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RESUMO

O trabalho descreve o desenvolvimento e a validagdo de métodos analiticos para
quantificagdo de duas associagdes, os antibidticos: sulfametoxazol (SMX) e trimetoprima
(TMP); e os agentes despigmentantes: acido kojico (AK) e hidroquinona (HQ), empregando-
se eletrodo de carbono vitreo (ECV) nao modificado e voltametria de onda quadrada (VOQ).
Para a primeira associa¢do, dois picos de oxidagdo irreversiveis em 0,96V (SMX) e 1,12V
(TMP) foram observados em tampao Britton—Robinson (pH 6,0), caracterizados por processos
difusional e adsortivo, respectivamente. Os pardmetros instrumentais da VOQ foram
otimizados por meio de um planejamento fatorial completo 2°, sendo a melhor resposta em
termos de sensibilidade e seletividade obtida em a=30 mV, f=100 s’ e AE&=5mV. Nas
condicdes otimizadas, foram construidas curvas analiticas nos intervalos de concentragcao de
5,5x107 a 3,95x10* mol L' (R=0,9971) para SMX e 1,05x10” a 1,04x10™* mol L
(R=0,9974) para TMP. Os valores de limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ)
calculados foram: 8,52x10° mol L' e 2,84x10™ mol L para SMX e 9,31x107 mol L' e
3,10x10° mol L' para TMP, respectivamente. O método proposto foi aplicado para
determinagdo simultanea dos farmacos em diferentes amostras farmacéuticas (comprimidos,
injecdo e suspensdo oral) sem a necessidade de nenhum tipo de pré-tratamento da amostra. Os
resultados obtidos através do método voltamétrico foram comparados aos obtidos pelo
método farmacopeico (HPLC) e comprovou-se que ndo ha diferenca significativa em um
nivel de confianga de 95%. Para a segunda associacdo, nos voltamogramas ciclicos em
tampao Mcllvaine (pH=8,0) um pico de oxidagdo irreversivel em +0,7V foi observado para o
AK, enquanto que para HQ foi observado um processo quase-reversivel, com picos de
oxidagdo em 0,08V e redugdo em -0,02V, caracterizados por processos adsortivo e difusional,
respectivamente. Utilizando-se os pardmetros da VOQ otimizados (a= 40 mV, f= 40 s e
AEg¢= 1mV), através de um planejamento fatorial completo 2°, as curvas de calibragdo foram
obtidas nas faixas de concentracdo de 3,5x107 a 2,5><10'4 mol L (R=0,9996) para AK e
1,5x10” a 1,6x10™ mol L™ (R= 0,9994) para HQ. Os limites de deteccio e quantificacio
foram: 7,84)(10'6 mol L' e 2,61x10”° mol L! para AK; e 3,71)(10'6 mol L' e
1,24x10° mol L' para HQ, respectivamente. O método voltamétrico desenvolvido foi
validado em termos de especificidade, linearidade, faixa de concentragdo, exatiddo e precisao
(repetibilidade e precisdo intermedidria) e aplicado na determinacdo simultdnea dos agentes
despigmentantes em amostras de clareadores.

Palavras-Chave: Acido Kojico, Hidroquinona, Sulfametoxazol, Trimetoprima, Carbono
Vitreo, Voltametria de Onda Quadrada, Planejamento Fatorial de Experimentos, Formulacdes
Farmacéuticas.



ABSTRACT

The development and validation of analytical methods for quantification of two
associations, antibiotics: sulfamethoxazole (SMX) and trimethoprim (TMP); and
depigmenting agents: kojic acid (AK) and hydroquinone (HQ), using unmodified
glassy carbon electrode (ECV) and square wave voltammetry (SWV) are described.
For the first association, two well defined irreversible oxidation peaks were obtained
at 0.96V (SMX) and 1.12V (TMP) in Britton—Robinson buffer (pH 6.0), characterized
by diffusion and adsorptive processes, respectively. SWV parameters were optimized
by means of 2° Full Factorial Design, and the best analytical signal, in terms of
sensitivity and selectivity is obtained at =30 mV, /=100 s and AEs=5mV. Under
optimized conditions, SWV measurements showed excellent linear response, from
5.5x107 to 3.95x10* mol L' (R=0.9971) and 1.05x10° to 1.04x10™* mol L
(R=0.9974) for SMX and TMP, respectively. The detection and quantification limits
were found to be 8.52x10° mol L™ and 2.84x10™ mol L™ for SMX; and 9.31x10” mol
L' and 3.10x10° mol L' for TMP, respectively. The proposed method was
successfully applied to the simultaneous determination of these antibiotics in
commercial pharmaceutical formulations (tablets, oral suspension and injection),
without any sample pretreatment. The obtained results are in good agreement with
that obtained by the standard HPLC method at a 95% confidence level. For the second
association, the redox peak potentials were completely separated in Mcllvaine buffer
solution (pH 8.0), KA exhibits a well-defined irreversible oxidation peak at 0.72V and
HQ a quasi-reversible redox peak at 0.08 V and -0.02 V, characterized by adsorptive
and diffusional processes, respectively. Under SWV parameters optimized (a= 40 mV,
/=40 s and 4Es&~1mV) by 2° Full Factorial Design, the calibration curves were
obtained in the concentration ranges of 3.5%107 to 2.5x10™ mol L' (R= 0.9996) for
kojic acid and 1.5x107 to 1.6x10™ mol L™ (R= 0.9994) for hydroquinone. The
detection and quantification limits were found to be 7.84x10° mol L' and
2.61x10” mol L' for KA; and 3.71x10° mol L™ and 1.24x10” mol L' for HQ,
respectively. The novel electroanalytical method was validated in terms of specificity,
linearity, range, accuracy and precision (repeatability and intermediate precision) and
successfully applied to the direct simultaneous determination of these bleaching
agents in real samples.

Keywords: Kojic Acid, Hydroquinone, Sulfamethoxazole, Trimethoprim, Glassy Carbon
Electrode, Square Wave Voltammetry, Full Factorial Design, Pharmaceutical Formulations.
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1. INTRODUCAO

O controle de qualidade de medicamentos ¢ um dos mais importantes ramos de
aplicacdo da quimica analitica, pois tem grande impacto na saude publica. A necessidade de
se monitorar de forma continua a produgdo de farmacos justifica-se pela importancia inerente
ao tema. Considerando que os medicamentos sdo destinados a tratar pessoas ja debilitadas por
alguma doenca ou sintoma particular, garantir a qualidade do produto e fornecer maior

seguranga aos seus usuarios, ¢ primordial.

De modo geral, grande parte das propostas analiticas para este fim envolve a
utilizagdo de técnicas instrumentais modernas, muitas vezes onerosas, com longo tempo de
analise e grande geracgdo de residuos. Portanto, a necessidade do desenvolvimento de métodos
analiticos simples, rapidos e de baixo custo, que permitam monitorar de forma eficiente a
producao de medicamentos, com reducdo dos impactos ao meio ambiente, ¢ de evidente

relevancia.

Dentro deste contexto, e em fun¢ao da seriedade que este tipo de analise reveste, as
técnicas voltamétricas tém-se mostrado atrativas para a determinagao de farmacos eletroativos
em diferentes matrizes. Fato este relacionado a caracteristicas como, simplicidade analitica e
instrumental, baixo custo e redugdo no tempo de analise quando comparada a outras técnicas
viabilizando a implementacdo do método em analises de rotina. Outra vantagem dos métodos
voltamétricos aplicados a analise farmacéutica esta no fato de que a maioria dos excipientes
ndo sdo eletroativos. Deste modo, estes métodos se destacam pela seletividade, uma vez que
apenas componentes eletroativos podem ser oxidados ou reduzidos na superficie dos
eletrodos, além do analito ser prontamente identificado através de seu potencial de

oxidacio/reducaol'.

1.1 Eletroanalitica

A eletroquimica sempre proporcionou técnicas analiticas caracterizadas pela
simplicidade instrumental, custo moderado e portabilidade. A eletroanalise teve sua origem
oito décadas atrds e pode ser classificada como uma éarea da eletroquimica voltada a
identificagdo e/ou quantificagdo de substdncias quimicas em diversos tipos de amostrast 2.
Os métodos eletroanaliticos envolvem a medida de alguma propriedade elétrica (potencial,

corrente, resisténcia e carga elétrica) que se correlacione com a concentragio de uma
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espécie de interesse.

As técnicas eletroanaliticas podem ser facilmente adotadas para resolver muitos
problemas de interesse farmacéutico, com aceitavel exatiddo, precisao, sensibilidade e
seletividade e muitas vezes com boa reprodutibilidade!”. Entre as técnicas eletroanaliticas
amplamente utilizadas, maior destaque deve ser dado as técnicas voltamétricas, as quais tem
se mostrado uma excelente alternativa para determinagdo de inimeras moléculas organicas,
incluindo farmacos e metabolitos em formulacdes farmacéuticas e fluidos biolégicos!™.

O campo da voltametria desenvolveu-se a partir da polarografia, um tipo de
voltametria que foi descoberto pelo quimico checoslovaco Jaroslav Heyrovsky no inicio dos
anos 1920, sendo que a polarografia difere de outros tipos de voltametria porque, nesse caso,
um eletrodo de mercurio é empregado como eletrodo de trabalho™.

Os métodos voltamétricos fundamentam-se nos fendmenos que acontecem na
interface entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada de solugdo adjacente a essa
superficie. A técnica € classificada como dinamica, pois a cela eletroquimica ¢ operada com
fluxo de corrente elétrica (i > 0) que, por sua vez, ¢ medida em func¢ao da aplicacao
controlada de um potencial™. Desta forma, as informacdes sobre o analito sdo obtidas por
meio da magnitude da corrente elétrica que surge entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo
auxiliar quando se aplica uma diferenca de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo
de referéncia. A corrente gerada por oxirredugdo de espécies eletroativas na interacdo do
analito com o eletrodo ¢ a faradaica (obedece a lei de Faraday), sendo portanto proporcional a
concentrac;éto[5 1

O avango nas técnicas voltamétricas no campo de andlises de farmacos estd
relacionado a sua simplicidade e principalmente por ser menos sensivel aos efeitos da matriz
em comparagio com outras técnicas analiticas'®. Um dos grandes beneficios da voltametria
estd na possibilidade da medida ser realizada diretamente na amostra, sem a precisdo de
etapas de pré-purificagdes ou de separagdes prévias, permitindo a andlise de materiais
coloridos ou amostras contendo particulas sélidas dispersas!’”. Além disso, a determinagio
simultanea e rdpida de uma mistura de substincias pode ser conseguida, com elevada
sensibilidade e baixo custo™. Atualmente, existem diversas técnicas voltamétricas que sao
utilizadas para fins analiticos qualitativos e quantitativos, como exemplo, pode-se citar a

voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda

quadrada (VOQ).
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1.1.1 Voltametria Ciclica

Em meio aos varios métodos disponiveis para estudo de processos eletrodicos, a
voltametria ciclica €, provavelmente, a técnica mais util para obter informagdes sobre as
reagoes eletroquimicas[9]. Dentre as informag¢des fornecidas destaca-se a termodindmica de
processos redox, a cinética de reagdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e dados sobre
reacdes quimicas acopladas a processos adsortivos!'”). Frequentemente, a voltametria ciclica é
a primeira técnica realizada em estudos eletroanaliticos, pois oferece uma rapida localizagao
dos potenciais dos processos redox de espécies eletroativas, ¢ uma avaliacdo adequada do
efeito do meio sobre o processo'”, deste modo, a técnica popularizou-se para estudos
eletroquimicos iniciais de novos sistemas e provou sua utilidade na obtencao de informagdes
sobre reagdes bastante complicadas!' ).

Na voltametria ciclica o potencial ¢ varrido linearmente com o tempo no eletrodo de
trabalho estacionario (em uma solu¢do sem agitagcdo). Varia-se o potencial de forma linear
alternando entre crescente e decrescente frente ao eletrodo de referéncia, ou seja, a onda
triangular produz a varredura no sentido direto e depois no sentido inverso (Figura 01A),
dependendo da informagdo desejada, simples ou multiplos ciclos podem ser utilizados® ¥, A
Figura 01B mostra um voltamograma ciclico tipico de um processo redox reversivel,

resultante da corrente em funcdo do potencial.

Figura 01: Aplica¢do do potencial na voltametria ciclica (A) e voltamograma ciclico tipico para um processo
redox reversivel (B).

Corrente / pA
<

tempo 60+

Potencial / V

Fonte: (A) Adaptado de [5] e (B) Adaptado de [12].

Os parametros mais importantes que podem ser obtidos a partir de um voltamograma
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ciclico sdo: potencial de pico anddico (E,,), potencial de pico catddico (E,.), corrente de pico
anddico (1,,), corrente de pico catodico (/) e a diferenca entre o potencial de pico anddico e
de pico catodico (AE),).

O processo envolvido na voltametria ciclica pode ser reversivel, quase-reversivel ou
irreversivel e o tipo de voltamograma gerado depende do tipo de mecanismo redox que o
composto em estudo sofre no eletrodo (Figura 02), o que faz da voltametria ciclica uma

. cpin [5
ferramenta valiosa para estudos mecanisticos!.

Figura 02: Voltamogramas ciclicos para um processo reversivel (a), quase-reversivel (b) e irreversivel (c).

A a
/b
60 //C
///—"\:\.‘\_ .
I LT3
2 =
=
g 04 -
E P
@)
-60-

0.2 0.2 0.6
Potencial /' V

Fonte: Adaptado de [12].

Em sistemas reversiveis (Figura 02 — voltamograma (a)), ou seja, reacdes que
ocorrem com velocidade suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dindmico na
interface do eletrodo, as varreduras na dire¢do catddica e anddica originam picos de corrente

regidos pela equagdo Randles-Sevcik (1):
Ip = (2,69x 10°)n3/24CD/? v1/2 (1)

7 , r r ’ 2 r ~
Onde n ¢ o nimero de elétrons, 4 ¢ a area do eletrodo (cm”), C € concentracao

] , : I 2 -1 . : -1
(mol cm™), D é o coeficiente de difusdo (cm” s™') e v ¢ a velocidade de varredura (V s™).
Portanto, a corrente ¢ diretamente proporcional a concentragdo e aumenta com a raiz quadrada

da velocidade de varredura!'”.
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Para processos reversiveis a razdo entre as correntes de pico anddica e catddica

, - . . . 1 ~
(Ipa/Ipc) ¢ igual a uma unidade e independe da velocidade de varredural™ '*!. A separagéo
entre os potenciais de pico pode ser empregada para determinar o nimero de elétrons, bem

como o comportamento nernstiano do sistema, ¢ dada por (2):

0,059
- Epc = 4 (2)

n

AE, = Ep,

Teoricamente, a diferenca de potencial (AE),) entre os picos de oxidacdo e reducdo €
de 59 mV para reagdes reversiveis com um elétron. Ambos os potenciais de pico, anddico e
catodico sdo independentes da velocidade de varredural'® ',

Em sistemas totalmente irreversiveis costuma-se observar apenas o pico anddico
(Figura 02 — voltamograma (c)), este processos sdo caracterizados pelo deslocamento do
potencial de pico com velocidade de varredura. Nessas condi¢des, a corrente ¢ afetada pelo
coeficiente de transferéncia de carga e a equagdo (3) que descreve a corrente de pico ¢ dada

por'%:

Ip = (2,99x 105)11 (a n)l/zACDl/Z p1/2 3)

Onde n ¢ o nimero de elétrons, a € o coeficiente de transferéncia de carga, 4 ¢ a area
2 . ~ 3 . . P 2 -l .
do eletrodo (cm”), C é concentragdao (mol cm™), D € o coeficiente de difusdo (cm” s )evéa

velocidade de varredura (V s™).

1.1.2  Voltametria de Pulso Diferencial

As técnicas de pulso sdo baseadas na medida da corrente elétrica em fungdo do
tempo de aplicacdo de um determinado pulso de potencial, as caracteristicas da corrente
medida relacionam-se com a largura do pulso e o degrau de potencial que ¢ aplicado no
eletrodo para promover o processo faradaicol”. Inicialmente, tais técnicas foram
desenvolvidas como forma de sincronizar os pulsos aplicados com a formacdo e
desprendimento das gotas em sistemas polarograficos, reduzindo, desta forma, a contribui¢do
da corrente capacitiva por ocasido da amostragem de corrente ao final do tempo de vida da

gota. Apdés a aplicagdo dos pulsos de potencial a corrente capacitiva diminui mais

rapidamente que a componente faradaica, sendo o sinal analitico mensurado ao final da
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aplicagaol”).

