
de paracetamol 7,3 x 102 mol L e 7,4 x 102 mol L (Anqiu Lu’An Pharmaceutical Co.
LTD.), cloridrato de fenilefrina 4,0 x 10° mol L e 3,6 x 10 mol L™ (Siegfried Pharma
Chemikailen Minden GmbH) e maleato de clorfeniramina 2,1 x 10° mol L e 2,0 x 103
mol L (Suprya Lifescience LTD.) foram preparadas em agua ultrapura pesando-se uma
massa adequada em balanca analitica e avolumando a 50 mL, com posterior emprego de
banho de ultrassom até total solubilizacdo. O método da adi¢édo de padrao foi usado para
a calibracao.

Voltamogramas de varredura linear foram obtidos para o paracetamol e
voltamogramas de pulso diferencial foram obtidos para a fenilefrina e para a

clorfeniramina.

4.2 Instrumentacéo

A otimizacdo dos parametros e posterior quantificacdo dos analitos paracetamol,
fenilefrina e clorfeniramina foram realizadas com um potenciostato/galvanostato
(Figura 9) (Autolab, modelo PGSTAT302N, Methrom, Suica) acoplado a um
computador, para aquisi¢do (Software GPES®) e tratamento dos dados. Durante o

desenvolvimento dos métodos, utilizou-se uma célula eletroquimica com capacidade de
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até 30 mL, combinada aos eletrodos impressos com suporte em ceramica (Figura 11)
(Dropsens, Suica) contendo os eletrodos de trabalho, constituidos de tinta de carbono e
modificados com nanotubos de carbono de paredes Unica e multiplas (SWCNT-
COOH/CSPE e MWCNT-COQOH/CSPE), o contra-eletrodo, constituido igualmente por
tinta de carbono (CSPE) e o eletrodo de quasi-referéncia, constituido de prata.

Para os estudos utilizando-se o eletrodo de carbono vitreo (GC) e poli-L-&cido
latico com sal imidazol ligado covalentemente, modificado com 6xido de grafeno
reduzido (PLLA-1S/rGO), utilizou-se uma célula eletroquimica com capacidade de até
100 mL (Figura 12), combinada aos eletrodos GC e PLLA-IS/rGO, contra-eletrodo de
platina e eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).

Figura 9. Potenciostato Galvanostato Autolab, PGSTAT302N. Metrohm.
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Figura 10. A) Da esquerda para a direita: Eletrodo impresso modificado com nanotubos
de carbono de paredes multiplas funcionalizado com grupos carboxilicos
(MWCNT-COOH/CSPE), eletrodo impresso modificado com nanotubos de
carbono de parede Unica funcionalizado com grupos carboxilicos (SWCNT-
COOH/CSPE) e eletrodo impresso de tinta de carbono (CSPE). Comparagéo

dimensional com uma tampa de caneta. B) Eletrodo de PLLA-1S/rGO.

Figura 11. SWCNT-COOH/CSPE imerso em solucdo aquosa tamponada a pH 9, em

célula eletroquimica com capacidade para 30 mL.
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Figura 12. Célula eletroquimica com capacidade de até 100 mL, combinada ao contra-
eletrodo de platina (A), eletrodo de trabalho de carbono vitreo (GC) (B) e
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3 mol L) (C).

4.3  Metodologia
Foram investigados neste trabalho a voltametria de varredura linear (LV), a

voltametria de pulso diferencial (DPV) e a voltametria ciclica (CV).

4.3.1 Voltametria de pulso diferencial (DPV), voltametria de varredura linear (LV)
e voltametria ciclica (CV)

Os estudos preliminares foram realizados com o eletrodo impresso de tinta de
carbono (CSPE), por DPV. A LV também foi avaliada, afim de verificar sua eficiéncia
na detecgdo dos analitos. A técnica de CV foi utilizada para o estudo da reversibilidade
das reagOes eletroquimicas em questdo e, também, para o cleanup da superficie do
eletrodo de trabalho, previamente a cada medida.

As técnicas de voltametria de pulso diferencial e voltametria de varredura linear
foram utilizadas nos métodos propostos para determinar, em alguns casos,

simultaneamente, o maleato de clorfeniramina e cloridrato de fenilefrina, e
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sequencialmente o paracetamol, em formulacbes farmacéuticas nos parametros

devidamente estudados previamente.

4.4 Amostras

Quatro amostras comerciais foram utilizadas durante o estudo, sendo obtidas no
comércio local (farmécias de Porto Alegre, Rio Grande do Sul). De forma geral, todo o
contetdo de cada amostra solida efervescente em saché (aproximadamente 5 gramas)
foi pesado e, posteriormente, dissolvido em 50 mL de &gua ultrapura, havendo posterior
filtracdo da amostra, com filtro de acetato de celulose de 0,20 um de diametro de poro,
lavagem com agua ultrapura. Em seguida, completou-se o volume, com &gua ultrapura,
em baldo volumeétrico de 100 mL. Para as amostras em capsulas, contendo paracetamol,
cloridrato de fenilefrina e maleato de clorfeniramina, um pool (mistura de iguais
quantidades de uma amostra) foi preparado com 20 cépsulas, sendo pesadas e
dissolvidas em 50 mL de agua ultrapura. As amostras, entdo, foram filtradas com filtro
de acetato de celulose de 0,20 um de diametro de poro, lavadas com agua ultrapura e
avolumadas em baldo volumétrico de 100 mL com agua ultrapura. A Tabela 1 apresenta
a concentragdo, em mg g* para amostras comerciais em saché e em mg compr? para
amostras em comprimidos, de cada um dos principios ativos contidos nas amostras

comerciais.

Tabela 1. Concentragdes (mg g / mg compr?) de paracetamol, fenilefrina e

clorfeniramina, nas amostras comerciais estudadas.

Principio Ativo Concentragéo (mg g / mg compr?)
Paracetamol 80,0 /400,00
Fenilefrina 0,80/ 4,00
Clorfeniramina 0,80/ 4,00
4.5 Procedimento Experimental

Para a quantificacdo de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina,
primeiramente, procedeu-se a otimizagdo do pH ideal das solucdes, potencial de

acumulacdo, tempo de acumulacdo e velocidade de varredura. Em seguida, com o0s
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parametros otimizados, quantificou-se o paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina,
sequencialmente, nos eletrodos CSPE, SWCNT-COOH/CSPE, MWCNT-COOH/CSPE
e GC.

Para a obtencdo dos voltamogramas utilizando os eletrodos impressos
constituidos de tinta de carbono (CSPE) e eletrodos impressos de nanotubos de carbono
de paredes Unica (SWCNT-COOH/CSPE) e mdaltipla (MWCNT-COOH/CSPE),
aliquotas de interesse dos padrdes de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, foram
transferidas a célula eletroquimica contendo 10 mL de &gua ultrapura, KCI 3 mol L, e
tampdo fosfato de pH desejado para cada estudo (ajustando-se o pH quando necessario
com as solugdes de acido cloridrico 1 mol L™ e hidréxido de aménio 1 mol L) e 1 mL
da solucao da amostra em analise.

Para os estudos com eletrodo de carbono vitreo e de poli-L-acido latico com sal
imidazol ligado covalentemente, modificado com oxido de grafeno reduzido, aliquotas
de interesse dos padrGes de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, foram transferidas
a ceélula eletroquimica contendo 70 mL de &gua ultrapura, tampédo fosfato de pH
desejado para cada estudo (acertando-se o pH quando necessario com as solugdes de
acido cloridrico 1 mol L? e hidréxido de aménio 1 mol L?), e 1 mL da solucio da

amostra em estudo.

4.5.1 Eletrodos CSPE, SWCNT-COOH/CSPE e MWCNT-COOH/CSPE

Inicialmente, utilizando-se o eletrodo impresso de tinta de carbono (CSPE),
procedeu-se com a otimizacdo do pH da solucdo, para paracetamol, fenilefrina e
clorfeniramina, utilizando-se agua, tampéao e aliquotas dos padrdes de cada analito. Em
seguidas, otimizaram-se 0s potenciais e tempo de acumulacdo ideais para paracetamol,
fenilefrina e clorfeniramina. Por Gltimo, a velocidade de varredura foi otimizada para
cada um dos analitos.

Apos os estudos com o eletrodo CSPE, procedeu-se com a otimizacdo do pH
para o eletrodo impresso de tinta de carbono modificado com nanotubos de parede Unica
(SWCNT-COOH/CSPE), devido a composicdo das amostras comerciais apresentarem
uma grande quantidade de excipientes (acido ascdrbico, &cido citrico, sacarina sodica,
aspartamo, sacarose, aroma natural de limdo, aroma idéntico ao natural de mel e fosfato

de célcio tribasico)® a interacdo dos analitos de interesse com a superficie do eletrodo
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pode ser distinta. Com isso, o0 estudo de pH foi conduzido, adicionando-se aliquotas de
amostras comerciais, sendo os resultados de pH obtidos utilizados nos demais eletrodos.
Além do pH, também otimizou-se, utilizando-se SWCNT-COOH/CSPE, o0s
potenciais e tempos de acumulacdo e velocidades de varredura para cada um dos
analitos, sendo esses estudos também realizados no eletrodo impresso de tinta de
carbono modificado com nanotubos de paredes multiplas (MWCNT-COOH/CSPE).
Para a aplicacdo do método de adicdo de padrdo utilizando-se os eletrodos
impressos, a célula eletroquimica foi adicionada agua, aliquotas de tampdo fosfato,
aliquotas de amostras comerciais e, sequencialmente, cinco concentra¢des conhecidas
de cada um dos padrdes, separadamente, e voltamogramas de varredura linear e de
pulso diferencial, respectivamente, foram obtidos para o paracetamol, fenilefrina e
clorfeniramina. Em seguida, curvas de regresséo linear foram obtidas e a recuperacéo de

cada um dos analitos foi calculada.

4.5.2 Eletrodos PLLA-IS/rGO e GC

A otimizacdo dos parametros potencial e tempo de acumulagéo e velocidade de
varredura também foi realizada para os eletrodos de poli-L-acido latico com sal
imidazol ligado covalentemente, modificado com oOxido de grafeno reduzido (PLLA-
IS/rGO) e de carbono vitreo (GC). Como citado anteriormente, os resultados de pH
otimizados para o eletrodo SWCNT-COOH/CSPE foram utilizados para os estudos nos
eletrodos PLLA-1S/rGO e GC. Apds a otimizacdo dos parametros iniciais, igualmente
aos estudos realizados nos eletrodos impressos, procedeu-se com a validacdo do método
analitico.

Para a aplicacdo do método de adicdo de padrdo para a quantificacdo de
paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, a célula eletroquimica, foi adicionada agua,
tampdo fosfato, amostras comerciais e, sequencialmente, cinco concentracdes
conhecidas de cada um dos padrdes, separadamente, e voltamogramas de varredura
linear e de pulso diferencial foram obtidos para cada um dos analitos. Em seguida,
curvas de regressdo linear foram obtidas e a recuperacdo de cada um dos analitos foi
calculada. A Figura 13 e a Tabela 2 apresentam o esquema resumindo o procedimento

experimental realizado neste trabalho.
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Padrdo
Paracetamol Fenilefrina Clorfeniramina
(mol L™) (mol L) (mol L)

Filtrados em 0,20 um e
avolumados a 50 mL

Volume total: ~ 15 mL

Volume total: ~ 15 mL

Amostras
comerciais

(5 g pesadas)

Dissolvidas a 50 mL

Filtradas em 0,20 um e
avolumadas a 100 mL

U

Volume total: ~ 75 mL

Aliquotas de
padrdo

Aliquotas de
padrdo

10 mL de
agua

10 mL de &gua

1 mL amostra

Tampdo

(HClI 1M OU
NH;OH)

SWCNT-
COOH/CSPE

MWCNT-
COOH/CSPE

Tampéo
CSPE

Aliquotas de
padrdo

70 mL de
agua

1 mL amostra
Tampéo

PLLA-IS/
rGOe

GC

Figura 13. Esquema simplificado dos experimentos realizados para a otimizacdo dos
parametros e para a quantificacdo de paracetamol, cloridrato de fenilefrina e

maleato de clorfeniramina, em formulac@es farmacéuticas antigripais.
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Tabela 2. Pardmetros experimentais do método aplicado.

SWCNT- MWCNT-
Eletrodo CSPE* COOH/CSPE* COOH/CSPE* PLLA-IS/rGO* GC*
Volume de agua (mL) 10 70
Eletrélito suporte KCI1 2,5 x 10t mol L - - -
PAR: 1,57 PAR: 8,1 PAR: 8,1 PAR: 8,1 PAR: 8,1
pH dasolucéo FEN: 10,66 FEN: 8,8 FEN: 8,8 FEN: 8,8 FEN: 8,8
CLOR: 12,03 CLOR: 8,8 CLOR: 8,8 CLOR: 8,8 CLOR: 8,8
PAR: 4,7 x 10 PAR: 8,5x 10°
Padrdo de trabalho FEN: 2,5 x 10 FEN: 4,4 x 10
otimizagdo (mol L) CLOR: 1,6 x 10° CLOR: 2,7 x 10
PAR: 0,50 PAR: 0,50
Adigao do padréo FEN: 0,13 FEN: 0,50
otimizagéo (mL.) CLOR: 0,13 CLOR: 0,50
PAR:2,4x10%a1,1x 102 PAR:5,0x10%a2,4 x 102
Padréo de trabalho FEN: 3,6 X 105a1,7 X 104 FEN: 24X 105a1,2 x 104
método adigao (mol L%) CLOR: 1,8x105a8,8 x 10° CLOR:1,3x105a65 x 10°
PAR: - 0,15 PAR: - PAR: - PAR: - PAR: -
Potencial de acumulagédo FEN: - 1,00 FEN: - 1,25 FEN: - 0,95 FEN: - 0,05 FEN: + 0,30
V) CLOR: + 0,50 CLOR: -1,15 CLOR: -1,15 CLOR: - 0,95 CLOR: -1,40
PAR: 200 PAR: - PAR: - PAR: - PAR: -
Tempo de acumulagao (s) FEN: 80 FEN: 20 FEN: 60 FEN: 60 FEN: 60
CLOR: 10 CLOR: 10 CLOR: 60 CLOR: 60 CLOR: 30
PAR: 0,11 PAR: 0,10 PAR: 0,12 PAR: 0,12 PAR: 0,01
Velocidade de varredura FEN: 0,12 FEN: 0,12 FEN: 0,09 FEN: 0,09 FEN: 0,12
(Vs CLOR: 0,12 CLOR: 0,12 CLOR: 0,10 CLOR: 0,10 CLOR: 0,04
PAR: - 0,20 PAR: - 0,20 PAR: 0,00 PAR: - 0,50 PAR: - 0,70
Potencial inicial (V) FEN: + 0,45 FEN: + 0,40 FEN: + 0,55 FEN: - 0,50 FEN: + 0,40
CLOR: -0,10 CLOR: -0,10 CLOR: -0,10 CLOR: - 0,50 CLOR: + 0,60
PAR: + 1,50 PAR: + 1,20 PAR: + 1,50 PAR: + 1,60 PAR: + 0,90
Potencial final (V) FEN: + 0,90 FEN: + 0,90 FEN: + 0,90 FEN: + 1,60 FEN: + 0,70
CLOR: + 0,40 CLOR: + 0,40 CLOR: + 0,30 CLOR: + 1,60 CLOR: + 1,10
PAR: ~ +0,30 PAR: ~ +0,30 PAR: ~ +0,75 PAR: ~ +0,40 PAR: ~-0,20
Potencial de pico (V) FEN: ~ +0,65 FEN: ~ +0,65 FEN: ~ 0,68 FEN: ~ +0,90 FEN: ~ +0,55
CLOR: ~ 40,15 CLOR: ~ +0,15 CLOR: ~ +0,15 CLOR: ~+1,20 CLOR: ~+0,87

*CSPE: eletrodo impresso de tinta de carbono; SWCNT-COOH/CSPE: eletrodo impresso de tinta de
carbono modificado com nanotubos de carbono de parede Unica; MWCNT-COOH/CSPE: eletrodo

impresso de tinta de carbono modificado com nanotubos de carbono de parede mdltipla; PLLA-IS/rGO:

eletrodo de poli-L-acido lactico com sal imidazol ligado covalentemente modificado com 6xido de zinco

reduzido; GC: eletrodo de carbono vitreo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Otimizagdo dos parametros pH, potencial de acumulagdo, tempo de
acumulacéo e velocidade de varredura

Com o objetivo de obter a melhor resposta para os analitos, em termos de
corrente de pico e resolucdo de sinal, procedeu-se o estudo, primeiramente, por
voltametria de pulso diferencial, utilizando-se o eletrodo impresso de tinta de carbono
(CSPE), de quatro parametros: pH, potencial de acumulacgdo, tempo de acumulagéo e
velocidade de varredura. Em seguida, utilizando-se os eletrodos impressos de nanotubos
de carbono, de paredes Unica (SWCNT-COOH/CSPE) e multiplas (MWCNT-
COOH/CSPE) e eletrodos de poli-L-acido latico com sal imidazol ligado
covalentemente, modificado com Oxido de grafeno reduzido (PLLA-IS/rGO) e de
carbono vitreo (GC), os estudos de potencial de acumulacdo, tempo de acumulacdo e
velocidade de varredura foram novamente realizados. O estudo de pH foi novamente
realizado para o eletrodo SWCNT-COOH/CSPE. Os resultados do estudo de pH para o
eletrodo SWCNT-COOH/CSPE foram utilizados como parametros para os estudos no
eletrodo MWCNT-COOH/CSPE e nos eletrodos PLLA-IS/RGO e GC.

5.1.1 Variacéo do pH

Variando-se o pH de 13 a 1, separadamente, estudou-se o comportamento do
paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, primeiramente em eletrodo de tinta de
carbono (CSPE). A partir disso, observou-se que cada um dos analitos comportou-se de
forma distinta, dependendo do pH da solugdo. Levando-se em consideracdo o fato de as
formulacdes farmacéuticas apresentarem uma gama elevada de excipientes, sendo esses
e 0s proprios analitos em questdo os responsaveis pelo pH da solucdo final, estes testes
foram executados, com adicdo de aliquotas conhecidas da amostra, utilizando-se o
eletrodo de SWCNT-COOH/CSPE. Para estes ensaios, utilizou-se potencial de
acumulacdo de -0,45 V, tempo de acumulacdo de 30 segundos e velocidade de
varredura de 0,10 V s*, para todos os analitos. Os resultados obtidos com o estudo de

pH encontram-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Resultados obtidos apds a otimizagdo do pH.