Nas técnicas de pulso, a perturbagdo do potencial do eletrodo ndo ¢ uma funcao
linear do tempo do experimento, pois a variagao de potencial segue uma sequéncia de pulsos
de potenciais, cujas respostas de corrente dependem da forma de aplicagdo dos pulsos de
potenciais. A diferenca na maneira de aplica-los ¢ que define as caracteristicas de cada uma
destas técnicas!”.

Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma
rampa de potencial crescente sdo aplicados ao eletrodo de trabalho (Figura 03A). A corrente ¢
amostrada duas vezes, uma antes da aplicagdo do pulso (em 1) e novamente ao final do pulso
(depois ~40ms, em 2). A primeira corrente ¢ instrumentalmente subtraida da segunda, e a
diferenca das correntes [Ai = i(f;) — i(¢;)] é plotada versus o potencial aplicado!'”. O
voltamograma de pulso diferencial resultante consiste na forma de uma curva gaussiana, cuja

area ¢ diretamente proporcional a concentracdo do analito (Figura 03B).

Figura 03: Sinal de excita¢do para a voltametria de pulso diferencial (A) e voltamograma de pulso diferencial
resultante (B).
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Fonte: Adaptados de (A) [10] e (B) [9].

A minimizac¢do da contribuicdo da corrente capacitiva no sinal obtido, possibilitada
pelo modo de pulso diferencial (pois a corrente capacitiva ndo depende da concentracdo da

espécie em estudo), permite a obtengio de baixos limites de detecgdol™ 7.

1.1.3  Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada esta entre as técnicas voltamétricas de pulso mais
sensiveis para determinagdo direta de concentragdo, e tem sido amplamente utilizada para a
andlise de compostos farmacéuticos, pois apresenta excelente sensibilidade e alta rejeicao a

correntes capacitivas em funcao da forma de aplicagdo do potencial[7’ 4,
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Em um contexto histdrico, a voltametria de onda quadrada origina-se do Kalousek
commutator ¢ da polarografia de onda quadrada de Barker!'”. Com o progresso da tecnologia
analogica e digital, nos anos 80 os estudos realizados por Osteryoung puderam ser
incorporados aos polardgrafos, o que permitiu chegar ao modelo atual da voltametria de onda
quadrada, onde a forma de varredura ¢é rapidal”.

A modulacdo de potencial utilizada na VOQ consiste em uma rampa de potencial em
forma de escada com pulsos de potenciais em forma de onda quadrada (Figura 04A). Em cada
degrau, dois pulsos de potencial iguais em altura e opostamente direcionados sao impostos.
Os dois ultimos pulsos de potencial completam um tnico ciclo de potencial (Figura 04B). O

(151 por

ciclo de potencial ¢ repetido em cada etapa, no decorrer da medida voltamétrica
razdes histdricas, a altura de um unico impulso de potencial ¢ denominada amplitude (a). O
periodo ¢ a duracdo de um ciclo de potencial (t), a duracdo de cada pulso corresponde a
metade do periodo (t/2) e a frequéncia de aplicagdo dos pulsos (f) € o inverso do periodo: 1/1.
O incremento de potencial (AEs) é a altura da escada em forma de onda'®.

Na voltametria de onda quadrada a velocidade efetiva é dada pelo produto da
frequéncia (f) pelo incremento de varredura de potencial (4Es), frequéncias de 1 a 100 ciclos
por segundo permitem o uso de altas velocidade de varredura de potencial, onde um

voltamograma pode ser recordado dentro de poucos segundos“S’ 10,

Figura 04: Representacdo do potencial em forma de onda quadrada (A) e um clico de potencial (B).

Potencial
Potencial

R Tempo Tempo

Fonte: Adaptados de [15].

A amostragem de corrente ¢ feita duas vezes, uma ao final do pulso direto, quando a
direcdo do pulso ¢ igual a direcdo da varredura, e outro ao final do pulso reverso, onde a

diregdo do pulso € contraria a direcdo da varredura, esta dupla amostragem garante uma
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minimiza¢do da contribuicio da corrente capacitiva sobre a corrente total medidal.

Consequentemente, em cada etapa, dois valores de corrente sdo obtidos, o voltamograma
resultante consiste na diferenca das correntes direta e reversa (A1 = Ljivera — Lreversa) versus a
rampa de potencial aplicado. O voltamograma de onda quadrada ¢ comumente uma curva em
forma de sino que permite determinar com precisdo a sua posicao e altura, onde ha o maximo
de corrente ¢ chamado corrente de pico (Ip) e o potencial correspondente € o potencial de pico
(Ep)!'6:17]

A Figura 05 apresenta os voltamogramas teoricos associados a um sistema reversivel
(A) e um sistema irreversivel (B), com a separacdo observada das correntes direta, inversa e
resultante, com perfis voltamétricos semelhantes aos que eram obtidos na polarografia de

onda quadradal”.

Figura 05: Voltamogramas de onda quadrada (A) processo redox de um sistema reversivel ¢ (B) processo redox
de um sistema irreversivel.
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Fonte: [7].

Atualmente, a voltametria de onda quadrada ¢ considerada como uma das técnicas
voltamétricas mais avangadas que unifica as vantagens de técnicas de pulso, voltametria
ciclica e técnicas de impedancia!’®!. Dentre as suas vérias vantagens, podemos enfatizar a
maior rapidez na resposta, o que diminui o tempo de analise quando comparadas as outras
técnicas voltamétricas e a possibilidade de obtencdo de baixos de limites de deteccdo e

quantificagio, em muitos casos, comparaveis aos obtidos por técnicas cromatograficas'.

1.1.3.1 Aplicagoes em Analises Farmacéuticas

As técnicas voltamétricas, especialmente a voltametria de onda quadrada, tem sido
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amplamente explorada no desenvolvimento de procedimentos analiticos para a determinagao
individual e/ou simultanea de uma grande variedade de compostos de interesse farmacéutico

em funcio de sua rapidez, sensibilidade, precisdo, exatido e simplicidade!'™.

91 por exemplo, empregaram a voltametria de onda

Deroco e colaboradores
quadrada e um eletrodo de diamante dopado com boro para a determinar o antimaldrico,
hidroxicloroquina (HCQ) em formulacdes farmacéutica e amostras de urina sintética. Através
da voltametria ciclica foi possivel constatar que a oxidagao de HCQ ¢ um processo controlado
por difusdo, o qual envolve um elétron. A curva analitica obtida (Ipa/pnA = 0,033 + 1,24
[HCQ/(umol L™")] para determinagio HCQ (em 0,1 mol L™ de H,SO, como eletrélito suporte)
apresentou resposta linear de 0,1 a 1,9 pmol L', com limite de detecgao de 0,06 umol Lo
método proposto foi aplicado com sucesso na determinacdo de HCQ em amostras
farmacéuticas (comprimidos), € os resultados ndo apresentam diferengas significativas, com
95% de confianga, quando comparados aos obtidos utilizando o método espectrofotométrico
de referéncia.

Tajik e colaboradores™, por sua vez, utilizaram um eletrodo de pasta de carbono
modificado com 5-amino-2’-etil-bifenil-2-ol e nanotubos de carbono associado a voltametria
de onda quadrada para determinar o anti-hipertensivo, metildopa (MD) isoladamente e em
associagdo com outro anti-hipertensivo, a hidroclorotiazida (HCT). Os resultados
voltamétricos mostraram picos anddicos bem definidos nos potenciais de 275 ¢ 660 mV
(vs, Ag/AgCl) correspondente a oxidagdo de MD e HCT, respectivamente. Os voltamogramas
de onda quadrada foram obtidos em tampdo fosfato (pH=8), com a= 0,01995V, /=10 s e
AEg¢= 0,0105V. Para determinacdo simultanea, curvas analiticas foram construidas no
intervalo de 5 a 190 pmol L™ para MD e de 10 a 1200 pmol L™ para HCT. Finalmente, o
método desenvolvido foi aplicado com sucesso na determinacdo simultdnea dos farmacos em
amostras reais, farmacéuticas e de urina.

Ja Dantas e colaboradores”') empregaram a voltametria de onda quadrada para
determinar um antifingico, o cetoconazol (CZT) em formulagdes farmacéuticas, utilizando
um eletrodo s6lido de amalgama de prata. As melhores respostas foram obtidas em tampao
Britton-Robinson (BR), pH 12, com frequéncia de 100 s™', amplitude de 25 mV e incremento
de 2 mV. Sob estas condi¢des, a CTZ apresentou um pico de redugdo bem definido e quase-
reversivel em -1,46 V. A curva analitica obtida foi linear na faixa de concentracao de 4,97x10
72 4,30x10° mol L' com um coeficiente de correlacdo de 0,9989. Os limites de deteccio e
quantificagio foram de 61,1 ¢ 204,1 pg L™, respectivamente. O método proposto foi utilizado

na determinacdo do analito em amostras reais (xampu, comprimido e creme) com bons
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resultados, sendo que as taxas de recuperacao ficaram entre 90,84% - 104,9%, com desvios
inferiores a 9,20%.

Outro exemplo ¢ o de Eisele ¢ colaboradores!'™™ que desenvolveram um método
eletroanalitico para a determinagdo simultanea dos farmacos: paracetamol (PAR), cafeina
(CAF), e orfenadrina (ORF), utilizando a voltametria de onda quadrada e eletrodo de
diamante dopado com boro. Em solucao e H,SO4 0,5 M e parametros otimizados (a=30 mV,
/=30s" e 4E¢=2 mV), o método apresentou respostas lineares para PAR, CAF, ¢ ORF nas
faixas de concentragao de 5,4){10'7 a 6,1)(10'5 mol L'l, 7,8 x107a 3,5 x10°mol L' e 7.8 x107a
3,5 x10° mol L e com limites de deteccao de 2,3x10° mol L', 9,6 x10¥mol L' e 8.4 x107
mol L, respectivamente. O método proposto foi aplicado com sucesso na determinagio
simultanea destes analitos em formulagdes farmacéuticas.

22 . ey e . o
(221" determinaram o antibidtico cefpiroma, utilizando

Por sua vez, Jain e Vikas
eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e voltametria de onda
quadrada. Observou-se uma relacdo linear entre a corrente pico catddica e concentracdo de
cefpiroma no intervalo de 100 a 600 pg mL™", com coeficiente de correlacdo de 0,9955 em
tampdao BR  pH 4,51. Os limites de detec¢do e quantificagdo foram 0,647 pg mL' e 2,159
ng mL™, respectivamente. O método desenvolvido mostrou-se rapido e foi aplicado com
sucesso na determinacdo do farmaco em solugdo ¢ formulagdes farmacé€uticas, com taxas de
recuperagao proximas a 100% e desvio Padrao Relativo (DPRs) inferiores a 1,5%.

Muitos outros exemplos de aplicagdo em andlises farmacéuticas poderiam ser
citados, visto a crescente utilizacdo da VOQ na determinacgdo sensivel de muitos compostos
farmacéuticos em diferentes matrizes. O avango crescente da técnica pode ser explicado pelo
fato de muitos dos constituintes ativos de formulagdes, em contraste com os excipientes,
poderem ser facilmente oxidados e prontamente identificados pelo seu potencial de pico
voltamétrico, conferindo grande seletividade a técnica. A possibilidade de utilizacdo de
varios tipos de eletrodos, como exemplos, os de merctrio, os solidos, ou ainda os modificados
para desenvolvimento de métodos analiticos tem aumentado nos ultimos anos devido a sua
ampla aplicabilidade para a determinagdo de inimeros compostos eletroativos de reconhecida
importancia farmacologica, o que ¢ uma questdo de grande relevancia na area de analises

;. At 1
clinicas e farmacéutical'’.

1.2 Eletrodo de Carbono vitreo

Os materiais constituidos em sua esséncia por atomos de carbono ocupam uma
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posicao privilegiada, isto se deve ao fato deste elemento se ligar indefinidamente, podendo
assumir combinagdes estruturais variadas, mediante o processo de producdo utilizado!?.

Desde a aplicagao historica por Sir Humphrey Davy de eletrodos de grafite para a
producao eletroquimica de metais alcalinos, materiais de carbono tém sido amplamente
utilizados na eletroquimica analitica e industrial. As varias vantagens dos eletrodos a base de
carbono incluem o baixo custo, janela de potencial adequada, relativa estabilidade
eletroquimica, e atividade eletrocatalitica para uma variedade de reagdes redox; em particular
as oxidacdes e reducdes de moléculas organicas e biologicas tanto em meios aquosos € nao
aquosos, para os quais as propriedades dos eletrodos de carbono sdo muitas vezes superiores
aos dos metais nobres!> *¥.

Em meio aos varios materiais de carbono disponiveis, o carbono vitreo ¢ amplamente
investigado para aplicacdes eletroquimicas?’ Ele pode ser obtido através do tratamento
térmico de um polimero, frequentemente a poliacrilonitrila, o qual ¢ aquecido a 1000-3000°C
sob pressdo, em uma atmosfera inerte. Nestas condi¢des, os heteroatomos sdo evaporados até
que apenas o carbono permaneca, pois as ligacdes C-C ndo sdo rompidas a esta
temperatura”*. O nome vitreo deve-se ao aspecto brilhante que o material adquire quando
recebe polimento ¢ também pela sua fratura conchoidal'?.

O modelo estrutural proposto por Jenkins ¢ Kawamura® (Figura 06) é o mais
simplificado e bastante aceito para explicar as caracteristicas do carbono vitreo. O carbono
vitreo é, estruturalmente, um carbono sp’, e possui uma estrutura de planos de carbono que se
assemelha a fitas entrelagadas, apresentando ordenagdo bidirecional desses planos e arranjo ao
acaso na terceira dire¢do, esta estrutura ¢ responsavel pela sua caracteristica amorfa,

isotropica e possivel falta de homogeneidade!™ >,

Figura 06: Estrutura do carbono vitreo, onde La e Lc sdo as dimensdes das fibrilas grafiticas.

Fonte: [26].
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O carbono vitreo tem sido amplamente utilizado como material para obtencao de
eletrodos, devido as suas excelentes propriedades elétricas e mecanicas, bem como, ampla
janela de potencial, extrema inércia quimica, sendo altamente resistente ao ataque acido,
impermeavel a gases e tem um desempenho relativamente reprodutivel.

Embora o eletrodo de carbono vitreo (ECV) possua desempenho bastante
satisfatorio, desvantagens relacionadas a passivacdo do eletrodo, causada pela adsor¢do de
substancias ativas, matrizes organicas e etc. a superficie, devem ser evitadas ou minimizadas,

27, 28 . .
- 281 Alguns procedimentos, tais como, o

a fim de garantir a estabilidade da respostal
polimento em alumina ou pasta de diamante (0,05-1,0 pm) sobre um pano de polimento,
seguido pela lavagem com &agua ultrapura ou o pré-tratamento eletroquimico da superficie
com ciclos entre 1,0 e -1,0 V podem ser empregados para criar uma superficie ativa e

reprodutivel, melhorando o desempenho analitico destes eletrodos™.

1.2.1  Eletrodo de Carbono Vitreo na Andlise Farmacéutica

Em funcao das caracteristicas anteriormente citadas, os eletrodos de carbono vitreo
(ECV) sdo frequentemente empregados na eletroandlise de varios compostos farmacéuticos
em formulagdes e/ou em fluidos bioldgicos, no estudo do mecanismo de oxirredugdo
eletroquimica e/ou quantificagéo!™!

Jain e colaboradores®”), por exemplo, utilizaram um eletrodo de carbono vitreo no
desenvolvimento e validagdo de um método para quantificagdo voltamétrica de nitazoxanida
(anti-helmintico antiparasitario, utilizado no tratamento de infecgdes intestinais) em
formulacdes farmacéuticas. Os voltamogramas ciclicos, em tampao BR, pH 3, revelaram a
presenca de unico pico de reducdo irreversivel em -0,75 V vs. Ag/AgCl. Nas condigdes
otimizadas (a=50 mV, =70 s' e 4E¢=10 mV), a corrente de pico foi linear em relacdo a
concentragio do farmaco na faixa de 20-140 pg mL™, com coeficiente de correlagio de
0,9938. Os limites de deteccio e quantificacdo calculados foram 5,23 pg mL”' e
17,45 pg mL', respectivamente. O método proposto foi validado sob os pardmetros:
especificidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e quantificagdo e posteriormente
aplicado na determinagdo de nitazoxanida em comprimidos.

Ja Buoro e colaboradores®® empregaram um ECV para avaliar a eletro-oxidacio de
sulfassalazina (SSZ), um composto farmacéutico utilizado no tratamento de artrite
reumatoide. A oxidag¢do eletroquimica do SSZ foi estudada por voltametria ciclica,

voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada, em uma ampla faixa de pH.
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Em eletrdlitos com pH<11,0, a oxidagdo de SSZ ¢ irreversivel, controlada por difusdo das
espécies e dependente do pH, envolvendo a transferéncia de um elétron e de um préton da
hidroxila do grupo salicilico; enquanto que, para pH>11,0 a oxidacdo ¢ independente do pH,
com um pKa~I11. Observou-se a formagdo de um produto de oxidacdo tipo quinona
envolvendo dois elétrons e dois protons em uma reagdo redox reversivel. De acordo com as
observagdes, foi proposto um mecanismo de oxidagdo eletroquimica para o composto em
estudo. A determinacdo eletroanalitica de SSZ foi realizada em tampao fosfato, pH 7, na faixa
de concentracdao de 10,0 a 50,0 pmol L, os limites de deteccdo e quantificagdo calculados
foram 3,43 pmol L™ ¢ 11,39 pmol L™, respectivamente, assim o ECV pode ser aplicado para
determinagdo rapida de SSZ em comprimidos em analises de rotina.

Braga e colaboradores"” 1], por sua vez, quantificaram o antibacteriano sulfadiazina,
em duas amostras de produtos farmacéuticos, utilizando a voltametria de onda quadrada e um
eletrodo de carbono vitreo. O sinal analitico foi obtido através pico de reducdo irreversivel da
sulfadiazina, observado em —1,49 V vs. Ag/AgCl. A determinagdo eletroanalitica foi realizada
em tampao BR (pH 6,8), sendo a curva analitica construida na faixa de concentracao de 62,7 a
340,0 pumol L! (R = 0,9986), com limite de deteccao de 10,9 umol L' As taxas de
recuperagdo ficaram entre 94,9 e 101,1% para uma das amostras analisadas, ¢ entre 96,0 e
104,6% para a outra, indicando que a composicdo da matriz ndo interfere nos resultados
analiticos. O método proposto foi aplicado com sucesso na determinacao do farmaco em duas
amostras de produtos farmacéuticos, com DPRs inferiores a 2%. Os resultados obtidos através
do método voltamétrico foram comparados ao método padrdo de titulagio amperométrica e
comprovou-se que ndo ha diferenca significativa em um nivel de confianca de 95%.

Outro exemplo é apresentado por Bagheri e Hosseini™

, 0 quais, empregaram um
ECV no estudo eletroquimico e quantificacao de raloxifeno (RLX), utilizado na prevencao da
osteoporose € também para a reducdo do risco de cancer de mama em mulheres na pos-
menopausa. Os estudos de voltametria ciclica foram realizados em varios eletrolitos suporte,
em amplas faixas de pH e velocidades de varredura. Os estudos mostraram a presenca de um
processo de oxidagdo quase-reversivel, com picos de oxidagdo em +0,827V e redugdo em
-0,720 V vs. Ag/AgCl, envolvendo a transferéncia de dois protons e dois elétrons e controlado
por adsorcdo. Sob condi¢des otimizadas, a voltametria de pulso diferencial (DPV) foi aplicada
para a determinagdo quantitativa do RLX em tampao fosfato (pH=3). A corrente foi linear
com a concentragdo do farmaco na faixa de 0,2-50,0 pmol L' com limite de deteccao de

0,0750 umol L™, DPR inferior a 3,0% e boa sensibilidade. O método proposto foi aplicado

com sucesso para a determina¢do de RLX em amostras farmacéuticas e plasma humano com
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uma boa seletividade e taxas de recuperagao.
Em funcdo dos varios exemplos reportados na literatura, observa-se que a aplicagdo
do eletrodo de carbono vitreo constitui uma excelente op¢ao para desenvolvimento de

métodos voltamétricos simples, orientados a determinagao de farmacos.

1.3 Associacoes Farmacéuticas e Cosméticas

A associagdo ¢ uma combinac¢do de principios ativos em uma determinada dose, o
termo pode ser utilizado para designar uma associagao especifica de principios ativos
independentemente da formulacdo ou os principios ativos em uma mesma forma
farmacéutica. E possivel ocorrer aditismo, em que o efeito combinado de farmacos A e B é
igual & soma aritmética dos efeitos dos farmacos individuais, A + B, nas doses escolhidas, ou,
sinergismo quando a a¢do simultdnea de dois farmacos resulta em um efeito superior ao que

podia ser esperado com a simples adi¢do dos efeitos individuais dos farmacos?*.

1.3.1 Sulfametoxazol e Trimetoprima

As sulfonamidas pertencem ao grupo de drogas anti-bacterianas frequentemente
prescritas para o tratamento de muitas doengas infecciosas humanas e animais, devido ao
baixo custo e alta eficiéncia no tratamento de varias doencas bacterianas™*. O mecanismo de
acdo das sulfonamidas consiste na competi¢do, em fun¢cdo da semelhanga estrutural, com
acido para-aminobenzéico (PABA), produto intermedidrio na producdo do acido fodlico,
necessario para o crescimento das bactérias>),

O sulfametoxazol (SMX) (Figura 07A), ou 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazolil)
benzenossulfonamida ¢ uma das sulfas mais eficazes no tratamento de infec¢des urinarias, por
ter lenta absor¢@o e excre¢do no organismo humano, no entanto, apresenta maior tendéncia a
produzir niveis sanguineos excessivos e causar cristaliiria (formagdo de cristais na urina).
Algumas combinagdes farmacéuticas de sulfonamidas sdo comercializadas com o propdsito
de reduzir a incidéncia de cristalaria®®. Uma boa associa¢do ¢ a do sulfametoxazol com a
trimetoprima.

A trimetoprima (TMP) (Figura 07B) (5-[(3.4,5-trimetoxifenil) metil]-2,4-
pirimidinodiamina) € o derivado das diaminopirimidinas mais usado e estudado como aditivo
antibacteriano. Estes derivados inibem a conversao do dacido diidrofélico ao 4cido

tetrahidrofélico, necessario para a sintese de dcidos nucleicos nas bactérias®’.
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Figura 07: Estrutura quimica do sulfametoxazol (A) e da trimetoprima (B).
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Fonte: A autora.

apresentados na tabela 01.

Tabela 01: Parametros fisico-quimicos do sulfametoxazol e da trimetoprima.

Propriedade Sulfametoxazol Trimetoprima
Férmula CioHiiN;058
molecular C1aH1sN4O;
Massa molar 253,28 g mol™ 290,32 g mol
Caracteristicas P cristalino branco ou quase branco. Po cristalino, branco ou branco amarelado.
fisicas Praticamente inodoro. Apresenta
polimorfismo.
Faixa de fusdo 168°Cal72°C 199 °Ca 203 °C
Solubilidade Praticamente  insoluvel em  4gua, . , ,
. , Muito  pouco  solavel em  agua,
facilmente solavel em acetona,

Constantes de
dissociacao

ligeiramente soluvel em etanol, pouco
solavel em éter etilico. Facilmente solavel
em solugdes diluidas de hidroxido de
sodio.

pKa,;= 1,6; pKa,= 5,7

ligeiramente solivel em cloroféormio e
metanol, pouco soluavel em etanol e
acetona e praticamente insoluvel em éter
etilico e tetracloreto de carbono.

pKa=17,3

Fonte: [38, 39, 40]
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A associagdo do sulfametoxazol com trimetoprima tem efeito sinérgico, cuja
combinag¢do potencializa o efeito bacteriostatico da sulfa, pois possui efeito inibidor em mais
de uma etapa na sequencia de reacdes enzimaticas obrigatorias nas bactérias. Por causa do

40 Esta

mecanismo de a¢do da associagdo, o risco de resisténcia bacteriana ¢ minimizado
associagdo ¢ amplamente utilizada no tratamento de diversas doengas, tais como, infec¢des do
trato respiratério superior e inferior (ex. bronquite, faringite, sinusite e otite), do trato urinario
e do sistema gastrointestinal®"!, deste modo, um rigoroso controle de qualidade na fabricacio

destes medicamentos ¢ mais que necessario.

1.4.1.1 Métodos para Quantificacdo de Sulfametoxazol e Trimetoprima

De acordo com a farmacopeia americana (USP)[*!

, 0 método oficial para analise
simultanea de trimetoprima e sulfametoxazol em formulagdes farmacéuticas implica no uso
da Cromatografia em fase Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Muitos autores tém
quantificado SMX e TMP em amostras farmacéuticas e bioldgicas por diversas técnicas, tais

41, 43, 44]

como, espectrofotometria UV-Vis! , cromatografia liquida com detector de arranjo de

fotodiodos  (PDA)* 461, cromatografia liquida de fase reversa com detector

[47], eletroforese capilar[48’ 9, 50], dentre outras. Por outro lado, exemplos

espectrofotométrico
da determinagdo da associagdo utilizando-se métodos voltamétricos sdo pouco comuns.
Existem reportados na literatura, alguns exemplos que utilizam eletrodo de mercurio, de

diamante dopado com boro e eletrodo compdsito (Tabela 02).



Tabela 02: Determinacdo voltamétrica da associacdo sulfametoxazol e trimetoprima.
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LQ LD
Eletrodo Eletrélito Técnica Faixa linear SMX/TMP Referéncia
SMX/TMP SMX/TMP
. SMX - 0,1 mol L HCI 1 1 13.8ngmL™"/ a
Merctrio TMP - Tampdo Acetato, pH 3,8 VPD 51,0 2253,0 ng mL"/ 28,8 a 432,5 ng mL - 10,5 ng mL! [37]
Diamante dopado com ~ q a1 122 pgL"/ 3,65ugL"/ a
boro (DDB) Tampao BR, pH 7,0 VPD 1,0a10,0mgL"/0,2a2,0mgL 13,1 pg L 3,92 g L [40]
Diamante dopado com ~ B q 55,1 ug L'/ 16,5ugL"/ a
boro (DDB) Tampéo BR, pH 7,0 VPD 1,0a80mgL"/0,2al,6 mgL 611 gL 18.3 g L [51]
- ~ ¥ a 6,1pg L™/ b
Composito Tampéo BR, pH 7,0 VPD 0,120,7 pumol L/ 0,1 20,7 umol L - 9.0 pg L [52]
”DeterminanO em amostras de medicamentos.

b . ~ , .
Determinag¢do em amostras de dguas naturais.

Fonte: A autora.

Do mesmo modo, a utilizagdo do eletrodo de carbono vitreo associado a voltametria de onda quadrada para quantificacdo simultanea de

sulfametoxazol e trimetoprima em amostras farmacéuticas também pode proporcionar uma alternativa interessante do ponto de vista do baixo

custo e robustez, o que poderia facilitar a implanta¢do deste método em analises de rotina destes fArmacos.
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1.3.2  Acido Kéjico e Hidroquinona

A cor da pele humana decorre na camada mais externa da pele, a epiderme, onde as
células produtoras de pigmentos estdo localizadas para produzir o principal pigmento
biologico envolvido na pigmentagdo cutanea e determinante das diferencas na coloracdo, a
melaninal®® >,

A melanina ¢ produzida nos melandcitos, onde dois tipos de melanina sdo
sintetizadas: eumelanina (castanho-escuro) e feomelanina (amarelo-vermelho). A tirosinase
catalisa as duas primeiras etapas da producao de melanina: a hidroxilagdo do aminoacido
(L-DOPA) e a L-DOPA a

L-tirosina a 3,4-diidroxifenilalanina

[53, 55]

oxidagdao do

o-dopaquinona , que apos varias transformacdes, converte-se em melanina®® (Figura 08).

Figura 08: Representagdo esquematica da formagdo de melanina.
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Fonte: Adaptado de [55].
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Nos melandcitos, a melanina produzida fica armazenada em estruturas
intracitoplasmaticas especificas, denominadas melanossomas. A melanina total da pele resulta
de uma mistura de monomeros de feomelanina e eumelanina e a propor¢do entre as duas
determina a expressio fenotipica final da cor™. Disturbios da pigmentacdo da pele devido ao
excesso de melanina podem ter diferentes causas, tais como, exposi¢do excessiva a radiagdo
solar, envelhecimento, disfungdes hormonais durante a gravidez ou o uso de certos
medicamentos como anticoncepcionais, dentre outros?’.

Diferentes compostos tém sido utilizados como agentes despigmentantes no
tratamento das disfun¢des dermatoldgicas caracterizadas por alteragdes na pigmentagdo da
pele. Entre os mais populares, estdo o arbutin, acido ascorbico, acido azelaico, acido retinoico,
acido fitico, acido kojico e hidroquinona™. A combinagio de agentes despigmentantes
costuma ser utilizada para aumentar sua eficacia em relagdo aos mesmos em separado,
diminuindo a duragdo da terapia e reduzindo o risco de efeitos adversos®™. Em meio aos
varios clareadores disponiveis no mercado, podemos destacar a associagdo: acido kojico +
hidroquinona.

O é4cido kojico (AK) (Figura 09A) ou 5-hidréxi-2-(hidroximetil)-4-pirona ¢ uma
substancia natural produzida por varios fungos e bactérias, tais como, espécies de Aspergillus,
Penicillium e Acetobacter®™. Dentre suas varias propriedades, a acdo quelante de fons cobre e
consequente inibi¢ao na formacgao de melanina, merece destaque, pois confere ao acido kojico
acdo clareadora. A hidroquinona (HQ) (Figura 09B) ou 1,4-dihidroxibenzeno, por sua vez,
tem uma variedade de aplicagdes, sendo que uma das principais estd relacionada a sua
propriedade despigmentante, por ser um hidroxifenol de estrutura quimica similar ao

1611 A HQ inibe a conversdo da

precursor da melanina, ¢ ha décadas utilizado como clareador
DOPA a melanina através da inibicdo da atividade da tirosinase, alguns outros mecanismos
propostos sdo a inibigdo da sintese de DNA e RNA, degradagdo de melanossomas, e

o~ ;. ~ £1: 2
destruicdo de melandcitos pela supressio dos processos metabolicos!®> 1,

Figura 09: Estrutura quimica do acido kojico (A) e da hidroquinona (B).

O OH
(1

A B OH

Fonte: A autora.
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Diversas formulagdes topicas de clareadores, contendo hidroquinona em associagdo
com acido koéjico, em diferentes concentragdes, sob a forma creme ou gel, tem sido prescritas
para tratar problemas de hiperpigmentagdo em tratamentos dermatologicos, tendo sua origem
predominante em farmécias de manipulacdo, através da manipulacdo magistral® 1. A
segurancga ¢ o controle de qualidade dos produtos manipulados ¢ algo cada vez mais exigido
pelas autoridades. No Brasil a RDC n° 67 de 8 de outubro de 2007 da ANVISA®Y dispde
sobre: Boas Praticas de Manipulacdo de Preparagoes Magistrais e Oficinais para Uso
Humano em farmacias, este regulamento técnico fixa os requisitos minimos exigidos para o
exercicio das atividades de manipulagdo de preparagdes magistrais e oficinais das farmacias, o
qual compreende desde instalagdes, equipamentos e recursos humanos, aquisi¢do e controle
da matéria-prima, armazenamento, avaliagdo da prescricdo, manipulacdo, fracionamento,
conservagao, transporte, dispensacdo e atengdo aos usuarios, visando a garantia de qualidade e
seguranga dos produtos manipulados, uma vez que a farmacia é responsavel pela qualidade
das preparacdes magistrais e oficinais que manipula, conserva, dispensa e transporta. Assim, o
controle de qualidade de todo o processo de manipulagdo, bem como do produto final tornam-
se indispensaveis para garantir ao paciente um produto com qualidade, seguro e eficaz,
assegurando que as preparagdes estejam dentro dos padrdes minimos exigidos!®®.

O uso de cosméticos que contenham hidroquinona ¢ proibido na Unido Europeia e
rigorosamente controlada nos Estados Unidos pela Food and Drug Administration (FDA)7,
No entanto, devido a grande utilizagdo, os produtos para clarear a pele deveriam ser
controlado em todo o mundo, pelos proprios fabricantes, para assegurar que as formulagdes
contenham a quantidade correta do principio ativo, bem como, pelas autoridades, a fim de
garantir a seguranga do usuario”’). Dentro deste contexto, o desenvolvimento de método

conveniente para andlises de rotina de 4cido kojico e hidroquinona em dermocosméticos €

altamente desejavel, uma vez que vai garantir a eficacia e seguranga deste tipo de produto.