Eletrodo Faixa de pH estudada pH Selecionado
PAR: 1,57
CSPE 12,59 - 1,56 FEN: 10,66
CLOR: 12,03
PAR: 8,10
SWCNT- 12,00 - 2,40 FEN: 8,80
COOH/CSPE CLOR: 8,80

Através do estudo de variacdo do pH, observou-se que em pH abaixo de 5, 0s
sinais da clorfeniramina foram suprimidos, indicando auséncia de oxidacdo. O
paracetamol apresentou picos em todas as faixas de pH testadas, apresentando maiores
correntes de pico e melhor resolucdo de sinal em valores de pH mais acidos, quando
utilizado o eletrodo CSPE. Ja nos estudos com o eletrodo SWCNT-COOH/CSPE, o
paracetamol apresentou melhor resolucdo de sinal e maior corrente de pico em pH mais
béasicos (pH proximo a 8,00). Verificou-se neste estudo, que ndo seria viavel utilizar a
voltametria de pulso diferencial para determinar o paracetamol, ja que sua concentragdo
na célula contendo a amostra foi muito superior a dos outros analitos, e haveria a
saturacdo do eletrodo de trabalho durante a etapa de acumulacdo. Devido a isso, optou-
se por aplicar a técnica de voltametria de varredura linear como a ideal para a sua
quantificacdo. Neste estudo, também foi possivel observar a necessidade de se realizar
a quantificacdo da fenilefrina e da clorfeniramina de forma sequencial, ja que seus
potenciais de oxidacdo apresentam-se muito préximos, trazendo dificuldades no
momento da avaliacdo dos resultados. O pH que apresentou maiores valores de corrente
e melhores resolucdes de pico, no estudo com o eletrodo SWCNT-COOH/CSPE foi
definido como pH de trabalho nos estudos posteriores com os eletrodos MWCNT-
COOH/CSPE, PLLA-1S/rGO e GC.

Vale salientar, que a solucio de KCI 3 mol L, a principio utilizada como
eletrolito suporte, ndo mostrou melhora significativa na corrente e resolucao dos picos,

de modo que os estudos posteriores foram realizados na auséncia da mesma.
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5.1.2 Variacéo do potencial de acumulacao

Apos a otimizagdo do pH, estudou-se o potencial de acumulagdo para fenilefrina
e clorfeniramina na superficie do eletrodo de trabalho, previamente as determinacdes
por voltametria de pulso diferencial. Como comentado anteriormente, a concentragéo do
paracetamol na amostra € cerca de 100 vezes maior do que a concentragdo de fenilefrina
e clorfeniramina, de modo que ndo foi necesséria a etapa de acumulacdo para o
paracetamol.

As deposicOes de fenilefrina e clorfeniramina foram realizadas eletroliticamente,
aplicando-se um potencial constante (potencial de acumulacdo), durante um tempo
determinado (tempo de acumulagdo) e sob agitacdo da solucdo. Desta forma, o
transporte do analito a superficie do eletrodo acontece por difusdo e é sustentado por
conveccdo. Sob agitacdo, a espessura da camada de difusdo diminui e mantém-se
constante, ndo aumentando em direcdo ao seio da solucéo.>® Essa agitacdo deve ser feita
a velocidade constante e controlada com preciséo (aproximadamente 2000 rotacdes por
minuto).

O potencial de acumulacao foi variado de — 1,40 V a 0,65 V, em incrementos de
0,05 V, apresentando os resultados expostos na Tabela 4. As medidas foram realizadas

ja com pH otimizado, como descrito anteriormente.

Tabela 4. Resultados encontrados ap0s otimizacdo do potencial de acumulagéo.

Eletrodo Faixa Estudada de Ea (V) E. Selecionado (V)
PAR: - 0,15
CSPE -1,00- 0,50 FEN: - 1,00
CLOR: 0,50
FEN: - 1,25
SWCNT- -1,00-1,00
CLOR: -1,15
COOH/CSPE
FEN: - 0,95
MWCNT- -1,50-0,50
CLOR: -1,15
COOH/CSPE
FEN: - 0,05
PLLA-IS/rGO - 1,40-0,65
CLOR: - 0,95
FEN: 0,30
GC - 1,40-0,55
CLOR: - 1,40
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Os potenciais de acumulacdo, Ea., observados em cada um dos eletrodos com
diferentes al6tropos do carbono foram bastante distintos. No unico eletrodo em que o
paracetamol foi estudado, CSPE, o potencial que apresentou maior corrente de
resolugéo de pico foi um valor de potencial negativo. Para a fenilefrina, em todos os
eletrodos estudados, potenciais negativos apresentaram a melhor resolugcdo e maior
corrente de pico, exceto para o eletrodo GC. A clorfeniramina também apresentou
potencial com maior corrente de e melhor resolucdo de sinal negativo, exceto no
eletrodo de CSPE. Como o eletrodo de PLLA-IS/rGO é fabricado artesanalmente, a
unidade disposta para os estudos de otimizagdo do método acabou sendo obsoletada,
ndo sendo possivel obter uma nova unidade a tempo da aplicacdo do método proposto,
no eletrodo supracitado. Com isso, 0s seguintes voltamogramas expostos na Figura 14
ttm o intuito de demonstrar a efetividade do eletrodo PLLA-IS/rGO para a
quantificacdo de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, em amostras comerciais. A
Figura 14 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para as variacdes de
potencial de acumulacdo da fenilefrina, para Ea= — 0,05 V e da clorfeniramina, para E =
— 0,95 V, no eletrodo PLLA-IS/rGO. A fenilefrina apresentou potencial de pico em

aproximadamente 0,55 V e a clorfeniramina em aproximadamente 1,00 V.

clorfeniramina

\

20 pA 20 pA

fenilefrina

-0,5 0,0 0,5 10 15 0,0 05 1,0 15

E/V (vs. Ag/AgCl) E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 14. Voltamogramas de pulso diferencial. (A) fenilefrina, 2,4 x 10° mol L; E,=
- 0,05 V. (B) clorfeniramina, 1,3 x 10° mol L, E,= - 0,95 V. Para ambos 0s
solutos t,= 60 s, v = 0,12 V st e pH = 9,00, em presenca de amostra
comercial. Eletrodo de trabalho PLLA-IS/rGO.
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5.1.3 Variacéo do tempo de acumulagdo

O tempo de acumulagdo dos analitos na superficie do eletrodo de trabalho
influencia diretamente a sensibilidade do método. Apds a otimizagdo do potencial de
acumulacéao para os trés analitos, estudou-se o tempo de acumulacdo individualmente.

Foi possivel observar com o estudo da variacdo do tempo de acumulacdo que no
Unico eletrodo estudado para o paracetamol, CSPE, a corrente de pico apresentou
aumento em funcéo do tempo de acumulagéo utilizado, aumentando linearmente de 15 a
16 pA, até aproximadamente 80 segundos. A partir de 80 segundos, a inclinagdo da
curva diminui, mostrando que tempos maiores de acumulacdo ndo influenciaram tanto
na corrente de pico e, com isso, somente para 0 paracetamol, houve um processo efetivo
de adsorcdo, durante a etapa prévia de acumulagdo. Como mencionado anteriormente,
ndo estudou-se o tempo de acumulacdo para o paracetamol nos demais eletrodos, devido
a alta concentracéo de paracetamol na solucdo contendo a amostra, ndo sendo necessaria
a etapa prévia de acumulacao.

Verifica-se que para a fenilefrina, em nenhum dos eletrodos de trabalho
estudados houve um aumento significativo de sua corrente de pico, com o aumento do
tempo de acumulacdo, indicando que ndo ha adsorcdo deste analito na superficie do
eletrodo por eletrodeposicdo. Pelo contrario, com o eletrodo CSPE e, principalmente
com o eletrodo SWCNT-COOH/CSPE, houve um decréscimo na corrente, com 0
aumento do tempo de acumulagdo. No eletrodo de GC, houve aumento da corrente de
pico com aumento do tempo de acumulacdo, até 60 segundos. Apss, ndo houve
aumento significativo de corrente. Vale ressaltar, que para a fenilefrina, pode ndo ser
necessario utilizar-se tempo de acumulacdo para a sua determinacdo. No entanto, as
figuras de mérito posteriormente estudadas neste trabalho foram determinadas
utilizando-se o0s tempos de acumulacdo que apresentaram as maiores correntes e
melhores resolucdo de picos para a fenilefrina, em cada um dos eletrodos estudados.