1.4.2.1 Métodos para Quantificacdo de Acido Kdjico e/ou Hidroquinona

Nos ultimos anos, hd reportado na literatura, varios estudos utilizando métodos
voltamétricos para determinagdo individual de acido kojico ou hidroquinona em amostras de

cosméticos, alguns exemplos sdo apresentados na Tabela 03.



Tabela 03: Exemplos de determinag@o voltamétrica individual de acido kdjico ou hidroquinona em cosméticos.
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Eletrodo Analito Eletroélito Técnica Faixa linear LD Referéncia
Eletrodo de carbono impresso pré-anodizado AK Tampao BR, pH 10 vOQ Acima de 2,6 x 10 mol L™! 1,7x10" mol L™ [68]
Biossensor tRc iri?ifgn;égbrzgz_rélgiﬁcado com HQ Tampao fosfato, pH 7 Amperometria 7,5x107 a 1,6x10'3 mol L! 8,1x10® mol L! [69]
Eletrodo de pasta 33&2322? modificado com | 1y Tampio fosfato, pH 7,5 VOQ 6,0x10° 22,510 mol L' | 3,0x107 mol L' [70]
Eletrodo d‘?;ﬁﬁg%‘“do ronieo HQ Tampdo PBS, pH 7 VPD 1,0x10%a 1,5x10° mol L' | 4,0x10 mol L' [71]
__ Sensor modificado com polimero de AK | Tampio acetato, pH 5,2 VPD 1,0x10% 22,0x10" mol L | 3,0x10” mol L [72]
impressdo molecular ndo-covalente (MIP)
Eletrodo de Efﬁﬁﬁii?iﬂifﬁédé’ufi tanio com |y | Tampio fosfato, pH 7 vC 1,0x10% 2 8x10* mol L | 1,0x10° mol L" [73]
Eletrodo de nanotubo de carbono dopado com N . 6 4 1 % 1
poli (3,4- etilenodioxitiofeno) HQ Tampao BR, pH 3,0 Amperometria | 1,1x10” a 1,25x10™ mol L 0,3x10” mol L [74]
Sensor baseado em microesferas hibridas . . 6 4 1 7 1
CuO/Fe,0; imobilizadas em matriz quitosana AK Tampao PBS, pH 7 Amperometria | 0,2x10™ a 6,74x10™ mol L 0,8x10"" mol L [75]
Eletrodo de carbono impresso HQ Tampao fosfato, pH 2 vOQ 1,0x10%a 1,0x10* mol L' | 23,4x10° mol L™ [76]

Fonte: A autora.
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Com relagdo a determinagdo simultanea de acido kdjico e hidroquinona em amostras

de cosméticos, diferentes métodos analiticos tém sido propostos, estes incluem técnicas, tais

[77, 78, 79] [57, 80]

como, cromatografia liquida
[81],

, cromatografia gasosa
64]

, cromatografia eletrocinética

[82] Entretanto, até o

capilar micelar *'', espectrofotometria UV-Vis®! e eletroforese capilar
presente momento, ndo ha reportado na literatura exemplos para a quantificacdo simultanea
destes compostos utilizando-se métodos voltamétricos.

A possivel utilizacdo de métodos eletroanaliticos neste tipo de andlise ¢ uma
alternativa atraente a ser investigada, uma vez que conduziria a uma simplificagdo do

processo analitico e diminui¢do no tempo de analise.

14 Quimiometria

Nas ultimas décadas, a analise multivariada foi introduzida no tratamento de dados
quimicos, ganhando rapidamente popularidade!™. A quimiometria é uma 4rea da quimica que
envolve a aplicagdo de métodos matematicos e estatisticos, (a) para planejar ou selecionar
experimentos de forma otimizada, e (b) para fornecer o maximo de informagdes quimicas
relevantes pela anélise dos dados obtidos®*.

Dentre as varias subareas da quimiometria, podemos destacar o reconhecimento de
padrdes, onde a partir de uma vasta gama de informagdes sobre uma série de objetos,
pretende-se encontrar agrupamentos de amostras que sdo similares entre si e, assim, detectar
tendéncias nos dados; a calibragdo multivariada em que se busca estabelecer um modelo que
relacione uma série de medidas realizadas em amostras com uma determinada propriedade de
interesse; € o planejamento de experimentos, onde se busca encontrar quais as variaveis que

. ) . . ~ 85
mais afetam um determinado processo, assim como a interagdo entre elast™),

1.4.1  Planejamento e Otimizacdo de Experimentos

Em qualquer area de pesquisa ¢ interessante conhecer quais sdo as variaveis (ou
fatores) que afetam o sistema em estudo e a extensdo desta influéncia, a fim de melhorar o
processo de uma maneira geral, com o objetivo de reduzir tempo e custos. Basicamente, o
método multivariado consiste em estabelecer e conduzir o menor nimero de experimentos
necessarios para extrair o maximo de informacao dos dados coletados de modo a avaliar e/ou
(86]

otimizar um processo

Desta forma, ¢ possivel empregar planejamentos experimentais baseados em
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principios estatisticos, para extrair de um sistema em estudo o maximo de informacgao util,
com um nimero minimo de experimentos. Para tal, ¢ necessério decidir quais sdo os fatores
(qualitativos ou quantitativos) e as respostas de interesse. Os fatores em geral, sdo as varidveis
que o experimentador tem condigdes de controlar, enquanto as respostas sao as variaveis de
saida do sistema, as quais se deseja otimizar, e que serdo (ou nao) afetadas por modificagdes
provocadas nos fatores. Dependendo da situagdo ¢ possivel ter mais de uma resposta de
interesse, e que talvez precisem ser consideradas simultaneamente'™”.

Para executar um planejamento fatorial, € preciso especificar os niveis em que cada
fator deverd ser estudado, isto ¢, os valores dos fatores que serdo usados para fazer os
experimentos. Em um planejamento fatorial completo, deve-se realizar experimentos em
todas as possiveis combinacdes dos niveis dos fatores. Os planejamentos mais simples sdo
aqueles em que todos os fatores sdo estudados em dois niveis, logo, para k fatores, um
planejamento completo de dois niveis exige, no minimo, a realizagio de 2 x 2 x 2 x ... x 2 = 2%
ensaios diferentes, sendo chamados de planejamento fatorial 2 (*7).

As interagdes entre os fatores estudados somente podem ser identificadas empre-
gando os métodos multivariados, pois no método univariado cada fator ¢ otimizado de forma
independente, ou seja, os experimentos sdo realizados variando-se o nivel de apenas um
determinado fator, enquanto os demais fatores do sistema sdo mantidos constantes. O
inconveniente deste procedimento ¢ que o valor 6timo de um fator pode depender dos niveis
dos demais, ou seja, podem existir interagdes entre eles e a ordem dos fatores pode alterar o
resultado final. Somente em métodos multivariados as intera¢cdes podem ser visualizadas, pois
a ordem dos experimentos ndo afeta a resposta, uma vez que todas as variaveis sao estudadas
simultaneamente. Além disso, as otimizacdes multivariadas permitem ao pesquisador
sistematizar seu trabalho de forma mais objetiva e tratar todas as varidveis com igual
importancia, eliminando possiveis pré-julgamentos, os quais podem levar a interpretacdes
equivocadas (*°!.

Em fungao de caracteristicas vantajosas, tais como, requerer um pequeno numero de
ensaios, funcionar bem na presenca de erros aleatdrios e principalmente, avaliar as interagdes
entre as varidveis, permitindo verificar os efeitos sinérgicos ou antagonicos relacionados as
respostas obtidas, os planejamentos experimentais sao frequentemente aplicados a etapas de
otimizagdo de métodos analiticos'™™. Semelhantemente, as ferramentas quimiométricas tém
sido uteis para a otimizagdo dos parametros em métodos voltamétricos, tais como, voltametria
de pulso diferencial e de onda quadrada, onde ¢ possivel encontrar na literatura o emprego de

planejamentos experimentais para obtengdo das condicdes Otimas para detec¢do
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eletroquimica™.

Bia e colaboradoes®, por exemplo, empregaram a voltametria de onda quadrada
associada a métodos quimiométricos para desenvolver um método simples e rapido para
determinar o herbicida atrazina utilizando um eletrodo de filme de bismuto. Diferentes
variaveis, tais como, pH, freqiiéncia, amplitude e incremento foram selecionadas através de
um planejamento fatorial completo 2. Posteriormente as, vériaveis significativas foram
otimizadas através de planejamento composto central combinado com a fungdo
desejabilidade. Desta forma, as condig¢des otimizadas foram: pH 2,3, /= 300 s'l, a=0,09 Ve
AEs=0,0024 V. Nas condi¢des otimizadas o método tem uma resposta linear na faixa de 1,8 a
7,5x10° mol L' com limites de detec¢do e quantificacdo de 59x107 ¢ 1,8x10° mol L,
respectivamente.

Ja Tebfilo e colaboradores®!

empregaram um planejamento experimental para
otimizar a resposta da voltametria de onda quadrada na determinagdo do herbicida glifosato.
As variaveis incremento, amplitude, freqiiéncia, concentrag¢do do eletrélito de suporte e a area
da gota de mercurio foram otimizadas através de um um planejamento fatorial completo 2°. A
partir destes resultados, trés dos fatores foram escolhidos como os mais importantes para
serem estudados através de um o planejamento composto central. A melhor corrente de pico
de redugdo do derivativo N-nitroso do glifosato foram: 0,025 V, 0,125 V, 70 s', 1,25 mol L™
e 0,60 mm? para o incremento, amplitude, freqiiéncia, concentragdao do eletrolito e area da

gota de mercurio, respectivamente. Nestas condigdes a faixa linear foi de 0,050 a 100,0 ug

mL™, com limites de detecgdo e quantificagdo de 0,025 e 0,080 ng mL™, respectivamente.

1.5 Validacao de Método Analitico

Nos ultimos anos, qualidade e confiabilidade em andlises quimicas sdo cada vez mais
exigidas, visto que dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a
prejuizos irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informagdes
confidveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagio denominada validacdol. O
objetivo de uma validagdo ¢ demonstrar que o método ¢ apropriado para a finalidade
pretendida e deve garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados'”®!. Os
resultados, por sua vez, podem ser usados para avaliar a qualidade, aplicabilidade, precisao,
confiabilidade e consisténcia; parte integrante necessaria, em qualquer procedimento

analitico®.
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No termo validagdo de métodos ¢ possivel distinguir dois tipos: a validagdo no
laboratério (“in house validation™), que consiste das etapas de validagdo dentro de um unico
laboratorio, seja para validar um método novo que tenha sido desenvolvido localmente ou
para verificar se um método adotado de outras fontes estd bem aplicado. E a validagao
completa (“full validation”) que envolve todas as caracteristicas de desempenho em um
estudo interlaboratorial que ¢ utilizado para verificar como o método se comporta com uma
determinada matriz analisada em varios laboratdrios, estabelecendo a reprodutibilidade do
método e a incerteza expandida associada 4 metodologia como um todo!!.

De modo geral, os parametros analiticos tipicos avaliados na etapa de validagao de
um novo método sdo: seletividade (especificidade), linearidade, intervalo, exatiddo, precisao,
(repetibilidade e precisao intermediaria), robustez, limite de detecgao e limite de quantificagao

(dependendo da finalidade do teste)> ** %,

1.5.1 Especificidade e Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da
andlise, estes interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito
também pode depender da concentracio”.Um método ¢ tido como seletivo quando sofre
pouco ou nenhuma influéncia de interferentes potenciais. Geralmente, a especificidade ¢
atribuida a métodos analiticos capazes de quantificar analitos, na presenca de outros
componentes estruturalmente semelhantes que possam interferir na sua determinagdo, tais
como, outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e/ou produtos de degradagdo, bem
como outros compostos de propriedades similares que possam estar, porventura,

presentes[gz’ 1

1.5.2  Linearidade e Intervalo

A linearidade corresponde a capacidade do método analitico em demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo da substancia analisada,
dentro de um intervalo especificado®. Em um método voltamétrico a curva de calibragdo ¢
construida em fun¢do da relagdo entre a corrente de pico e a concentracdo do analito.
Recomenda-se que seja determinada pela andlise de, no minimo, sieis concentragdes
diferentes, com triplicata para cada nivel de concentracdo. Geralmente, os dados sdo
processados utilizando o método de regressdo linear, e os resultados podem ser uUteis para

fornecer estimativas matematicas do grau de linearidade”. O critério minimo aceitavel do
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coeficiente de correlagdo (R) ¢ de 0,993,

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa usual de concentracdes do
analito, no qual o método ¢ aplicado, e o intervalo de aplicagao deve idealmente se situar no
centro da faixa de trabalho”®. Em sintese, o intervalo é a faixa linear entre os valores de
concentragdo superior e inferior do composto, o qual demonstre que o procedimento
desenvolvido apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequados. Normalmente ¢ derivado

do estudo de linearidade e depende da aplicacio pretendida do métodol™> **.

1.5.3  Exatiddo

A exatiddo ¢ um dos principais requisitos para a validagdo de métodos analiticos.
Pode ser descrita como o grau de concordancia entre o valor que ¢ adotado como valor de
referéncia (verdadeiro ou aceito) e o valor encontrado*. E importante observar que um valor
exato ou verdadeiro ¢ o valor obtido por uma medigao perfeita e este valor ¢ indeterminado
por natureza. Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo:
materiais de referéncia; comparacio de métodos; ensaios de recuperagdo; adicdo padriol®.
Em ensaios de recuperagdo, a exatiddo ¢ calculada como porcentagem de concordincia da
quantidade conhecida (verdadeira) do analito adicionado a amostra e a concentra¢do obtida

experimentalmente, deve ser obtido apos ensaios de seletividade e linearidade'™!.

1.5.4  Precisdo

A precisdo de um método analitico expressa o grau de concordancia entre uma série
de medidas obtidas a partir de amostragem multipla de uma mesma amostra homogénea em
condi¢des determinadas, deve ser investigada com amostras homogéneos auténticas, ou
amostras preparadas artificialmente, ou ainda uma solugio da amostra®”!. A precisdo pode ser
avaliada em trés niveis, repetibilidade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade.

Repetibilidade (ou precisdo intra-corrida): ¢ a concordancia entre os resultados
dentro de um curto intervalo de tempo, com o mesmo analista € mesma instrumentacao, ¢
verificada por, no minimo, 9 (nove) determinagdes, contemplando o intervalo linear do
método, ou seja, 3 (trés) concentragdes (baixa, média e alta), com 3 (trés) réplicas cada ou
minimo de 6 determinacdes a 100% da concentragdo do teste>!.

Precisdao intermediaria (ou precisdo inter-corridas): € a concordancia entre os

resultados obtidos dentro do mesmo laboratério com algumas variagdes, tais como, diferentes
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solugdes estoque, dias diferentes, diferentes analistas, diferentes equipamentos, etc”*.

Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): é a concordancia entre os resultados
obtidos em laboratorios diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicado a

padronizacio de métodol™!.

A precisdo ¢ comumente expressa através do desvio padrio relativo (DPR) ou
coeficiente de variagcdo (CV%), o valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a
metodologia empregada, a concentracao do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade

do método, nio se admitindo valores superiores a 5%,

1.5.1 Robustez

A robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este apresenta frente a
pequenas variagdes, ou seja, a sua capacidade de resistir a pequenas e deliberadas mudancas
dos parametros analiticos. Deste modo, indica sua confianga durante o uso normal. A
avalia¢do da robustez ¢ considerada durante o desenvolvimento do método e depende do tipo
em estudo, constatando-se a susceptibilidade as variagdes nas condi¢des analiticas, estas

< ~ . . . 92,93, 94,95
deverdo ser controladas e precau¢des devem ser incluidas no procedimentol #**+ %],

1.5.2  Limite de deteccio

Para determinacdes quantitativas em amostras com baixos niveis do analito ou
andlise de tracos, ¢ importante saber qual o menor valor de concentracdo do analito pode ser

[96]

detectado pelo método~™'. O Limite de deteccdo (LD) ¢ a menor quantidade do analito

presente em uma amostra que pode ser detectado, porém nao necessariamente quantificado,

[93

sob as condi¢des experimentais estabelecidas”. O LD pode ser calculado de trés maneiras

diferentes: método visual, método relacdo sinal-ruido, método baseado em parametros da
curva analitica®?.