Os resultados obtidos no estudo da variacdo do tempo de acumulacdo para a
clorfeniramina demonstram que, para todos os eletrodos de trabalho estudados, nao
houve aumento significativo de sua corrente de pico, com o aumento do tempo de
acumulacdo. Estes dados sugerem que a clorfeniramina também ndo apresenta adsor¢do
na superficie dos eletrodos estudados. Assim como a fenilefrina, houve decréscimo
significativo na corrente, com o aumento do tempo de acumulagéo, para os eletrodos de
CSPE e SWCNT-COOH/CSPE. No eletrodo GC, semelhantemente ao ocorrido com a
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fenilefrina, a corrente de pico aumentou com o aumento do tempo de acumulacéo até 60
segundos de acumulacdo. Para os demais eletrodos, 0 aumento do tempo de acumulagéo
ndo proporcionou aumento significativo de corrente de pico. Para a clorfeniramina,
também ndo se faria necessaria a utilizacdo de tempo de adsorcdo durante a etapa de
acumulacdo. Ainda assim, para a determinacdo das figuras de mérito posteriormente
estudadas, utilizou-se tempo de acumulacdo que apresentou maior corrente e melhor
resolucéo de pico para a clorfeniramina, em cada um dos eletrodos estudados.

A Tabela 5 indica as faixas de tempo de acumulagdo estudadas para cada
eletrodo de trabalho utilizado.

Tabela 5. Resultados obtidos apds otimizacéo do tempo de acumulacdo.

Eletrodo Faixa Estudada de ta (S)  ta Selecionado (S)
PAR: 200
CSPE 10 — 200 FEN: 80
CLOR: 10
FEN: 20
SWCNT- 10 -200
CLOR: 10
COOH/CSPE
FEN: 60
MWCNT- 0-180
CLOR: 60
COOH/CSPE
FEN: 60
PLLA-IS/rGO 0-180
CLOR: 60
FEN: 60
GC 0-200
CLOR: 30

A Figura 15 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 2,4 x
10° mol L de fenilefrina e 1,3 x 10° mol L de clorfeniramina, ambas com 60 segundos
de tempo de acumulacdo, utilizando-se o eletrodo PLLA-IS/rGO. A fenilefrina
apresentou potencial de pico em aproximadamente 0,95 V e a clorfeniramina em

aproximadamente 1,10 V.
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20 pA
20 A
clorfeniramina
fenilefrina
I T T T T T T T T ' [ T T T T T T T T
-0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 -0,5 0,0 0,5 1,0 15
E /V (vs Ag/AgCl) E /V (vs Ag/AgCl)

Figura 15. Voltamogramas de pulso diferencial para A) fenilefrina 2,4 x 10° mol L e
B) clorfeniramina 1,3 x 10° mol L2, Ea enilefrina) = - 0,05 V, Ea (clorfeniramina) =
- 0,95 V, ta (fenilefrina, clorfeniramina) = 60 S, V' (fenilefrina, clorfeniramina) = 0,12 V' s, pH
(fenilefrina, clorfeniramina) = 9,00, em presenca de amostra comercial. Eletrodo de
trabalho PLLA-IS/rGO.

5.1.4 Variacéo da velocidade de varredura

A variacdo da velocidade de varredura no perfil de um voltamograma é
comumente estudada para se obter parametros cinéticos e de reversibilidade do sistema
eletroquimico, assim como determinar se a corrente resultante dos processos do analito
com o eletrodo é limitado por difusdo ou por adsor¢éo.

Se por um lado, 0 aumento da velocidade de varredura dos potenciais diminui o
tempo de determinacdo, por outro lado, uma velocidade de varredura muito alta pode
resultar em distorcdo dos picos. Com isso, haveria uma perda de resolu¢do, de modo
gue ou nao havera registros de corrente em pontos importantes dos picos voltamétricos
(o que afetara as suas formas e defini¢des, no caso, altura e largura dos picos) ou, até

mesmo, esses picos poderdo ndo ser registrados.’®
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Na otimizacdo do parametro velocidade de varredura ideal para o paracetamol,
fenilefrina e clorfeniramina, a mesma foi variada de 5 a 120 m V s, em incrementos de

5e 10 mV s. Os resultados obtidos estdo expostos na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados encontrados ap6s a otimizacao da velocidade de varredura.

Eletrodo Faixa Estudada de v(mV s') v Selecionada (mV s%)

PAR: 0,11

CSPE 0,01-0,12 FEN: 0,12
CLOR: 0,12

PAR: 0,10

SWCNT- 0,005 - 0,12 FEN: 0,12
COOH/CSPE CLOR: 0,12
PAR: 0,12

MWCNT- 0,005 - 0,12 FEN: 0,09
COOH/CSPE CLOR: 0,10
PAR: 0,12

PLLA-IS/rGO 0,005 - 0,12 FEN: 0,09
CLOR: 0,10

PAR: 0,01

GC 0,005 - 0,12 FEN: 0,12
CLOR: 0,04

Pelo estudo da variacdo da velocidade de varredura, observou-se que para o
paracetamol, houve aumento de corrente com o aumento da velocidade de varredura (de
1,2 a 2,1 pA), nos eletrodos de CSPE e MWCNT-COOH/CSPE. Para o eletrodo GC, a
0 aumento da velocidade de varredura proporcionou aumento significativo de corrente
de pico. Entretanto, ndo foi possivel utilizar velocidades de varredura acima de 10 mV s
! devido a perda de resolugdo dos voltamogramas. Nos demais eletrodos, o aumento da
velocidade de varredura ndo proporcionou aumento significativo da corrente de pico.

A velocidade de varredura em relacdo a corrente de pico aumentou linearmente,
de 2 a 5 YA, no estudo da fenilefrina, com o eletrodo CSPE. O eletrodo SWCNT-
COOH/CSPE, também apresentou aumento linear, discreto, de 0,1 a 1,0 pA. Para o
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eletrodo de PLLA-IS/rGO, houve aumento significativo da corrente de pico com o
aumento da velocidade de varredura. O aumento da velocidade de varredura nos demais
eletrodos, ndo apresentou variagcoes significativas de corrente de pico.

A clorfeniramina apresentou aumento na sua corrente de pico, com 0 aumento da
velocidade de varredura, em todos os eletrodos em estudo. No eletrodo CSPE, de 2,0 a
6,0 LA, houve aumento significativo da corrente de pico. Para o eletrodo de MWCNT-
COOH/CSPE, houve aumento da corrente de pico, até 0,8 uA (80 mV s?), apds ndo
houve aumento significativo de corrente com o aumento da velocidade. No eletrodo de
CG, houve aumento da corrente de pico com aumento da velocidade de varredura, até
0,2 PA, e apo6s decrescimento significativo de corrente. Assim como para o
paracetamol, a velocidade de varredura utilizada ndo pdde ser maior que 40 mV s?,
devido a perda de resolucdo dos voltamogramas.

Dados da raiz quadrada das velocidades de varredura versus corrente de pico
foram obtidos para o paracetamol, em cada um dos eletrodos estudados, para definicdo
do processo predominante no transporte dos analitos. A relacdo linear da corrente de
pico em funcdo da raiz quadrada da velocidade define que os processos eletroquimicos
sdo controlados por difusdo. Em caso de ndo linearidade, é possivel dizer que o
processo adsortivo é predominante. Os dados obtidos para o paracetamol, lineares,
demonstram que o processo predominante, em solucdo aquosa contendo a amostra, para
todos os eletrodos em estudo é controlado por difusdo. A Figura 16 apresenta 0s
gréficos da raiz quadrada das velocidades de varredura versus corrente de pico para o

paracetamol, nos cinco eletrodos estudados.
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CSPE SWCNT-COOH/CSPE MWCNT-COOH/CSPE PLLA/IS-rGO GC

55x10°9 2 . 2 1 2 1 2
R =0,9915 R =0,9942 R =0,9919 R =0,9924

5,0x10°
4,5x10°

4,0x10° 1

< 3,5x10°

(=8 - 7 7 -

3,0x10° 1 i i

2,5x10°

2,0x10°

1,5x10° T T T T L L L L
0,102 0,3 0,1 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3 0,1 0,2 0,3 0,102 0,3

Vvs?

Figura 16. Graficos da corrente de pico vs. raiz quadrada da velocidade de varredura
para o paracetamol, nos eletrodos de CSPE, SWCNT-COOH/CSPE,
MWCNT-COOH/CSPE, PLLA-IS/rGO e GC.

A Figura 17 apresenta os voltamogramas de varredura linear e de pulso
diferencial obtidos para o paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, no eletrodo de
PLLA-IS/RGO, nas velocidades de 0,12, 0,09 e 0,10 V s*, respectivamente. O
paracetamol apresentou potencial de pico em aproximadamente 0,20 V. Ja a fenilefrina

em aproximadamente 0,75 V e a clorfeniramina em aproximadamente 0,90 V.
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Figura 17. Voltamogramas de varredura linear e de pulso diferencial para A)

paracetamol, 5,0 x 10* mol L?, B) fenilefrina, 2,4 x 10° mol L* e C)

C|0rfeniramina, 1,3 X 10-5 mOI L-l, \Y (paracetamol) = 0,12 V S-l, pH (paracetamol) =

8,00, Ea (fenilefrina) = - 0,05 V, Ea (clorfeniramina) = - 0,95 V, ta (fenilefrina, clorfeniramina)

=60 S, V (fenilefrinay = 0,09 V 5_1, V = (clorfeniramina) = 0,10 V 5-1, PH (fenilefrina,

clorfeniraming) = 9,00, em presenca de amostra comercial. Eletrodo de trabalho

PLLA-IS/rGO.

A Tabela 7 apresenta o resumo dos parametros estudados, para cada um dos

eletrodos de alétropos do carbono e seus respectivos valores selecionados para o

desenvolvimento dos métodos.
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Tabela 7. Parametros investigados por LV e DPV e seus respectivos resultados

otimizados para a determinacdo de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, nos

eletrodos estudados.

Eletrodo Parametro PAR FEN CLOR
pH 1,57 10,66 12,03
Ea (V) -0,15 -1,00 0,50
CSPE
ta (5) 200 80 10
v (VsT 0,11 0,12 0,12
pH 8,10 8,80 8,80
SWCNT- Ea (V) - -1,25 -1,15
COOH/CSPE ta (5) - 20 10
V (Vs 0,10 0,12 0,12
pH 8,10 8,80 8,80
Ea (V) - - 0,95 -1,15
MWCNT-
ta (5) - 60 60
COOH/CSPE
V (Vs 0,12 0,09 0,10
pH 8,10 8,80 8,80
PLLA-IS/rGO Ea (V) - - 0,05 -0,95
ta (5) - 60 60
V (Vs 0,12 0,09 0,10
pH 8,10 8,80 8,80
Ea (V - 0,30 - 1,40
GC (V)
ta (5) - 60 30
V (VD 0,01 0,12 0,04

5.1.5 Estudo da reversibilidade

A técnica de voltametria ciclica possibilita o estudo da reversibilidade do

sistema eletroquimico. Utilizando-se o0s parametros previamente otimizados, 0s

seguintes voltamogramas ciclicos foram obtidos, nas células contendo as amostras,

expostos nas Figuras 18, 19 e 20, para o paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina,

respectivamente.
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—— CSPE

—— SWCNT-CSPE
—— MWCNT-CSPE
— GC

400 p A
* Paracetamol

-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15

E/V (vs. Ag / AgCl)

Figura 18. Voltamogramas ciclicos para o paracetamol (CSPE, SWCNT-COOH/CSPE,
MWCNT-COOH/CSPE: 4,7 x 10 mol L, PLLA-IS/rGO e GC: 9,9 x 10*
mol L) em agua, tamp&o fosfato e aliquotas de amostras comerciais, nos
eletrodos estudados. pH 8, v=0,12 V s™,

—— CSPE

— SWCNT-CSPE
—— MWCNT-CSPE
—GC

200 p A

Fenilefrina

E/V (vs. Ag/ AgCl)

Figura 19. Voltamogramas ciclicos para a fenilefrina (CSPE, SWCNT-COOH/CSPE,
MWCNT-COOH/CSPE: 2,6 x 10* mol L, PLLA-IS/rGO e GC: 4,7 x 10°
mol L), em agua, tampao fosfato e aliquotas de amostras comerciais, nos
eletrodos estudados. pH =9, v=0,12 V s,
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—— CSPE

— SWCNT-CSPE
— MWCNT-CSPE
—GC

200 p A

-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 15
E/V (vs. Ag/ AgCl)

Figura 20. Voltamogramas ciclicos para a clorfeniramina (CSPE, SWCNT-
COOH/CSPE, MWCNT-COOH/CSPE: 1,3 x 10 mol L?, PLLA-IS/rGO e
GC: 2,7 x 10®° mol L'1), em agua, tampdo fosfato e aliquotas de amostras

comerciais, em eletrodos estudados. pH =9, v=0,12 V s,

Através dos voltamogramas ciclicos apresentados nas Figuras 18, 19 e 20
observa-se que o paracetamol apresenta reversibilidade em solucdo, enquanto a
fenilefrina e a clorfeniramina apresentaram irreversibilidade, para os todos os eletrodos
estudados, ndo apresentando picos de oxidacdo no sentido da reducdo. O paracetamol
apresentou pico de oxidacdo em aproximadamente 0,70 V no eletrodo de CSPE, em
0,40 V no eletrodo de SWCNT-COOH/CSPE, em 1,00 V em eletrodo de MWCNT-
COOH/CSPE e em 1,10 V em eletrodo de GC. A fenilefrina apresentou pico de
oxidacao, em eletrodo de CSPE, em aproximadamente 0,55 V, em 0,20 V no eletrodo
de SWCNT-COOH/CSPE, em eletrodo MWCNT-COOH/CSPE em 0,45 V e em
eletrodo de GC, 0,55 V. No eletrodo de CSPE, a clorfeniramina apresentou pico de
oxidacdo em aproximadamente 0,55 V, em 0,70 V em eletrodo SWCNT-COOH/CSPE,
em eletrodo MWCNT-COOH/CSPE em aproximadamente 0,80 V e em 0.85 V em
eletrodo de GC. Os comportamentos de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina
mantiveram-se iguais nos estudos de reversibilidade para as demais amostras comerciais

farmacéuticas, estando em conformidade com estudos reportados na literatura, "%
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5.2  Validacao do Método Analitico
Apds a otimizacdo dos pardmetros experimentais, algumas figuras de mérito

foram estudadas, demonstradas a seguir.

5.2.1 Preciséo e Linearidade

A precisdo dos métodos foi determinada a partir do desvio padrdo relativo das
correntes de pico, para os eletrodos CSPE, SWCNT-COOH/CSPE e MWCNT-
COOH/CSPE 5,82 x 102 mol L™ de paracetamol, 2,46 x 10° mol L de fenilefrina e
1,27 x 10 mol L de clorfeniramina, e para o eletrodo GC, 5,96 x 10° mol L? de
paracetamol, 3,21 x 102 mol L de fenilefrina e 1,64 x 102 mol L de clorfeniramina,
na célula. Para cada um dos analitos, sempre foi utilizado um nimero de medidas, n =

3. Os resultados obtidos estdo expostos na Tabela 8.

Tabela 8. Desvios-padrdo obtidos pelos métodos propostos para paracetamol (PAR),

fenilefrina (FEN) e clorfeniramina (CLOR), nos eletrodos em estudo.

Eletrodo PAR (%) FEN (%) CLOR (%)
CSPE <3 <1 <5
SWCNT-COOH/CSPE <2 <4 <2
MWCNT-COOH/CSPE <3 <1 <5
GC <1 <2 <10

A linearidade foi determinada através da obtencdo das curvas analiticas de
adicdo de padrédo individuais de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, em triplicata,
tendo como parametro um coeficiente de determinacdo, R?, de 0,99. Percebe-se, pela
Tabela 9, que os limites superiores da linearidade foram, de forma geral, menores no
eletrodo de carbono vitreo (GC) do que nos eletrodos impressos (SPEs), provavelmente
pelo fato do GC apresentar um didmetro de 3 mm e os SPEs, 4 mm e,

consequentemente, areas geométricas de cerca de 7 e 13 mm?, respectivamente.
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Tabela 9. Linearidades obtidas pelo método proposto para paracetamol, fenilefrina e

clorfeniramina, nos eletrodos em estudo.

Eletrodo PAR (mol L) FEN(molL?') CLOR (molL%)
CSPE 1,34 x 102 1,72 x 10 1,05 x 10
SWCNT-COOH/CSPE 1,34 x 10 1,72 x 10 1,05 x 10
MWCNT-COOH/CSPE 1,34 x 10 1,72 x 10 1,05 x 10
GC 2,42 x 103 1,38 x 10* 6,53 x 10

5.2.2 Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacéo (LQ)

Os termos limite de quantificacdo (LQ) e limite de deteccdo (LD) séo utilizados
para demonstrar a capacidade do método em quantificar/detectar baixas concentracées
de um analito.®®

O limite de deteccéo é definido como a menor concentracdo de um analito que o
método é capaz de diferenciar de forma confiavel do ruido de fundo. E importante
perceber que esta concentracdo € detectada com seguranca, mas ndo pode ser
quantificada.®® O limite de quantificacdo é definido como a menor concentragdo do
analito de interesse em uma amostra, que pode ser quantitativamente determinado com
valores aceitaveis de precisdo e exatiddo. O LD foi obtido multiplicando-se o desvio
padrdo das correntes de pico do branco por 3, e o resultado foi dividido pela inclinacao
da reta da curva analitica. O LQ foi obtido multiplicando-se o desvio padrdo das
correntes de pico do branco por 10, e o resultado foi dividido pela inclinacdo da reta da
curva analitica. Os valores de LD e LQ, em mol L™ para os analitos encontram-se na
Tabela 10.

44



Tabela 10. Limites de Deteccdo (LD) e de Quantificacdo (LQ), para paracetamol,
clorfeniramina e fenilefrina, por voltametria LV e DPV.

PAR FEN CLOR
Eletrodo
LD/LQ (mol L?) LD/LQ (mol L) LD/LQ (mol L™
CSPE 583x10°/196x 105 252x10°/8,39x10° 6,62 10°/2,21x 10°
SWENT- 136x109/452x10°  315x10°/6,05X10° g3y 10%/2,31 x 10°
COOH/CSPE
MWCNT- 230x10°/7,66x10° 160x10°/532x10° 476 x10°/150 x 10°
COOH/CSPE
GC 181x10°/542x10° 141x10°/447x10° 1,11x10°/3,60 x 10°

Observa-se, que os LDs para paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina
mantiveram-se semelhantes em todos os eletrodos estudados, sendo 0os menores LDs
para o paracetamol encontrados nos eletrodos SWCNT-COOH/CSPE e GC. Para a
fenilefrina, o eletrodo MWCNT-COOH/CSPE apresentou o menor valor de LDs e o
eletrodo GC apresentou 0 menor LD para a clorfeniramina. Os valores de LD e LQ
encontrados, para paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, foram considerados
satisfatorios para a quantificacdo dos analitos em solucdo aquosa contendo amostras

comerciais.