Método visual: pode ser usado para os métodos instrumentais e ndo-instrumentais, ¢
determinado pela analise de amostras com concentracdes conhecidas de analito e por
determinagdo do nivel minimo ao qual a substincia em analise pode ser detectado de forma
segura.

Meétodo da relagdo sinal-ruido: pode ser aplicado somente em procedimentos

analiticos que exibem ruido da linha de base. A determinacdo da relagao sinal-ruido ¢ feita

pela comparacao entre a medi¢do dos sinais de amostras em baixas concentracdes conhecidas
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do analito de interesse e um branco. Assim, ¢ estabelecida uma concentracdo minima na qual
a substancia pode ser seguramente detectada. A relacdo sinal-ruido entre 3 ou 2:1 sdo
geralmente aceitas como estimativas do limite de detecgdol””.

Método baseado em pardametros da curva analitica: O limite de detec¢ao (LD) pode

ser expresso pela equagdo (4):

Onde s ¢ a estimativa do desvio padrao da resposta, que pode ser a estimativa do
desvio padrao do branco, da equagdao da linha de regressao ou do coeficiente linear da

~ TR T . c: . [94,93,97
equacdo e S ¢ a inclinagdo (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitical®* > %7,

1.5.3  Limite de quantificacio

O limite de quantificacdo (LQ) de um método analitico ¢ a menor quantidade de
analito numa amostra que pode ser determinada quantitativamente com precisao e exatidao

adequadas®”.

Para muitas aplicacdes farmacéuticas e biologicas, o LQ ¢ geralmente
parametro mais util que o LD, uma vez que o LD ¢ relevante apenas em métodos de analise de
tracos, quando as medicdes estdo sendo feitas em concentragdes proximas a esse limite. O
valor de LQ sempre mais alto do que o valor do limite de deteccdo e ¢ muitas vezes obtido
como multiplo do s do LD. Véarios métodos sdo empregados para determinar o limite de
quantifica¢do, dependendo se o processo ¢ ou ndo instrumental, analogamente aos do LD do
item anterior *Y. Assim, os mesmos critérios do LD podem ser adotados para o LQ,
utilizando a relagdo 10:1, ou seja, o LQ pode ser calculado utilizando o método visual, a

relagdo sinal-ruido ou a relagdo entre a estimativa do desvio padrdo da resposta, a partir da

equacao (5):

Onde s pode ser a estimativa do desvio padrao do branco, da equagdo da linha de

regressdo ou do coeficiente linear da equagio e S é a inclinagio da curva analitica®.



50

2. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico simples, econdmico e eficiente, orientado a
determinagdo simultanea de espécies quimicas de reconhecida importancia farmacolédgica e
cosmecéutica, empregando-se técnicas voltamétricas, associadas a ferramentas

quimiométricas.

2.1 Objetivos Especificos

2.1.1 Empregar um eletrodo de carbono vitreo ndo modificado na determinacdo simultanea
das associagdes: sulfametoxazol e trimetoprima (antibidticos) e acido koéjico e
hidroquinona (agentes despigmentantes).

2.1.2 Estudar o comportamento voltamétrico dos farmacos frente ao eletrodo de carbono
vitreo sob diferentes condi¢des (pH da solugao, eletrélito e concentragao do analito);

2.1.3 Caracterizar o transporte de massa, através de estudos em diferentes velocidades de
varredura de potencial;

2.1.4 Estudar a influéncia da variagdo da concentracao hidrogenionica do meio, na resposta
voltamétrica dos farmacos;

2.1.5 Otimizar os parametros instrumentais da voltametria de onda quadrada, para a
determinagao voltamétrica dos farmacos de interesse;

2.1.6 Construir as curvas analiticas individuais e simultaneas referentes as espécies de
interesse e obter os limites de detec¢do e quantificagao;

2.1.7 Avaliar a viabilidade da aplicagdo da metodologia na quantificagdo simultdnea dos
farmacos, através de ensaios de recuperagao.

2.1.8 Comparar os resultados obtidos pela metodologia voltamétrica desenvolvida para a
determinagdo simultanea de trimetoprima e sulfametoxazol com os resultados obtidos
pelo método farmacopeico oficial (HPLC);

2.1.9 Validar o método voltamétrico desenvolvido para determinagdo simultanea de acido
k¢jico e hidroquinona sob parametros de especificidade e seletividade; linearidade e
faixa de aplicacdo; precisdo; exatiddo; limites de deteccdo e quantificagao;

2.1.10 Aplicar o método voltamétrico desenvolvido na determinacdo das espécies de interesse

em amostras reais (formulagdes farmacéuticas).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Os reagentes utilizados para o preparo de solucdes foram de grau analitico PA ou
superior.
Acetonitrila e trietilamina (ambos grau HPLC) foram utilizados como recebidos.

Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se vidraria analitica e d4gua destilada.

3.1.1 Farmacos e ativos

Sulfametoxazol e trimetoprima ambos do laboratério farmacéutico Far-Manguinhos
da Fundagao Oswaldo Cruz, com grau de pureza de 99%.

Acido kéjico da All Chemistry, com 99,5% de pureza e hidroquinona da LabSynth,
com 99,4 % de pureza.

Acido Ascorbico Sigma-Aldrich com 99% de pureza.

Metbissulfito de sodio da Biotec com 97% de pureza.

3.2 Preparo de Solucdes

As solugdes estoque dos padrdes farmacéuticos de trimetoprima (1,5x10° mol L),
acido koéjico (2,0x10° mol L) e hidroquinona (2,0x10° mol L") foram preparadas
diariamente em agua destilada, a de sulfametoxazol (2,07(10'3 mol L'l) por sua vez, foi
preparada em solugao 30% etandlica.

As solugdes estoque dos padrdes de interferentes: acido ascorbico (2,0x107 mol L)
e metabissulfito de sodio (2,0x10 mol L") foram preparadas diariamente em agua destilada.

As solugdes trabalho foram preparadas pela diluigdo em solugdes tampao.

A solugio tampdo Britton-Robinson (BR)"**! foi preparada pela adi¢io das seguintes
solucoes: 0,04 mol L' de 4cido ortofosforico, 0,04 mol L' de 4cido borico, 0,04 mol L' de
acido acético e o pH requerido foi ajustado com hidroxido de sédio (2,0 mol L™).

[99]

A solucdo tampao Mcllvaine foi preparada pela mistura de quantidades

apropriadas das solugdes: 4cido citrico 0,1 mol L™ e fosfato dissodico 0,2 mol L™,
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3.3 Eletrodo de Carbono Vitreo

A limpeza do eletrodo de carbono vitreo comercial foi realizada por polimento
(1 minuto) em suspensao aquosa de alumina de granulometria 0,3 wm impregnada sobre pano
de polimento apropriado e umedecido com agua destilada. Posteriormente, o eletrodo foi
imerso em dalcool isopropilico e colocado em banho de ultrassom durante 5 minutos para
remover possiveis particulas incrustadas na superficie.

Depois do procedimento mecanico, foi realizada o pré-tratamento eletroquimico da
superficie pela técnica da voltametria ciclica®. Para isto, fez-se 30 ciclos em eletrolito

suporte, na faixa de -0,2V a +1,0V, com velocidade de varredura de 50 mV s,

34 Planejamento Fatorial

Os parametros instrumentais da voltametria de onda quadrada: frequéncia (f),
amplitude de pulso (a) e o incremento de varredura de potencial (4Es) foram otimizados
através de um planejamento fatorial completo 2° com quintuplicata do ponto central, sendo
que a replicata realizada foi utilizada para o célculo da estimativa do desvio padrao.

Para execucdo dos planejamentos, adicionou-se aliquotas da solucdo trabalho do
farmaco em estudo em eletrdlito suporte (tampao BR, pH=6 para SMX/TMP ou tampao
Mcllvaine pH=8 para AK/HQ), para obtencdo de 5,6x10” mol L' de trimetoprima, 5,83x107
mol L' de sulfametoxazol, 2,0)(10'4 mol L de écido kéjico ou 4,35x10” mol L' de
hidroquinona na célula eletroquimica para analise voltamétrica.

A escolha dos valores dos niveis e do ponto central a serem investigados para cada
parametro deu-se através de um estudo preliminar univariado, onde fixou-se dois parametros
nos valores estabelecidos como padrdes e variou-se o terceiro em um faixa pré-determinada,

de acordo com a tabela 04.

Tabela 04: Faixas de variacdo e valores estabelecidos como padrdes para estudo preliminar univariado dos
parametros da voltametria de onda quadrada.

Parametro Valor padrio estabelecido Faixa de variacio
Amplitude (a) 50 mV 05 - 80 mV
Frequéncia (f) 100s™ 10-200s™

Incremento (AE,) 2 mV 1-8mV

Fonte: A autora.
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Os melhores valores para os parametros encontrados no estudo univariado foram

planejamentos fatoriais.

entdo selecionados e estabelecidos como niveis para o estudo multivariado através de

As variaveis e os niveis utilizados no estudo multivariado sdo mostrados na Tabela 05

Tabela 05: Variaveis e niveis estudados nas otimiza¢des dos pardmetros da voltametria de onda quadrada.

SULFAMETOXAZOL
Variaveis\Niveis -1 0 +1
Amplitude (mV) 20 30 40
Frequéncia (s™) 80 90 100
Incremento (mV) 2 3 4
TRIMETOPRIMA
Variaveis\Niveis -1 0 +1
Amplitude (mV) 10 20 30
Frequéncia (s™) 80 90 100
Incremento (mV) 3 4 5
ACIDO KOJICO
Variaveis\Niveis -1 0 +1
Amplitude (mV) 20 30 40
Frequéncia (s) 60 70 80
Incremento (mV) 1 2 3
HIDROQUINONA
Variaveis\Niveis -1 0 +1
Amplitude (mV) 20 30 40
Frequéncia (s™) 20 30 40
Incremento (mV) 1 2 3

Fonte: A autora.

Foram realizados experimentos para todas as combinagdes possiveis dos niveis

com a matriz de planejamento apresentada na Tabela 06.

selecionados (Tabela 05), totalizando treze ensaios para cada planejamento fatorial, de acordo
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Tabela 06: Matriz do planejamento fatorial 2° para otimizagdo dos pardmetros instrumentais da voltametria de
onda quadrada.

Variaveis
Ensaios

a f AEs

01 - - -
02 + - -
03 - +
04 + +
05 - -
06 + -
07 -
08
09
10
11
12
13

S O o o o +
S O o o o + o+
oSO o o o o + + +  +

Fonte: A autora.

A resposta avaliada foi a corrente de pico anoddica (Z,,) no caso do SMX ou a razdo
entre a corrente de pico (/,) e a largura de meia altura do pico de potencial (4E,.) para os
demais analitos, com intuito de obter o sinal analitico em termos de sensibilidade e
seletividade. Em seguida, foram calculados os efeitos principais e de interagdo, observando-se

a presenca ou ndo de efeitos significativos.

3.5 Medidas Voltamétricas

As medidas voltamétricas (ciclica e onda quadrada) foram realizadas em temperatura
ambiente (~25°C), utilizando-se uma cela eletroquimica (capacidade de 10 mL) com um
sistema convencional de trés eletrodos (comerciais): eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCl
saturado), contra-eletrodo de disco de platina (area = 12,57mm?) e eletrodo de carbono vitreo
(4rea = 7,07mm?) como eletrodo de trabalho. Tais medidas foram realizadas em um
Potenciostato/Galvanostato pAutolab (Tipo III) conectado a um microcomputador para
aquisicdo de dados (software GPES versdo 4.9), conforme esquema ilustrado na Figura 10.

Para construcao das curvas analiticas dos farmacos, foram realizadas diluigdes a
partir da solug¢do estoque de cada analito, em eletrolito suporte (tampao BR, pH=6 ou tampao

Mcllvaine, pH=8). Os graficos das curvas de calibragdo foram obtidos representando a
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corrente versus concentragdo do analito. Todos os graficos apresentados foram obtidos

utilizando-se o software Origin Pro®™ 6.1 ou 8.0 apds subtragdo de linha de base.

Figura 10: Célula eletroquimica contendo trés eletrodos conectados ao potenciostato/galvanostato p-Autolab,
ambos conectados a um computador para aquisi¢do de dados.

1- Eletrodo de referéncia

2-Eletrodo de trabalho
3- Contra-eletrodo { ]

Fonte: A autora.

3.6 Cromatografia em fase Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

As medidas cromatograficas, adaptadas do método descrito na farmacopeia
americana (USP)*?, foram realizadas por meio de um cromatografo liquido de alta eficiéncia,
marca Varian 920-LC (Agilent Technologies), com detector de arranjo de diodos (DAD)
ajustado em 216 nm (TMP) e 268 nm (SMX). O equipamento estava conectado a um
computador controlado pelo software Varian Galaxie™ Chromatography (versao 1.9).

Uma coluna C18 Microsorb 100-5 (250 x 4,6mm x 1/4”") foi empregada. Durante as
medidas a temperatura foi mantida em 25°C, com vazdo de 1mL por minuto. A fase movel
consistiu de uma mistura de dgua deionizada, acetonitrila e trietilamina (modo isocratico),
com pH em 5,9 + 0,1 ajustado com 0,2 mol L™ de hidroxido de sodio ou 1% v/v de 4cido
acético, sendo filtrada em membrana de acetato de celulose de 0,45 um.

As solucdes padrao foram preparadas com padrdes de alto grau de pureza, em
concentragdes de 1,60 mg mL" (SMX) ¢ 0,32 mg mL" (TMP) dissolvidos em metanol. A
curva analitica foi elaborada a partir da diluicdo em fase movel destas solugdes, nas
concentracoes entre 32,0 e 224,0 mg mL! para SMX e entre 6,4 ¢ 44,8 mg mL! para TMP,
em um total de 7 amostras. As amostras foram injetadas automaticamente, sendo o volume de

injegdo de 20 uL.

3.7 Analise de Amostras Reais contendo SMX e TMP

As amostras de medicamentos contendo sulfametoxazol e trimetoprima de diferentes
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marcas, dosagens e apresentagdo foram adquiridas em farmacias e hospitais locais. As

especialidades e concentracdes estudadas sdo apresentadas na Tabela 07.

Tabela 07: Amostras reais analisadas contendo sulfametoxazol e trimetoprima.

Valor rotulado
Amostra Forma de apresentagio Laboratorio

SMX T™MP
01* Solugdo injetavel A 400 mg 80 mg
02 Solugao injetavel B 400 mg 80 mg
03* Comprimidos A 400 mg 80 mg
04 Comprimidos C 400 mg 80 mg
05* Suspensdo oral A 200 mg 40 mg
06 Suspensao oral D 200 mg 40 mg

*Medicamento de referéncia
Fonte: A autora.

3.7.1 Preparo das Amostras para Andlise por Cromatografia

Nas analises cromatograficas, as amostras reais foram pré-tratadas seguindo o
procedimento descrito na farmacopeia americana (USP)! %

Suspensdo Oral: Uma aliquota (2 mL) do medicamento foi transferida para um baldo
volumétrico de 50 mL com 30 mL de metanol, posteriormente, a solucdo foi sonicada e
ocasionalmente agitada, durante 10 minutos. Apos atingir a temperatura ambiente, 0 menisco
foi aferido com metanol, a amostra foi agitada e centrifugada. Entdo, 5 mL do sobrenadante
foram transferidos a um segundo baldo volumétrico de 50 mL e diluido com a fase movel
(4gua deionizada/acetonitrila/trietilamina). Em seguida, a solugdo foi filtrada em membrana
de acetato de celulose de 0,45 um e condicionada em frasco vial para ser analisada.

Comprimidos: Foram pesados 20 comprimidos comerciais inteiros e calculado a
massa média de um comprimido, para os dois diferentes laboratorios (Bactrim: 0,5066g e
Diazol: 1,1232g). Em seguida, estes comprimidos foram triturados em almofariz e uma
quantidade apropriada de cada fabricante, contendo cerca 160 mg de sulfametoxazol, foi
pesada e dissolvida em metanol. A solu¢do foi sonicada por 5 minutos e filtrada em
membrana de acetato de celulose de 0,45 um. Apos a diluicdo com a fase moével, a solucao foi
condicionada em frasco vial para ser analisada.

Injetavel: 1mL da solugdo injetavel do medicamento foi transferida para um baldo
volumétrico de 50 mL e diluida com metanol, posteriormente, uma aliquota desta solucao foi

transferida a um segundo baldo e diluida com a fase mével. Em seguida, a solugdo foi filtrada



57

em membrana de acetato de celulose de 0,45 um e condicionada em frasco vial para ser
analisada.