5.2.3 Exatidao e aplicacdo em amostras comerciais

Para a determinacdo da concentracdo de paracetamol, fenilefrina e
clorfeniramina em quatro amostras comerciais em solucdo aquosa, a célula voltamétrica,
contendo 10 mL de agua com pH ideal para a determinacdo de cada analito,
separadamente, foi adicionada uma certa aliquota de amostra, dependendo do eletrodo
utilizado. Em seguida, voltamogramas lineares e de pulso diferencial, respectivamente,
foram obtidos para paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, em triplicatas, sendo cada
analise uma célula diferente.

Apos as leituras das intensidades de corrente de pico geradas pelas amostras,
foram realizadas cinco adicdes crescentes de padrdo de paracetamol, fenilefrina e
clorfeniramina, nos eletrodos CSPE, SWCNT-COOH/CSPE, MWCNT-COOH/CSPE e
GC.

De acordo com as Tabelas 11, 12, 13 e 14, a primeira coluna apresenta a

concentracdo encontrada no rétulo das amostras comerciais, sendo as recuperagdes

45



encontradas pelo método de adicdo de padréo de 91,34 a 108,18% para o paracetamol,
95,56 a 106,87% para a fenilefrina e de 90,82 a 107,07% para a clorfeniramina, sendo
consideradas quantitativas, pois se encontram dentro da faixa estabelecida pelos
compéndios oficiais para os analitos em solugdes orais (90 a 110%).818283

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperacdo em
solugdes contendo amostras comerciais, das concentrages dos analitos, segundo as
Tabelas 11, 12, 13 e 14. A Tabela 15 apresenta os resultados obtidos, em mg g* para
amostras comerciais em saché e em mg compr?® para amostras comerciais em
comprimidos, na determinacdo sequencial de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina

em amostras comerciais, pelos métodos propostos de LV e DPV.

Tabela 11. Determinacgdes e recuperagdes de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina

em amostras comerciais, em eletrodo CSPE. n = 3.
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Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Conc. adic. (mol L?) 0 2,43x10° 0 2,43x107 0 2,43x107 0 2,43x1073
PAR Conc. enc. (mol L?) 1,52x10%+0,01 3,78x10%+0,02 7,78x10+0,01 3,25x10%+0,02 6,17x10°+0,01 8,88x10+0,02 1,14x10£0,03 2,32x10%+0,03
Recuperacado (%) - 97,17 - 102,20 - 105,84 - 91,34
Conc. adic. (mol L?) 0 3,56x10° 0 3,56x10° 0 3,56x10° 0 3,56x10°
FEN Conc. enc. (mol L) 1,56x105+0,02 5,20x105+0,03 3,55x105+0,01 7,01x105+0,01 2,56x105+0,03 6,06x105+0,02 5,43x10%+0,03 4,02x10+0,03
Recuperacado (%) - 101,56 - 99,01 - 99,02 - 97,81
Conc. adic. (mol L?) 0 1,83x10° 0 1,83x10° 0 1,83x10° 0 1,83x10°
CLOR Conc. enc. (mol L) 1,92x10°+0,01 3,63x10°+0,03 8,16x107+0,01 1,91x10°+0,01 1,18x10°+0,03 1,88x10°+0,01 2,67x105+0,02 2,06x10°+0,01
Recuperacéo (%) - 97,32 - 104,37 - 96,41 - 98,10

Tabela 12. DeterminacGes e recuperacdes de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina em amostras comerciais, em eletrodo SWCNT-

COOH/CSPE. n=3

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Conc. adic. (mol L) 0 2,43x10°® 0 2,43x10°® 0 2,43x10°° 0 2,43x10°°
PAR Conc. enc. (mol L?) 1,50x10%+0,02 1,76x10%+0,03 1,60x10+0,01 3,99x10°+0,02 2,27x10°+0,01 4,52x10+0,02 4,98x10°+0,01 7,19x103+0,02
Recuperacéo (%) - 104,42 - 100,50 - 97,84 - 99,31
Conc. adic. (mol L) 0 3,56x10° 0 3,56x10° 0 3,56x10° 0 3,56x10°
FEN Conc. enc. (mol L?) 2,72x1075+0,02 6,11x105+0,02 3,98x105+0,02 7,50x10°+0,03  3,18x105+0,01 6,64x105+0,02 5,92x106+0,03 4,20x105+0,02
Recuperacéo (%) - 97,60 - 99,87 - 98,81 - 101,20
Conc. adic. (mol L?) 0 1,83x10° 0 1,83x10° 0 1,83x10° 0 1,83x10°
CLOR Conc. enc. (mol L?) 5,37x106+0,01 2,44x10°+0,01 4,17x105+0,01 5,87x10°+0,03  6,19x10°+0,01 7,72x105+0,01 2,70x105+0,03 4,29x105+0,02
Recuperacéo (%) 103,39 - 98,48 - 96,86 - 95,12
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Tabela 13. Determinagdes
COOH/CSPE. n = 3.

e recuperacOes de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina em amostras comerciais, em eletrodo MWCNT-

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Conc. adic. (mol L?) 0 2,43x10° 0 2,43x107 0 2,43x107 0] 2,43x10°°
PAR  Conc.enc. (mol L)  4,24x10°+0,01  6,89x10°+0,01  3,13x10°%t0,03 5,05x10°+0,01 3,98x10“+0,01  2,59x10°+0,03 9,09x10°+0,01  1,20x102+0,01
Recuperacéo (%) - 105,67 - 92,66 - 92,17 - 107,14
Conc. adic. (mol L?) 0 3,56x10° 0 3,56x10° 0 3,56x10° 0 3,56x10°
FEN Conc. enc. (mol L) 3,45x10%+0,02  4,20x10°+0,03  5,88x10°+0,02 8,98x10°+0,02 1,67x10°t0,01  5,35x105+0,02 6,25x105+0,02  9,43x105+0,02
Recuperacéo (%) - 106,87 - 95,63 - 102,49 - 96,62
Conc. adic. (mol L?) 0 1,83x10° 0 1,83x10° 0 1,83x10° 0 1,83x10°
CLOR Conc.enc. (mol LY  9,22x10°+0,02  9,99x10°+0,04  3,00x10%+0,04  3,22x10%+0,03 3,13x10°+0,02  2,26x105+0,02 4,15x10°+0,05  5,63x105+0,02
Recuperacéo (%) - 90,82 - 101,90 - 105,61 - 94,78

Tabela 14. Determinacdes e recuperacoes de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina em amostras comerciais, em eletrodo GC. n =3

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
Conc. adic. (mol L) 0 4,97x10* 0 4,97x10* 0 4,97x10* 0 4,97x10*
PAR Conc. enc. (mol L?) 6,00x10-+0,01 1,16x10%+0,02 2,22x10+0,02 7,25x10%+0,03  2,33x10%+0,03  7,22x10“+0,01  6,06x10“+0,02  1,19x103+0,04
Recuperacéo (%) - 106,42 - 100,97 - 99,18 - 108,18
Conc. adic. (mol L) 0 2,37x10° 0 2,37x10° 0 2,37x10° 0 2,37x10°
FEN Conc. enc. (mol L?) 2,86x10°+0,04 5,26x10°+0,03 4,62x10+0,03 2,52x10°+0,04  4,62x10°+0,04  6,83x10°+0,03  7,58x10°+0,02  9,46x105+0,02
Recuperacéo (%) - 100,96 - 105,88 - 98,13 - 95,56
Conc. adic. (mol L?) 0 1,34x10° 0 1,34x10° 0 1,34x10° 0 1,34x10°
CLOR Conc. enc. (mol L?) 6,42x10+0,03 2,12x10°+0,01 6,99x106+0,05 2,00x10°+0,01  5,26x10°+0,05 1,78x10°+0,03  5,20x10+0,04  1,96x10°+0,05
Recuperacao (%) - 107,07 - 98,04 - 95,19 - 105,38
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Tabela 15. Resultados obtidos na determinacdo sequencial de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, em formulagdes farmacéuticas

antigripais, por LV e DPV, em cada um dos eletrodos estudados.

Eletrodo Valor Tabelado (mg g* Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4
/ mg compr) (mg g?) (mg g?) (mg g?) (mg compr)
CSPE 77,74 81,76 84,67 365,36
SWCNT-COOH/CSPE 83,54 80,40 78,27 397,24
PAR MWCNT-COOH/CSPE 80,00/400.00 84,54 74,13 73,74 428,56
GC 85,14 80,78 79,34 432,72
CSPE 0,81 0,79 0,79 3,91
FEN SWCNT-COOH/CSPE 0,78 0,80 0,79 4,05
MWCNT-COOH/CSPE 0.8074,00 0,85 0,77 0,82 3,86
GC 0,81 0,85 0,79 3,82
CSPE 0,78 0,83 0,77 3,92
CLOR SWCNT-COOH/CSPE 0,83 0,79 0,77 3,80
MWCNT-COOH/CSPE 0.8074,00 0,73 0,82 0,84 3,79
GC 0,86 0,78 0,76 4,22
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Os resultados obtidos mediante voltametria linear e voltametria de pulso
diferencial foram comparados com os valores contidos nos rétulos das amostras
avaliadas, sendo esses tomados como verdadeiros. O valor do rétulo foi determinado
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia, como descrito no compéndio oficial,
sendo os resultados obtidos por LV e DPV ndo estatisticamente diferentes segundo o
teste t-student, com nivel de confianca de 95%, para os analitos. Os valores obtidos
foram considerados dentro da faixa de aceitacdo quantitativa do método expostos nos
compéndios oficiais (90 a 110%).818283

As Figuras 21, 22 e 23 apresentam os voltamogramas lineares e de pulso
diferencial, para o paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, respectivamente, e suas
curvas analiticas, obtidos através do meétodo de adicdo de padrdo, para amostras
antigripais comerciais, em eletrodo CSPE.
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| y=46,14x+71,15_
R® = 0,9946
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200 g A

THA
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T T — ———TT
0,0 0,5 1,0 1,5 0 2 4 6 8 10 12

E/V (vs. Ag / AgCl) [PAR]/ mmol L™

Figura 21. Voltamogramas lineares para o paracetamol em agua, tampdo fosfato e
aliquota de amostras comerciais em eletrodo CSPE. Paracetamol (a..f):
2,43 x10%a 1,15 102 mol L. Curva de adi¢do padréo de paracetamol: pH
1,57,v=0,11Vs™
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Figura 22. Voltamogramas de pulso diferencial para a fenilefrina em agua, tampéo
fosfato e aliquota de amostras comerciais em CSPE. Fenilefrina (a..f): 3,56
x 10®° a 1,72 x 10* mol L. Curva de adicdo padrdo de fenilefrina: pH =
10,66, Ea=- 1,00V, t,=80s,v=0,12V s™.
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Figura 23. Voltamogramas de pulso diferencial para a clorfeniramina, em agua, tampao
fosfato e aliquota de amostras comerciais em eletrodo CSPE.
Clorfeniramina (a..f): 1,83 x 10®° a 8,84 x 10° mol L. Curva de adicéo
padréo de clorfeniramina: pH = 12,03, E,= 0,50 V, ta=10s,v=10,12 V s,
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O método proposto mostrou-se satisfatorio para a determinacdo de paracetamol,
fenilefrina e clorfeniramina, nas condigdes otimizadas previamente, em amostras
comerciais, utilizando-se o eletrodo CSPE. As curvas analiticas apresentaram
coeficientes de determinacdo superiores a 0,99. O paracetamol apresentou pico de
oxidag&o em aproximadamente +0,30 V, havendo um leve deslocamento no seu pico de
oxidacdo com as adigdes (a..f). Ja a fenilefrina e a clorfeniramina mantiveram-se
estaveis em relacdo aos seus picos de oxidacdo, 0,60 e 0,15 V, respectivamente.

As Figuras 24, 25 e 26 apresentam o0s voltamogramas de varredura linear e de
pulso diferencial obtidos com o emprego do método de adicdo de padrdo, para o
paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, respectivamente, e suas curvas analiticas, para

amostras farmacéuticas comerciais, utilizando-se o eletrodo SWCNT-COOH/CSPE.

554 y = 2,838x + 0,215
f 1 R*=0,9936
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a <
3
o

a
00 o5 10 470 2 4 6 8 10 12
E/V (vs. Ag / AgCl) [PAR]/ mmol L™

Figura 24. Voltamogramas de varredura linear para o paracetamol em agua, tampao
fosfato e aliquotas de amostras comerciais, em eletrodo SWCNT-
COOH/CSPE. Paracetamol (a..f): 2,43 x 102 a 1,15 10 mol L. Curva de
adicéo padréo de paracetamol: pH 1,57, v=0,10 V s,

52
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Figura 25. Voltamogramas de pulso diferencial para a fenilefrina em agua, tampéo
fosfato e aliquotas de amostras comerciais, em eletrodo SWCNT-
COOH/CSPE. Fenilefrina (a..f): 3,56 x 10°a 1,72 x 10* mol L. Curva de
adicdo padrdo de fenilefrina: pH = 10,66, Ea=- 1,25V, ta=20s, v =0,12
Vst

1,6 o
y =0,014x + 0,081

| ]
R’ = 0,9968

1,4 -

Ip/uA

—_—

T T 1 Ox

/ T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 (0] 20 40 60 80 100

E/V (vs. Ag / AgCl) [CLOR]/p mol L™

Figura 26. Voltamogramas de pulso diferencial para a clorfeniramina em agua, tampéo
fosfato e aliquotas de amostras comerciais, em eletrodo SWCNT-
COOH/CSPE. Clorfeniramina (a..f): 1,83 x 10° a 8,84 x 10°mol L™ Curva
de adicéo padrdo de clorfeniramina: pH = 12,03, Ea=- 1,15V, t.=10s,v =
0,12 Vst
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O método proposto mostrou-se satisfatorio para a determinacdo de paracetamol,
fenilefrina e clorfeniramina, nas condigdes otimizadas previamente, em amostras
comerciais, utilizando-se o eletrodo SWCNT-COOH/CSPE. As curvas analiticas
apresentaram coeficientes de determinacéo superiores a 0,99. O paracetamol apresentou
pico de oxidagdo em aproximadamente 0,25 V, havendo um leve deslocamento no seu
pico de oxidagdo com as adigdes (a..f). Ja a fenilefrina e a clorfeniramina mantiveram-se
estaveis em relacdo aos seus picos de oxidacdo, 0,60 e 0,15 V, respectivamente,
comportamento igualmente obtido no eletrodo CSPE.

As Figuras 27, 28 e 29 apresentam 0s voltamogramas de varredura linear e de
pulso diferencial para o paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, utilizando-se eletrodo
MWCNT-COOH/CSPE.

250
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Figura 27. Voltamogramas de varredura linear para o paracetamol em agua, tampao
fosfato e aliquotas de amostras comerciais, em eletrodo MWCNT-
COOH/CSPE. Paracetamol (a..f): 2,43 x 102 a 1,15 10 mol L%, Curva de
adicéo padréo de paracetamol: pH 8,0, v=10,12 V s,
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Figura 28. Voltamogramas de pulso diferencial para a fenilefrina em agua, tampéo

fosfato e aliquotas de amostras comerciais, em eletrodo MWCNT-
COOH/CSPE. Fenilefrina (a..f): 3,56 x 10°a 1,72 x 10* mol L. Curva de
adicdo padrdo de fenilefrina: pH = 9,0, Ea=- 0,95 V,ta =605, v=0,09 V
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Figura 29. Voltamogramas de pulso diferencial para a clorfeniramina em agua, tampéo

fosfato e aliquotas de amostras comerciais, em eletrodo MWCNT-
COOH/CSPE. Clorfeniramina (a..f): 1,83 x 10° a 8,84 x 10°mol L. Curva

de adicdo padrdo de clorfeniramina: pH =
0,10 Vs,

9,0,Ea=-115V,ta=60s,Vv=
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O método proposto mostrou-se satisfatorio para a determinacdo de paracetamol,
fenilefrina e clorfeniramina, nas condigdes otimizadas previamente, em amostras
comerciais, utilizando-se o eletrodo MWCNT-COOH/CSPE. As curvas analiticas
apresentaram coeficientes de determinacéo superiores a 0,99. O paracetamol apresentou
pico de oxidacdo em aproximadamente 0,30 V, havendo deslocamento no seu pico de
oxidacdo com as adigdes (a..f). Ja a fenilefrina e a clorfeniramina mantiveram-se
estaveis em relacdo aos seus picos de oxidacdo, 0,55 e 0,15 V, respectivamente,
comportamento igualmente obtido no eletrodo CSPE. O estudo de pH desenvolvido
para esse eletrodo possibilitou melhor execucdo da anélise, ja que a faixa de pH dos trés
analitos manteve-se em escala semelhante (basica), otimizando o processo de acerte de
pH no preparo das solucdes.