Todos os medicamentos foram analisados em triplicata, sendo que a determinacao
quantitativa dos farmacos foram realizadas pelas areas dos picos aplicadas nas equacdes das

retas obtidas pelas curvas analiticas.

3.7.2 Preparo das Amostras para Andlise por Voltametria

Para obtenc¢do das solugdes estoque dos medicamentos, 20 comprimidos comerciais
inteiros foram pesados para calculo da massa média de um comprimido, dos dois diferentes
laboratérios (Bactrim: 0,5066 g e Diazol: 1,1232 g). Em seguida, estes comprimidos foram
triturados em almofariz ¢ uma quantidade apropriada de cada fabricante foi pesada, dissolvida
em solugdo 30% etanodlica e sonicada por 10 minutos. Volumes apropriados da solucdo oral e
da solugdo injetavel foram devidamente diluidos em solugdo 30% etandlica. Aliquotas das
solugdes estoque das amostras reais foram diluidas com tampao BR, pH=6, a fim de obter
concentragdes finais dentro da faixa da curva analitica. Em seguida, as solu¢des foram
submetidas a analise voltamétrica.

Nenhum tratamento adicional nas amostras reais foi necessario. Todos os
medicamentos foram analisados em triplicata e as quantidades de sulfametoxazol e
trimetoprima foram determinadas através da intensidade do pico voltamétrico aplicado as

equagoes das retas obtidas pelas curvas analiticas.

3.8 Parametros de Validacao do Método Voltamétrico para Determinacao

de Acido Kéjico e Hidroquinona

O método voltamétrico desenvolvido para determinagdo simultanea de acido kdjico e
hidroquinona foi validado sob os parametros analiticos: especificidade, linearidade, intervalo,

exatiddo, repetibilidade, precisao intermediaria, limite de deteccdo e de quantificagao.

3.8.1  Exatiddo e Especificidade

A exatidao e a especificidade do método proposto foram avaliadas através dos
ensaios de recuperacdo em base gel (Natrosol®) e creme (Lanette®), onde quantidades

conhecidas de acido kdjico e hidroquinona padrdo foram adicionadas ao veiculo (sem adigdo



58

de conservantes) e posteriormente determinadas. A exatiddo foi calculada como porcentagem
de recuperagdao da quantidade conhecida dos farmacos adicionados ao veiculo, segundo a

formula (4):

concentragao média experimental
x 100 (4)

exatidao = ——
concentragao teorica

Para o preparo das seis amostras (Tabela 08), um saco plastico transparente foi
acondicionado em um béquer de forma que possibilitasse a pesagem dos materiais,
inicialmente pesou-se o acido kodjico, em seguida a hidroquinona, e por fim o veiculo, de

modo a totalizar cerca de 5,0 g de clareador, misturou-se bem.

Tabela 08: Ensaios de recuperacdo de acido kojico e hidroquinona para determinagdo da exatiddo e
especificidade.

Concentracdo
Amostra Veiculo
AK HQ
01 Gel 1,02 % 2,00 %
03 Gel 2,03 % 2,00 %
05 Gel 3,99 % 3,01 %
02 Creme 0,99% 2,01 %
04 Creme 2,00 % 1,98 %
06 Creme 4,08 % 3,06 %

Fonte: A autora.

Cada amostra foi analisada em triplicata, para isto, uma quantidade do clareador foi
pesada (cerca de 1,0000 grama), diluida com 4gua destilada em baldo volumétrico de 100 ml e
agitada vigorosamente. Posteriormente, uma aliquota apropriada desta solucdo foi diluida com
solucdo tampao Mcllvaine (pH=8,0) em baldo volumétrico de 10 mL, a fim de obter
concentracgoes finais dentro da faixa da curva analitica e em seguida foi submetida a analise
voltamétrica. As quantidades de AK e HQ foram determinadas através da intensidade dos

picos voltamétricos aplicados as equagdes das retas obtidas pelas curvas analiticas.

3.8.2  Linearidade e Intervalo

A linearidade do método voltamétrico desenvolvido foi avaliada por meio dos

coeficientes de correlacdo linear obtidos através das curvas analiticas construidas a partir de
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aliquotas das solugdes estoque dos agentes despigmentantes. Também foi possivel verificar a
faixa de trabalho, ou seja, o intervalo linear que compreende desde a menor concentragdo,
onde ¢ possivel realizar uma medida quantitativa, até a concentracao onde a curva desvia da

linearidade.

3.8.3  Precisdao

A precisao foi aferida em termos de repetibilidade (intra-corrida) e precisdo
intermediaria (inter-corrida). A repetibilidade foi verificada por 3 determinagdes
voltamétricas simultdneas de 4acido kojico e hidroquinona, realizadas em triplicatas,
contemplando o intervalo linear do método. Para o ensaio de precisdo intermediaria, foram
refeitos os procedimentos do ensaio de repetibilidade em dias diferentes, por analistas
diferentes, no mesmo laboratorio e equipamentos.

A precisao foi expressa na forma de coeficiente de variagdo (CV%), segundo a

equagao (6):

cv=22x100 (6

CMD

Onde DP = estimativa do desvio padrdo e CMD = concentra¢cdo média determinada.

Considerou-se satisfatorios valores de CV inferiores a 5%,

3.8.4  Limite de Detecgdo e Limite de Quantificacdo

Os limites de detec¢do e quantificacdo foram calculados empregando-se o método
baseado em parametros da curva analitica, ou seja, pela divisdo do desvio padrdo dos
coeficientes lineares das trés curvas de calibragdo pela média dos coeficientes angulares

destas respectivas curvas, multiplicados por 3 e 10, respectivamente.

3.9 Analise de Amostras Reais contendo AK e HQ

Amostras de dermocosméticos em base gel (Natrosol®) e em creme (Lanette®),
contendo a associacdo em estudo foram analisadas.

As formulagdes comerciais (Tabela 09), contendo diferentes concentra¢des de acido
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kojico e hidroquinona (e agentes antioxidantes) foram obtidas em duas farmécias de
manipulacdo na regido de Ponta Grossa/PR. Ambas as farmécias de manipulacdo utilizam

apenas o metabissulfito de sddio (10% da concentragao de HQ) como conservante.

Tabela 09: Amostras reais de clareadores (base gel e creme), contendo acido kodjico e hidroquinona obtidos em
farmacias de manipulacdo da regido de Ponta Grossa/PR..

Concentragdo declarada
Amostra Veiculo Origem

AK HQ
01 Gel Manipulagdo A 2,0% 2,0 %
02 Gel Manipulagdo A 4,0 % 3,0%
03 Creme Manipulagdo A 2,0 % 2,0 %
04 Creme Manipulagdo A 1,0 % 2,0 %
05 Gel Manipulagdo A 2,0 % 1,0 %
06 Gel Manipulagdo B 2,0 % 2,0 %
07 Gel Manipulagdo B 1,0 % 2,0 %
08 Creme Manipulagdo B 2,0 % 2,0 %

Fonte: A autora.

Para andlise, uma quantidade do clareador foi pesada (cerca de 1,0000 grama),
diluida com &4gua destilada em baldo volumétrico de 100 ml e agitada vigorosamente,
posteriormente, uma aliquota apropriada desta solugdo foi diluida com solugdo tampao
Mcllvaine pH 8,0 em baldao volumétrico de 10 mL, a fim de obter concentragdes finais dentro
da faixa da curva analitica e em seguida submetida a analise voltamétrica. Nenhum tratamento
adicional nas amostras reais foi necessario. Todas as amostras reais foram analisadas em
triplicata e as quantidades de hidroquinona e acido kojico foram determinadas através da
intensidade dos picos voltamétricos aplicados as equacdes das retas obtidas pelas curvas

analiticas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Associacdo Sulfametoxazol e Trimetoprima

4.1.1  Comportamento voltamétrico do sulfametoxazol sobre ECV

O comportamento voltamétrico do sulfametoxazol foi estudado no eletrodo de
carbono vitreo em tampao BR, pH 6,0. O voltamograma ciclico obtido ap6s uma variacao de
potencial positiva de 0,0 a +1,2 V seguida da variagdo de potencial negativa de +1,2a 0,0 V, ¢
apresentado na Figura 11A. Nesta figura foi possivel observar que o sulfametoxazol apresenta
somente um pico de oxidacdo em torno de +0,96 V vs. Ag/AgCl, com caracteristicas de um
processo irreversivel, uma vez que o voltamograma ndo apresenta pico no sentido da
varredura reversa. Na analise das componentes de corrente da voltametria de onda quadrada o
mesmo foi observado (Figura 11B), o pulso no sentido direto produz uma corrente anddica,
enquanto o pulso no sentido inverso produz corrente catddica, sendo a diferenga dessas

correntes obtida como um voltamograma resultante!”.

Figura 11: (A) Voltamogramas ciclicos para o branco e 2,0x10™* mol L' de sulfametoxazol a v= 50 mV s™ (B)
Voltamogramas de onda quadrada de 1,70x10™ mol L' de sulfametoxazol, com f= 100 s, a= 40 mV,
AE=4 mV, sobre eletrodo de carbono vitreo, em tampado BR pH=6.
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é 2,0 é 6
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0,04
24
2,0
04
'4’00 5 o4 06 08 o 5 06 07 08 09 10 11 12 13
’ ' : ’ ’ ' E(V) vs. Ag/AgCl
E(V) vs. Ag/AgCl B

Fonte: A autora.

De acordo com estudos descritos na literatura, as sulfonamidas amino substituidas
podem ser eletroquimicamente oxidadas no grupo amino primario (-NH;), mas a reducio no

grupo sulfamil (-SO,NHR) ¢ dificil de ocorrer®® %% 101,

Para o sulfametoxazol, o pico de
oxidagdo obtido ¢ atribuido a eletrooxidacdo do gupo amino para iminobenzoquinona,
envolvendo a transferéncia de dois elétrons e dois protons, conforme apresentado na

Figura 12.



62

Figura 12: Esquema de oxidacgdo do sulfametoxazol.

o 0
N—O o
N M 2H" ~2¢ — N-Q
/Ej/ \N VY » O— — NH + +/&)\ + HySO;
H —
H,N

Fonte: Adaptado de [100].

A influéncia da velocidade de varredura no pico de oxidagao do SMX foi investigada
pela voltametria ciclica. Os voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura
(10 a 90 mV) sdo apresentados na Figura 13. Observou-se que o aumento da velocidade de
varredura desloca o pico de corrente para valores de potenciais mais positivos. Para processos

.11 Jogo

eletrodicos reversiveis, o potencial de pico independe da velocidade de varredura
pode-se confirmar que o processo associado a reagdo de oxidagdo do sulfametoxazol ¢ mesmo

irreversivel.

Figura 13: Voltamogramas ciclicos de 2,0x10* mol L'de sulfametoxazol em diferentes velocidades de
varredura (10 a 100 mV s™) sobre eletrodo de carbono vitreo, em tampdo BR, pH 6.
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Fonte: A autora

Além disso, a corrente de pico anddica varia linearmente com a raiz quadrada da
velocidade de varredura de potencial (R=0,9995) (Figura 14A), indicando que o processo de
transferéncia de massa ¢ controlado pela difusdo das espécies a superficie do eletrodo!. Na
Figura 13B ¢ apresentado o grafico do logaritmo da intensidade de corrente de pico em
funcdo do logaritmo da velocidade de varredura, onde se observou uma relagdo linear com
inclinagdo de 0,40, este valor estd proximo do previsto pela literatura (0,5) para sistemas

[102]

controlados pela difusdo das espécies' -, corroborando ao observado na Figura 13B. Este
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[36

comportamento difusional também foi observado por Souza e colaboradores®® sobre eletrodo

[101

de diamante dopado com boro e por Joseph e Kumar!'®"! sobre eletrodo de pasta de carbono

modificado com [5,10,15,20- tetrakis (3-metoxi-4- hidroxi fenil) porfirinato] Cu(II).

Figura 14: (A) Dependéncia da variag@o de corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de varredura (B)
Dependéncia do logaritmo da variag@o de corrente de pico com o logaritmo da velocidade de varredura.
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Fonte: A autora.

4.1.2  Comportamento voltamétrico da trimetoprima sobre ECV

O comportamento voltamétrico da trimetoprima foi estudado sobre eletrodo de
carbono vitreo em eletrdlito suporte (tampao BR pH=6,0). No voltamograma ciclico obtido na
faixa de potencial de 0,0 a 1,5V foi possivel observar um pico de oxidagdo irreversivel em
1,12 V vs. Ag/AgCl (Figura 15A). Na analise das componentes de corrente da voltametria de
onda quadrada (Figura 15B), o mesmo comportamento foi constatado, no qual a corrente

4

resultante ¢ bastante semelhante a direta e a corrente reversa ndo apresenta pico,

comportamento caracteristico de sistemas irreversiveis!’..

Figura 15: (A) Voltamogramas ciclicos para o branco e 1,50x10™ mol L de trimetoprima a v= 50 mV s (B)
Voltamogramas de onda quadrada de 1,05x10™* mol L' de trimetoprima, /= 100 s™', a= 30 mV, AEs= 5 mV sobre
eletrodo de carbono vitreo, em tampdo BR, pH =6.
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A

Fonte: A autora.
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r

Segundo reportado na literatura, a trimetoprima ¢ eletroquimicamente oxidada

envolvendo a transferéncia de quatro elétrons ['% 104 10

. O grupo amino (-NH;) da posicao
4, ¢ oxidado a NO, de acordo com o esquema apresentado na Figura 16, nesta molécula
existem dois grupos amino, um na posi¢do 2 (mais estavel em fun¢do dos dois N) e outro na
posicdo 4 do anel pirimidina, este, segundo estudos computacionais reportado na literatura,

L. , .~ 10
esta mais suscetivel a oxidacao!' .

Figura 16: Esquema de oxidacdo da trimetoprima.

NH, NO
OCH
N X . -4¢ NT X OCH;
)l\ = )l\
HNT N OCH, LN N7 O CH,
O CHs O CH;

Fonte: [103].

Para caracterizagdo do transporte de massa, voltamogramas em diferentes
velocidades de varredura (de 10 a 100 mV) foram obtidos para uma concentragao fixa de

trimetoprima (2,73x10™* mol L™, os quais sdo apresentados na Figura 17.

Figura 17: (A) Voltamogramas ciclicos de 2,73x10™ mol L'de trimetoprima em diferentes velocidades de
varredura (10 a 100 mV s™) sobre eletrodo de carbono vitreo, em tampdo BR, pH 6.
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Fonte: A autora.

Observou-se que a corrente de pico anoddica varia linearmente com a velocidade de
varredura de potencial (R= 0,9983), caracterizando um processo adsortivo na superficie

eletrodical® (Figura 18A), o mesmo foi observado na Figura 18B onde a relacio linear do
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logaritmo da intensidade de corrente de pico em fung¢do do logaritmo da velocidade de

varredura (de 20 a 100 mV), tem inclinagdo de 0,82, este valor é proximo do previsto pela

literatura (1,0) para sistemas adsortivos!'*?.

[106

O comportamento adsortivo também foi
observado por Rajith ¢ Kumar'® sobre o eletrodo de carbono vitreo modificado com

metaloporfirina de Mn (III).

Figura 18: (A) Dependéncia da variagio de corrente de pico com a velocidade de varredura (mV s™)
(B) Dependéncia do logaritmo da variagdo de corrente de pico com o logaritmo da velocidade de varredura.
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Fonte: A autora.