As Figuras 30, 31 e 32 apresentam o0s voltamogramas de varredura linear e de
pulso diferencial para o paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, utilizando-se eletrodo
GC, obtidos atraves do método de adicdo de padrdo, de amostras comerciais

farmacéuticas.
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Figura 30. Voltamogramas de varredura linear para o paracetamol em &gua, tampao
fosfato e aliquotas de amostras comerciais, em eletrodo GC. Paracetamol
(a.f): 4,97 x 10* a 2,42 x 10° mol L. Curva de adicio padrdo de
paracetamol: pH 8,0, v=0,01 V s™.
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Figura 31. Voltamogramas de pulso diferencial para a fenilefrina em agua, tampéo

fosfato e aliquotas de amostras comerciais, em eletrodo GC. Fenilefrina
(a.f): 2,37 x 10° a 1,16 x 10* mol L. Curva de adicdo padrdo de
fenilefrina: pH =9,0, Eq=0,30 V, t4=60s,v=0,12 V s™.
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Figura 32. Voltamogramas de pulso diferencial para a clorfeniramina em agua, tampéo

fosfato e aliquotas de amostras comerciais,

em eletrodo GC. Clorfeniramina

(a.f): 1,34 x 10° a 6,53 x 10° mol L. Curva de adicdo padrio de
clorfeniramina: pH =9,0, E4=-1,40 V, t4=30s,v=0,04 V s™.
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O método para a determinacdo de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, nas
condigdes otimizadas previamente, em amostras comerciais, utilizando-se o eletrodo
GC mostrou-se satisfatério. As curvas analiticas apresentaram coeficientes de
determinagdo superiores a 0,99. O paracetamol apresentou pico de oxidacdo em
aproximadamente - 0,30 V, havendo um leve deslocamento no seu pico de oxidacao
com as adi¢des (a..f). Ja a fenilefrina e a clorfeniramina mantiveram-se estaveis em
relacdo aos seus picos de oxidacdo, 0,50 e 0,85 V, respectivamente, sendo o potencial
de pico de oxidacdo da fenilefrina o Unico que manteve-se estavel em todos os
eletrodos. Também no eletrodo de GC, a faixa de pH dos trés analitos semelhante
otimizou o processo de acerte de pH das solugdes.

O método de adicdo de padréo apresentou-se adequado para a quantificacdo dos
analitos, em amostras comerciais, ja que a determinacdo ocorreu em solu¢do aquosa.
Apesar de ndo ser possivel realizar a quantificacdo de paracetamol, fenilefrina e
clorfeniramina simultaneamente (devido interferéncias entre os trés analitos e aos
demais excipientes contidos nas formulagdes farmacéuticas), a determinagdo sequencial
na mesma célula mostrou-se viavel devido a facilidade de sua preparacdo, isentas de
solventes toxicos e da menor complexidade da instrumentacéo.

Os resultados obtidos neste trabalho, para a quantificacdo de paracetamol,
fenilefrina e clorfeniramina, estdo em concordancia com trabalhos ja publicados,
utilizando-se as técnicas de referéncia indicadas pelos compéndios oficiais.?*8° N&o foi
possivel obter-se voltamogramas simultaneos dos analitos, devido ao fato de o
paracetamol apresentar-se em concentracdo bem maior em relacdo a fenilefrina e a
clorfeniramina, sendo necessario utilizar-se uma técnica diferente para a quantificacdo
do paracetamol. Além disso, o potencial de pico da fenilefrina e da clorfeniramina sao
muitos proximos, sendo uma leve variacdo no pH crucial para a determinacdo de ambos.
A sensibilidade do método mostrou-se maior para a quantificacdo do paracetamol, em
solucdo aquosa, devido ao fato de este analito apresentar-se em maior concentracao.
Ainda assim, foi possivel obter-se facilmente as concentracdes de fenilefrina e
clorfeniramina, com valores de LD e LQ satisfatérios. De modo geral, 0 método de
adicdo de padrdo apresentou-se como uma boa alternativa as analises de referéncia,
devido a diminuicdo do tempo de analise, mesmo quando necessérias diferentes faixas
de pH. Além disso, o tempo necessario para a aquisi¢do dos resultados é muito menor.

O viés ecolégico também esteve presente no método proposto, com a isengdo de

58



solventes toxicos e de dificil descarte ou purificagdo, assunto que tange o aspecto
financeiro.

5.4  Comparacao de custos e tempo de analise

Foram realizadas as avaliagdes comparativas de custos das duas técnicas: a de
referéncia (cromatografia liquida de alta eficiéncia) e a proposta neste trabalho
(voltametria de varredura linear e de pulso diferencial, empregando eletrodos alétropos
do carbono). O custo aproximado dos equipamentos e reagentes necessarios para a
implementacéo de cada uma das técnicas estd exposto na Tabela 16. A fonte de consulta

dos valores foi cotacdo realizada diretamente com o fornecedor.
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Tabela 16. Custo comparativo de materiais e reagentes para a cromatografia liquida de

alta eficiéncia e a voltametria linear e de pulso diferencial, utilizando eletrodos CSPE,
SWCNT-COOH/CSPE, MWCNT-COOH/CSPE e GC.

Cromatografia Liquida de Alta

Voltametria Linear e de Pulso

Eficiéncia Diferencial
Materiais e Reagentes Custo (R$) Materiais e Reagentes Custo (R$)
Cromatdgrafo liquido de  243.770,06 Potenciostato 60.000,00
alta eficiéncia
Metanol (4L) Eletrodo impresso (caixa 1.589,36
com 75 unidades)

Acetonitrila (4L) Eletrodo de carbono Vitreo 430,00

Padréo de referéncia Eletrodo de Referéncia 400,00
paracetamol
Padréo de referéncia Contra-Eletrodo 2.000,00
cloridrato de fenilefrina
Padrdo de referéncia Fosfato de Potassio (para 29,90
maleato de clorfeniramina tampdes) (1 Kg)
Padréo de referéncia 2.000,00
paracetamol
Padréo de referéncia 1.600,00
cloridrato de fenilefrina
Padréo de referéncia 2.500,00
maleato de clorfeniramina
Total 250.064,60 Total 70.579,26

O custo total apresentado é o valor minimo necessario para implantar cada uma

das técnicas para a quantificacdo de paracetamol, fenilefrina e clorfeniramina, em

amostras comerciais farmacéuticas. Nesta tabela, ndo foi contabilizada a variavel tempo

de analise, porém, a mesma apresentou-se significativamente menor pelo método

proposto em relacdo ao método referéncia, pois a aquisicdo dos dados do potenciostato

pelo software pode chegar a ser 5 vezes mais rapida do que em relagdo ao cromatégrafo,

mesmo ndo sendo possivel determinar os ativos simultaneamente. Salienta-se que o
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método cromatografico apresenta a automatizacdo, sendo necessaria a presenca de
analista apenas no preparo das amostras. A voltametria, neste caso, apresenta a
necessidade da operagdo minuto a minuto de um analista. Ainda assim, a hora técnica
do analista pode ser trés vezes menor em relacdo a técnica referéncia. Os eletrodos
impressos sdo comercializados, comumente, como descartaveis, porém, na pratica,
utilizando-se os métodos voltamétricos por adicdo de padréo, foi possivel utilizar cada
um dos eletrodos impressos, tanto CSPE, SWCNT-COOH/CSPE e MWCNT-
COOH/CSPE para a andlise de pelo menos 4 lotes de amostras comerciais. Ressalta-se
ainda, ndo ser necessaria a utilizacao de solventes diferentes da 4gua, para o preparo dos
padrfes e das amostras comerciais, diminuindo ainda mais o custo de anélise, ndo sendo

preciso empregar técnicas de purificacdo ou entdo, gasto com tratamento de residuos
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6 CONCLUSOES

Desenvolveu-se métodos voltamétricos baseados em varredura linear dos
potenciais para a quantificacdo de paracetamol e de pulsos de potenciais para a
quantificacdo de fenilefrina e clorfeniramina, em amostras farmacéuticas comerciais em
solucdo aquosa, utilizando-se diferentes eletrodos alétropos do carbono. Foram obtidas
recuperacdes entre 90,00 a 109,00%, das concentragfes indicadas nos rotulos das
amostras comerciais do método proposto. A auséncia de automacao apresenta-se como
dificuldade no momento da inclusdo da técnica na rotina industrial, porém a reducéao
significativa das variaveis tempo e custo de analise, em relacdo ao método de referéncia,
a longo prazo, proporcionam ganhos no @mbito geral da industria.

Devido ao fato de as formulagbes farmacéuticas antigripais apresentarem um
grande nimero de excipientes e juntamente a isso, 0 pH acido caracteristico dos
proprios analitos, o0 método proposto utilizando-se os eletrodos SWCNT-COOH/CSPE,
MWCNT-COOH/CSPE e GC permitiram otimizacdo no acerte do pH das solucdes
estudadas, ja que as mesmas encontraram-se em faixas de pH prdéximas, contribuindo
para a diminuicdo do tempo de analise. Nos estudos utilizando-se o eletrodo CSPE, o
acerte do pH das solucbes apresentou-se como maior dificuldade, porém os mesmos
apresentaram efetividade das quantificacbes dos analitos e, ainda assim, a variavel
tempo apresentou-se menor em relacdo a técnica de referéncia.

Em linhas gerais, todos os eletrodos alotropos do carbono testados
demonstraram-se efetivos para a quantificacdo de paracetamol, fenilefrina e
clorfeniramina, em solucdo aquosa. Os eletrodos impressos apresentaram maior
facilidade na montagem do aparato, devido sua configuracdo em unico suporte, que
otimiza e diminui a analise em si. Porém, o eletrodo GC proporcionou 0S menores
valores de LD e LQ para a fenilefrina e a clorfeniramina.

Além da menor complexidade da aparelhagem analitica, de menor custo, a
possibilidade de utilizar solu¢des aquosas, aliada a otimizacdo do trabalho e geracdo de
uma quantidade menor de residuos, foi possivel obter diminuicdo dos custos com a
analise, desde a aquisicdo dos materiais e equipamentos, até a possibilidade de um

maior nimero de analises, em menor tempo.
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