4.1.3  Influéncia do pH na resposta voltamétrica de SMX e TMP

A influéncia da variagdo da concentracdo hidrogenidnica do meio, na resposta
voltamétrica de 1,67x10'4 mol L sulfametoxazol e 1,5)(10'4 mol L de trimetoprima, foi
avaliada em 0,04 mol L de tamp3o BR, variando o pH de 2 a 11. No estudo, observou-se que
ambos os farmacos apresentaram resposta voltamétrica em toda faixa de pH estudada, sendo a
maior intensidade de corrente obtida em pH 6 (Figura 19). No pH otimizado, outras solugdes
tampao, tais como, acetato, fosfato, mcllvaine foram testadas, no entanto a melhor resposta foi
obtida em tampao BR, o qual foi escolhido para as demais andlises. Adicionalmente,
observou-se pequenos deslocamentos nos potenciais de pico anddico da trimetoprima com o
aumento do pH da solugdo (Figura 19A). Os potenciais de pico anddico do sulfametoxazol
deslocam-se para valores menos positivos a medida que o pH aumenta, comportamento tipico
de processos onde ocorre prévia protonagdo da espécie, indicando que a oxidagdo
eletroquimica ¢ dependente do pH, pois a desprotonagdo no processo de oxidacao ¢ facilitada
em maiores valores de pH!"'""). Uma relagio linear foi observada na faixa de pH de 2 a 8
(Figura 19B), com inclinagdo de -52 mV pH'l, a equagdo (7) representa a correlacdo entre o

potencial de pico anddico e o pH do SMX, onde os valores de potencial sdo dados em Volt.
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Ep (vs. Ag/AgCl) = 1,247 — 0,052 pH, R=0,9978 (7)

O valor encontrado estd proximo da inclinagdo nernstiana teérica de -59 mV pH™,

sugerindo que o nimero de elétrons e protons envolvidos no processo sao iguais, ou seja, dois

protons participam da oxidago!'®

Momberg e colaboradores!' ",

, em concorddncia com 0 mecanismo proposto por

Figura 19: Relagdo entre pH e potencial de pico (eixo y-esquerdo) e corrente de pico (eixo y-direito) para (A)
trimetoprima e (B) sulfametoxazol em 0,04 mol L' de tampao BR sobre eletrodo de carbono vitreo.
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Fonte: A autora.

4.1.4  Analise individual de sulfametoxazol

4.1.4.1 Otimizacdo dos pardametros da VOO para determinacdo de SMX

Para o desenvolvimento de um método eletroanalitico em que se emprega a
voltametria de onda quadrada para quantificar as espécies, faz-se necessario otimizar os
parametros instrumentais que possam influenciar a resposta voltamétrica, tais como,
amplitude, incremento e frequéncia. Na voltametria de onda quadrada, a velocidade efetiva ¢
o resultado do produto da frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial pelo incremento de
varredura de potenciall”.

Com o intuito de obter maior sensibilidade de corrente, os parametros instrumentais
da voltametria de onda quadrada, frequéncia (f), amplitude de pulso (a) e o incremento de
varredura de potencial (4E;) foram otimizados, através de um planejamento fatorial completo
2 com quintuplicata do ponto central, sendo que a replicata realizada foi utilizada para o
calculo da estimativa do desvio padrdo. As variaveis e os niveis estudados (escolhidos através
de um estudo preliminar univariado) foram: /= 80 s (-1) e 100 s (+1); a= 20 mV (-1) e 40

mV (+1) e AE=2 mV (-1) e 4 mV (+1). Os resultados da otimizag¢do via planejamento
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Tabela 10: Resultados da otimizagdo dos pardmetros instrumentais da voltametria de onda quadrada para o

sulfametoxazol, via planejamento fatorial 2°.

Variaveis Resposta
Corrida
a f AE, Corrente (LA)
01 - - - 2,77
02 + - - 4,30
03 - + - 3,42
04 + + - 4,40
05 - - + 3,50
06 + - + 4,82
07 - + + 3,67
08 + + + 5,23
09 0 0 0 3,34
10 0 0 0 3,44
11 0 0 0 3,43
12 0 0 0 3,38
13 0 0 0 3,37

Fonte: A autora.

O tratamento estatistico dos resultados evidenciou que os fatores que obtiveram

efeito significativo com 95% de confianca (0,0418 x tgsy, -4 = 0,1161) para os valores de Ipa

foram: frequéncia de aplicagdo de pulso de potencial, amplitude do pulso de potencial e

incremento de potencial, assim como a interacao entre os trés fatores analisados (Tabela 11).

Tabela 11: Efeitos calculados para otimizagdo dos parametros instrumentais da voltametria de onda quadrada
para o sulfametoxazol, via planejamento fatorial 2°.

Efeito Principal

Efeito de interacao

Amplitude (a)
Incremento (4E;)
Frequéncia (f)
ax AE,
axf
fxAE;
axAE;x f

+1,3456
+0,5839
+0,3318

0,0968
-0,0745
-0,0412
0,1972

Fonte: A autora.

Uma vez que o efeito de interacdo de terceira ordem ¢ significativo, os demais efeitos
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ndo podem ser interpretados individualmente. Assim, o efeito de interacdo de terceira ordem

pode ser melhor visualizado na interpretagdo geométrica mostrada na Figura 20.

Figura 20: Interpretacdo geométrica do efeito de interagdo amplitude vs. incremento vs. frequéncia do
planejamento fatorial 2* para o sulfametoxazol.
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Fonte: A autora.

Nesta figura, € possivel observar que para qualquer um dos fatores estudados, hd um
aumento de corrente para 0 SMX quando passamos do nivel menor para o nivel maior, sendo
uma maior sensibilidade de corrente (/,,= 5,23 pA) alcancada no vértice +++, ou seja, a
£=100s", a= 40 mV e AEs= 4 mV, estes parimetros otimizados foram utilizados para a

construgdo da curva analitica para determina¢ao individual de sulfametoxazol.

4.1.4.2 Curva analitica otimizada para determinacdo individual de SMX

Utilizando-se os pardmetros voltamétricos otimizados (/= 100 s, a= 40 mV e
AE~= 4 mV), curvas analiticas (n= 3) foram construidas pela adicdo de pequenas aliquotas da
solucdo estoque de SMX. A Figura 21A, mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos
no intervalo de concentracao de 2,96)(10'5 a 7,69x10'5 mol L de sulfametoxazol e a Figura
21B, a curva analitica construida. A equagdo da reta obtida foi: /,,= 1,57X10"6 + 0,0640 Csmx

com coeficiente de correlagdo igual a 0,9990.
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Figura 21: (A) Voltamogramas de onda quadrada de sulfametoxazol, em tampao BR (pH=6) sobre o eletrodo de
carbono vitreo, £= 100s™', a= 40 mV, 4E= 4mV. (B) Curva analitica.
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Fonte: A autora.

4.1.5 Obtencio das condig¢oes otimizadas para determinacdo simultinea de

sulfametoxazol e trimetoprima

4.1.5.1 Otimizacdo dos pardametros instrumentais da VOQ

Uma vez que o objetivo do presente trabalho ¢ desenvolver um método-analitico que
permita quantificar simultaneamente trimetoprima e sulfametoxazol, optou-se por obter o
melhor sinal analitico para determinagdo de TMP e posteriormente utilizd-lo para
determinag¢do simultdnea dos fadrmacos, uma vez que € a trimetoprima estd em menor
quantidade nas formulagdes do medicamento (propor¢ao molar 5,74 SMX: 1 TMP).

Assim, os parametros instrumentais da voltametria de onda quadrada (f, a e AEs)
foram simultaneamente avaliados através de um planejamento fatorial completo 2° com
quintuplicata do ponto central, para o calculo da estimativa do desvio padrdao. Desta vez, a
resposta avaliada foi a razdo entre a corrente de pico anddica (/pa) e a largura de meia altura
do pico de potencial (4E,;) para obtengdo do melhor sinal analitico em termos de
sensibilidade e seletividade®”, uma vez que a resposta analisada ¢ a razdo entre dois
parametros, valores maiores desta relagdo indicam maiores valores de corrente (maior
sensibilidade) com menores larguras de pico (maior seletividade). As varidveis e os niveis
estudados (estabelecidos através de um estudo univariado prévio) foram: /= 80 s (-1) e
100 s (+1); a= 10mV (-1) e 30mV (+1) e AEs= 3 mV (-1) e 5 mV (+1). Os resultados da

otimizacdo via planejamento fatorial sdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12: Resultados da otimizagdo dos pardmetros instrumentais da voltametria de onda quadrada para a
trimetoprima, via planejamento fatorial 2°,

Variaveis Resposta
Corrida
a f AEs Corrente (nA) / Potencial (V)
01 - - - 29,23
02 + - - 68,88
03 - + - 34,10
04 + + - 85,19
05 - - + 36,12
06 + - + 93,16
07 - + + 43,39
08 + + + 108,44
09 0 0 0 66,40
10 0 0 0 65,27
11 0 0 0 64,64
12 0 0 0 65,42
13 0 0 0 64,44

Fonte: A autora.

O tratamento estatistico dos resultados evidenciou que os fatores que obtiveram
efeito significativo com 95% de confianca (0,77 x 2,78 tosy, -4 = 2,14) para os valores de
1L,/AE,, foram: frequéncia de aplicacdo de pulso de potencial, amplitude do pulso de
potencial e incremento de potencial, assim como a interagdo entre amplitude e frequéncia, e

amplitude e incremento (Tabela 13).

Tabela 13: Efeitos calculados para otimizagdo dos pardmetros instrumentais da voltametria de onda quadrada
para a trimetoprima, via planejamento fatorial 2°.

Efeito Principal Efeito de interacio
Amplitude (a) +53,21 -
Incremento (4Es) +15,93 -
Frequéncia (f) +10,93 -
ax AE, - 7,84
axf - 4,86
fx 4E; - 0,34
axAE;x f - 0,86

Fonte: A autora.

Uma vez que ha efeitos de interacdo de segunda ordem significativos, os efeitos

principais ndo podem ser interpretados individualmente. Assim, o efeito de interacdo
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amplitude vs. frequéncia e amplitude vs. incremento podem ser melhor visualizados nas
interpretagdes geométricas mostradas na Figura 22, nos vértices das interpretacdes

geométricas foram considerados as médias para as possiveis combinagdes entre os fatores.

Figura 22: Interpretacdo geométrica dos efeitos de interagdo (A) amplitude vs. frequéncia e (B) amplitude vs.
incremento do planejamento fatorial 2° para a trimetoprima.
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Fonte: A autora.

Nas figuras 22A e 22B, ¢ possivel observar que o melhor sinal analitico ¢ obtido nos
vértices (96,82 e 100,80 nuA/V) para qualquer dos efeitos de interagdo, de acordo com os
seguintes valores: frequéncia (f), 100 s'amplitude do pulso (@), 30 mV e incremento de
varredura de potencial (4Ey), 5 mV, os quais foram utilizados para as anélises seguintes. E
pertinente salientar, que os parametros otimizados para andlise simultanea dos farmacos, estao
proximos aos obtidos para determinagdo individual de SMX, uma vez que a frequéncia a ser
utilizada ¢ a mesma, e os valores de amplitude e frequéncia diferem em apenas 10 e 1 mV,
respectivamente, isso evidencia que ndo haverd severa perda de sensibilidade para a

determinagdo de sulfametoxazol, mesmo nas condigdes otimizadas para trimetoprima.

4.1.5.2 Curva analitica para determinacdo individual de TMP

Empregando-se os pardmetros voltamétricos otimizados (&= 100 s, a= 30 mV e
AE~ 5 mV), curvas analiticas (n= 3) foram construidas pela adi¢do de pequenas aliquotas da
solugdo estoque de trimetoprima. A Figura 23A mostra os voltamogramas de onda quadrada
obtidos no intervalo de concentra¢io de 8,29x10° a 1,22x10* mol L™ de TMP ¢ a Figura 23B

a curva analitica. A equagdo da reta obtida foi: 1,,= 2,28)(10'6 + 0,0979 Ctmp com coeficiente
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de correlagdo igual a 0,9986.

Figura 23: (A) Voltamogramas de onda quadrada de trimetoprima, em tampao BR (pH=6) sobre eletrodo de
carbono vitreo, /= 100 s'l, a=30mV, 4E=5 mV. (B) Curva analitica.
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Fonte: A autora.

O aumento linear das correntes de pico anddica com o aumento da concentragdo do
farmaco possibilitou o calculo dos limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ),
seguindo-se os critérios definidos pela TUPAC®7, de acordo com as equagdes (8) e (9)

abaixo:

®) LQ= =2

N N

)

Onde, S, ¢ o desvio padrdo da média de medidas dos brancos (n=10) e s ¢ o
coeficiente angular das curvas analiticas (n=3). Desta forma, em eletrdlito suporte, ou seja,
tampdo BR (pH=6), os valores de LD e LQ calculados foram 1,39x10 mol L™ (0,40 mg L™)
e 4,64 x10° mol L' (1,35 mg L), respectivamente. O valor de LD é muito proximo ao
obtido por Yang e Jin''®" também para eletrodo de carbono vitreo em solugdo 0,1 mol L™ de

KNOs (4,00x10° mol L™).

4.1.5.3 Ensaios de recuperacdo individual de TMP

A fim de avaliar a viabilidade da utilizagdo do método para quantificagdo de
trimetoprima, realizou-se ensaios de recuperacdo em eletrolito suporte (tampao BR, pH= 6,0),
pelo método de calibragdo externa, utilizando a equacao da reta obtida na curva analitica para
determinacdo de trimetoprima (&= 100 s, a= 30 mV e 4Es= 5 mV). Os resultados obtidos

para as determinac¢des em diferentes concentragdes sao apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14: Resultados dos ensaios de recuperagdo de trimetoprima, em tampao BR (pH=6), sobre eletrodo de
carbono vitreo, com f=100s", a=30 mV, 4E=5 mV.

Concentracgao 01 Concentracao 02 Concentrac¢ao 03
' Valor real (mol L) ' 3,00x107 ' 6,50x107 ' 9,50x107 '
Valor experimental médio (mol L'l) 3»,04)(10'5 6,75)(10'5 9,25)(10'5
Desvio padrio (n=3) 1,40x10° 1,36x10° 1,88x10°
Recuperacio média (n=3) 101,33% 103,85% 97,37%
DPR 4,62% 2,02% 2,03%

Fonte: A autora.

Os valores médios de recuperacao (97,37% — 103,85%) estdo proximos do valor
teorico (100%), evidenciando a eficiéncia do método proposto para determinacdo de
trimetoprima, sugerindo que este procedimento possa ser aplicado em amostras reais. Os
valores de recuperagdo e desvio padrdo relativo obtidos estdo proximos aos obtidos por Yang

[104]

e Jin nos ensaios de recuperagdo por adi¢ao de padrdo de trimetoprima, onde as taxas de

recuperagdo encontradas foram na faixa de 96,1% a 101,6% com DPR de 3,2%, para n= 5.

4.1.5.4 Curva analitica para SMX nas condicdes para andlise simultanea

Utilizando-se os pardmetros voltamétricos otimizados (/= 100 s, a= 30 mV e
AE= 5 mV) para a determinagdo de trimetoprima e posterior determinagdo simultanea, curvas
analiticas (n= 3) foram construidas, em faixas maiores de concentracdo em funcdo da
propor¢ao molar dos farmacos, pela adicdo de pequenas aliquotas da solucdo estoque de
SMX. A Figura 24A ilustra os voltamogramas de onda quadrada obtidos no intervalo de
concentracao de 5,40x107 a 4,00)(10'4 mol L de sulfametoxazol e a Figura 24B a curva
analitica. A equacdo da reta obtida foi: /,,~= 5,66)(10'6 + 0,0396 Csux com coeficiente de

correlagdo igual a 0,9989.
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Figura 24: (A) Voltamogramas de onda quadrada de sulfametoxazol, em tampao BR pH=6, sobre eletrodo de
carbono vitreo, = 100 s, a= 30 mV, 4E,=5 mV. (B) Curva analitica.
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Fonte: A autora.

Observou-se um aumento linear das correntes de pico anddica com o aumento da
concentracdo do farmaco, o que possibilitou o calculo dos limites de deteccdo (LD) e de

quantificacio (LQ)P”

. Portanto, em eletrolito, os valores de LD e LQ calculados foram
7,92x107 mol L™ (200 pg L ™) e 2,64x10° mol L™ (668 ng L), respectivamente.

Ao comparar os limites de deteccdo e quantificagdo obtidos para o SMX sobre ECV
com os reportados na literatura para outros eletrodos, pode-se constatar que o eletrodo
utilizado possui LDs menores que os obtidos pelos eletrodos de carbono vitreo modificado
com nanotubos de carbono'®™ (1,00x10° mol L") e diamante dopado com boro™®

(1,15x10°mol L™).

4.1.5.5 FEnsaios de recuperacdo individual de SMX

O estudo de recuperagdo, pelo método de calibragdo externa, em eletrélito suporte
(tampao BR, pH= 6,0) contendo o sulfametoxazol foi realizado a fim de se observar quanto da
amostra adicionada pode ser realmente detectada, mostrando desta maneira, a viabilidade da
utilizagdo do método para amostras reais. Assim, uma concentra¢dao conhecida do farmaco foi
adicionada a solucdo do eletrdlito suporte que, posteriormente, foi determinada através da
equacdo da reta obtida na curva analitica para determinagdo de sulfametoxazol (/= 100 s,
a= 30 mV e 4E~= 5 mV). Os resultados obtidos para as determinagdes em diferentes

concentragdes sao apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15: Resultados dos ensaios de recuperag@o de sulfametoxazol em tampao BR (pH=6), sobre eletrodo de
carbono vitreo, com /= 100 s',a=30mV, 4E=5 mV.

Concentracgao 01 Concentracao 02 Concentracao 03
' Valor real (mol L) 1,01x10™ 2,88x10™ 3,61x10™ '
Valore experimental médio (mol L'l) 9,9)(10'5 2,83){10'4 3,52)(10'4
Desvio padrio (n=3) 3,46x10°° 5,86x10° 6,03x10°°
Recuperacio média 98,02% 98,38% 97,60%
DPR 3,5% 2,03% 1,67%

Fonte: A autora.

Os valores médios de recuperacao (97,60% — 98,38%) estdo proximos do valor tedrico
(100%), evidenciando a eficiéncia do método proposto para determinagdo de sulfametoxazol,

e sugerindo que este procedimento possa ser aplicado em amostras reais.

4.1.6  Estudo da precisdo

O estudo da precisdo intra-corrida e precisdo inter-corrida das medidas sobre eletrodo
de carbono vitreo foi realizado adotando os procedimentos de limpeza descritos no item 3.3
da secdo materiais e métodos. Para isto, realizou-se a limpeza do eletrodo, fez-se a medida do
branco em eletrolito (tampao BR, pH 6,0), adicionou-se uma aliquota da solugdo estoque do
farmaco (SMX= 2,0x10™* mol L' ou TMP= 5.5 x10” mol L") fizeram-se 10 medidas de
corrente, com agitagdo entre os ensaios para obtencao dos DPR da repetibilidade. Repetiu-se
o procedimento descrito para medidas de corrente em solugdes diferentes, durante 5 dias, para
obten¢ao dos DPR da precisdo inter-corrida. A Tabela 16 apresenta os desvios padrdo relativo

obtidos a partir deste estudo.

Tabela 16: Estudo da precisdo das medidas sobre eletrodo de carbono vitreo em tampao BR, pH=6.

Sulfametoxazol Trimetoprima
Precisdo intra-corrida
0,99% 1,23%
DPR (n=10)
Precisdo inter-corrida
2,28% 2,74%

DPR (n=5)

Fonte: A autora.

Constatou-se que os desvios padrao relativo foram pequenos (inferiores a 5%) para
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ambos os farmacos, o que denota uma boa precisdo entre as medidas utilizando o

procedimento de limpeza adotado.

4.1.7  Curva analitica para determinagdo simultinea de SMX e TMP

Como o intuito do método ¢ a quantificacdo simultanea da associagdo sulfametoxazol

e trimetoprima em amostras de medicamentos, construiu-se a curva analitica com ambos o0s

farmacos, utilizando-se os parametros da otimizagao obtidos a partir do planejamento fatorial

para determinacio de trimetoprima (/= 100 s, =30 mV e 4E= 5 mV), j4 que esti em menor
propor¢ao molar (propor¢do molar 5,74 SMX: 1 TMP) nas formulagdes farmacéuticas.

Realizaram-se medidas voltamétricas de onda quadrada no intervalo de potencial de

0,5 a 1,5V, adicionando-se aliquotas sucessivas da solucao estoque dos analitos e polindo-se o

eletrodo apds cada varredura de potencial. A Figura 25 ilustra os voltamogramas obtidos

variando-se a concentracdo de sulfametoxazol de 5,50x10° a 3,95x10* mol L' e a

concentracio de trimetoprima de 1,05x10” a 1,01x10™* mol L™

Figura 25: (A) Voltamogramas de onda quadrada para misturas de sulfametoxazol e trimetoprima sobre eletrodo
de carbono vitreo em tampao BR, pH=6, =100 s a=30mV, AE=5mV.
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Fonte: A autora.

As curvas analiticas (n=3) construidas sdo apresentadas nas Figuras 26B e 26C, as
equagoes da reta (10) e (11) e os coeficientes de correlacio obtidos para SXM e TMP,

respectivamente foram:

L= 4,55x107° 40,0366 Csux R=0,9974 (10)
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o= 2,66x10°+0,1070 Cryp R=0,9971 (11)

Figura 26: (A) Curva analitica para determinagdo voltamétrica de sulfametoxazol. (B) Curva analitica para
determinag@o voltamétrica de trimetoprima.
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Fonte: A autora.

Calculou-se os novos valores dos limites de detec¢cdo (LD) e de quantificagdo (LQ),
seguindo-se os critérios definidos pela IUPAC®". Assim, para sulfametoxazol os valores de
LD e LQ foram: 8,52x10° mol L (2,16 mg L") e 2,84x10° mol L (7,19 mg L") enquanto
que para trimetoprima foram: 9,31x107 mol L' (0,27 mg L") e 3,10x10° mol L
(0,90 mg L), respectivamente.

Apesar dos limites de deteccdo e quantificagdo terem sido maiores do que os
relatados na literatura para a determinago simultdnea de SMX e TMPP” 4021321 este fator
nao ¢ tdo relevante na determinacdo em medicamentos, devido a alta concentracdo dos
farmacos em formulagdes farmacéuticas'''%. Além disso, pode-se destacar que o eletrodo de
carbono vitreo pode ser adquirido facilmente no comércio, apresentando baixo custo e
simplicidade, permitindo a determinacdo simultdnea dos farmacos sem a necessidade de

nenhum tipo de modificagao.

4.1.8  Ensaios de recuperagdo simultanea de SMX e TMP

Adicionalmente, realizaram-se ensaios de recuperagdao (n=5) em eletrdlito, pelo
método de calibragdo externa, para avaliar a viabilidade do método convencional na
quantifica¢do simultdnea dos analitos. Deste modo, concentragdes conhecidas de
sulfametoxazol (3,43x10* mol L") e trimetoprima (5,98x10” mol L") foram adicionadas a

solucdo do eletrolito suporte (tampao BR, pH 6,0) e posteriormente determinadas pela
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aplicagdo nas equagdes das retas obtidas pelas curvas analiticas. Os resultados obtidos sdo

apresentados na Tabela 17.

Tabela 17: Resultados da recuperagdo simultanea de sulfametoxazol e trimetoprima sobre eletrodo de carbono
vitreo, em tampao BR (pH=6), /= 100 s'l, a=30mV,4E~=5 mV.

SMX TMP
Valor real 3,43x10* mol L' 5,98x10° mol L™
Valor experimental médio 3,42x10% mol L™! 5,95x10” mol L™
Estimativa do desvio 8,08){10'6 1,33)(10'6
Taxa de recuperacio 99,71% 99,50%
DPR (n=5) 2,36% 2,23%

Fonte: A autora.

As taxas de recuperagdo estdo proximas ao valor tedrico (100%) e os desvios padrao
relativo foram inferiores a 5% para ambos os fairmacos, o que denota uma boa exatiddo e
precisdo, respectivamente. Os resultados revelam a viabilidade da aplicacdo da metodologia

para quantificacao simultanea de sulfametoxazol e trimetoprima em medicamentos.

4.1.9  Anadlise de Amostras Reais

4.1.9.1 Interferentes

O efeito de possiveis interferentes na determinacdo simultinea dos farmacos pelo
método proposto foi estimado pela analise dos perfis dos voltamogramas de onda quadrada
obtidos nas diferentes formas de apresentagdo do produto farmacéutico (comprimidos,
suspensao oral e solucdo injetavel) e da solugdo padrao de sulfametoxazol e trimetoprima.

Para concentragdes similares de SMX/TMP em diferentes amostras comerciais e
solugdo padrao dos analitos, foi possivel observar (Figura 27) que os perfis voltamétricos sdo
muito similares, tanto em relacdo ao comportamento do sinal quanto a sua intensidade. As
pequenas diferencas de intensidade para o sinal de SMX devem ser decorrentes de pequenas
diferencas de concentracdo entre as solugdes. Em fun¢do destes aspectos, nao ha indicios de
efeitos de matriz relevantes que possam impedir a determinagdo quantitativa simultanea de

SMX/TMP em amostras comerciais.
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Figura 27: Voltamogramas de onda quadrada para as diferentes amostras de medicamentos (comprimidos,
suspensdo oral e solucdo injetavel) e padrao de SMX/TMP em tampao BR, pH=6 obtidos sobre eletrodo de
carbono vitreo, a=30 mV, /= 100 s'e AE&5 mV.
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Fonte: A autora.

4.1.9.2 Determinacdo voltamétrica simultanea de SMX e TMP em amostras reais

O método voltamétrico utilizando eletrodo de carbono vitreo ndo modificado foi
aplicado para a determinacdo simultanea de sulfametoxazol e trimetoprima em seis amostras
reais, incluindo as trés diferentes formas de apresentagdo do medicamento (comprimidos,
suspensdo oral e solucdo injetdvel), sem a necessidade de nenhum pré-tratamento da amostra,
como, separa¢do, filtracdo, derivatizagdo ou extracdo. Posteriormente, a Cromatografia em
fase Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) foi utilizada para comparagao e avaliagdo da exatidao
do método proposto.

Nas condi¢des experimentais empregadas, ja descritas no item 3.6, o sulfametoxazol
apresentou um tempo de retencdo de 16,6 minutos e a trimetoprima um tempo de retengdo de
12,87 minutos. Os cromatogramas tipicos para a mistura de SMX (A=268 nm) e TMP (A=268
nm) obtidos variando-se a concentragdo de sulfametoxazol de 32 a 224 mg L' ¢ a
concentragio de trimetoprima de 6,4 a 44,8 mg L™'sd0 apresentados na Figura 28A. As curvas
analiticas sdo apresentadas nas Figuras 28B e 28C, as equagdes da obtidas para SMX (12) e

TMP (13), respectivamente, sdo apresentadas a seguir.
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Figura 28: (A) Cromatogramas (HPLC/DAD) obtidos para misturas de sulfametoxazol e trimetoprima em
diferentes concentra¢des. Curvas analiticas para sulfametoxazol (B) e trimetoprima (C).
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Fonte: A autora.

A=-1,0986 + 2,3634Crymp, R=0,9995 (12)

A=1,2977+ 1,1981Csyx, R=0,9997 (13)

Na Tabela 18 encontram-se os resultados obtidos para a determinagdo simultdnea dos

farmacos em amostras de produto farmacéutico (comprimidos, suspensdo oral e solucao

injetavel) empregando o método proposto (VOQ) e o método oficial recomendado pela

farmacopeia americana!®” (HPLC), os resultados foram estatisticamente comparados

aplicando-se os testes ¢ e F.
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Tabela 18: Resultados da determinagdo simultanea de sulfametoxazol e trimetoprima em diferentes amostras de medicamentos, utilizando-se o método oficial (HPLC) e o

método proposto (VOQ).

SMX/TMP
HPLC* vOoQ* DPR-VOQ Erro relativo®
Amostras Valor nominal (1=3) (%) Teste F Teste o
(mg) (mg) (%)
01 injetavel 400mg/80mg 414,45/80,99 417,51/79,29 3,79/1,37 3,17/4,06 0,29/1,93 0,74/-2,09
02 injetavel 400mg/80mg 425,04/80,36 433,34/81,20 2,56/2,07 10,06/16,03 1,19/1,65 1,95/1,03
03 comprimidos 400mg/80mg 414,41/79,30 403,87/80,84 2,68/1,72 3,69/1,06 1,49/1,38 -2,54/1,94
04 comprimidos 400mg/80mg 380,48/78,11 382,13/80,58 3,53/2,41 1,31/15,04 0,14/2,12 0,43/3,16
05 suspens@o oral 200mg/40mg 216,80/39,60 218,42/39,60 1,53/3,41 10,90/4,06 0,24/1,07 0,75/0
06 suspensdo oral 200mg/40mg 204,48/41,92 218,69/43,56 2,88/4,73 6,93/3,05 1,48/1,68 6,94/3,91

“média de 3 andlises

" Valor critico de F para 2,2 graus de liberdade ao nivel de 95% de confianga = 19,00.
¢ Valor critico de t para 4 graus de liberdade ao nivel de 95% de confianga = 2,78.
4 Erro Relativo (%): [(Valor experimental pela VOQ — valor experimental pelo HPLC)/ valor experimental pelo HPLC]x100.

Fonte: A autora.



82

A precisdo e a concentragdo prevista pelo método proposto foram comparadas ao
método de referéncia (HLPC) pela andlise estatistica dos valores obtidos através do teste F' e ¢,
respectivamente. Conforme pode ser observado, os valores de F e ¢ calculados para ambos os
analitos, em todas as determinagdes foram inferiores aos valores tabelados de Flitico (19,00) €
teritico=2,78 (0=0,05), indicando que ndo ha diferenga significativa entre os resultados em um
nivel de confianca de 95%. Desta forma, o método voltamétrico proposto empregando a VOQ
e o eletrodo de carbono vitreo ndo modificado mostrou-se simples, rapido e eficiente podendo
ser utilizado para a determinagdo simultanea de sulfametoxazol e trimetoprima em diferentes

formas farmacéuticas.

4.2 Associacio Acido Kéjico e Hidroquinona

4.2.1  Comportamento voltamétrico do dcido kdjico sobre ECV

O comportamento voltamétrico do acido kdjico foi estudado sobre eletrodo de
carbono vitreo em tampao Mcllvaine pH= 8, na faixa de potencial de 0,45 a 0,85 V (Figura
26A). Nesta figura ¢ possivel observar que o acido kojico apresenta somente um pico de
oxidacdo irreversivel em aproximadamente 0,72V vs. Ag/AgCl. Na Figura 26B, a
irreversibilidade do processo ¢ confirmada, pois na andlise das componentes de corrente da
voltametria de onda quadrada, a corrente resultante ¢ bastante semelhante a direta e a corrente

reversa nao apresenta pico.

Figura 29: (A) Voltamogramas ciclicos para o branco e 2,0x10™ mol L de 4cido koéjico a v=50 mV s (B)
Voltamogramas de onda quadrada de 2,0x10™ mol L™ de acido kojico, = 100 s, a= 30 mV, 4Es= 5 mV sobre
eletrodo de carbono vitreo, em tampao Mcllvaine, pH=8.
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Fonte: A autora.

60, 111]

Segundo descrito na literatural , 0 &cido kojico ¢ eletroquimicamente oxidado no
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grupo hidroxila do anel, envolvendo a transferéncia de um elétron e um proton, conforme

esquema apresentado na Figura 30.

Figura 30: Esquema de oxidagdo do acido kojico.

CH20H @) CH,OH

\( H* —le ‘

=
O/

Fonte: Adaptado de [60].

Na Figura 31A sdo apresentados os voltamogramas em diferentes velocidades de
varredura (de 10 a 100 mV) para uma concentrag¢do fixa de acido kojico (2,0x10™ mol L™).
Observou-se que a corrente de pico anoddica varia linearmente com a velocidade de varredura
de potencial (R=0,9961) (Figura 31B), caracterizando um processo adsortivo na superficie do

[68] em tampéo Britton-Robinson

[112]

eletrodo®, comportamento este, ja observado por Shih e Zen
(pH=10), sobre eletrodo de carbono vitreo impresso e por Yang e Zhang em tampao
acetato pH=5, sobre eletrodo de pasta de negro de fumo de acetileno modificado com

polivinilpirrolidona (PVP).

Figura 31: (A) Voltamogramas ciclicos de 2,0x10™ mol L'de acido kojico em diferentes velocidades de
varredura (10 a 100 mV s™) sobre eletrodo de carbono vitreo, em tampdo Mcllvaine, pH 8. (B) Dependéncia da
variagdo de corrente de pico com a velocidade de varredura (mV s™).
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Fonte: A autora.

4.2.2  Comportamento voltamétrico da hidroquinona sobre ECV

Nos voltamogramas ciclicos, na faixa de potencial de -0,2 a +0,3 V, obtidos em

tampao Mcllvaine pH=8, sobre ECV (Figura 32A), observou-se que a hidroquinona apresenta
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um processo quase-reversivel com picos de oxidagdo em +0,08V e reducao em -0,02 V vs.
Ag/AgCl. A partir da andlise das componentes de corrente da voltametria de onda quadrada,
apresentada na Figura 29B, foi possivel observar que a intensidade de corrente direta ¢ maior
que a corrente reversa, ¢ ainda, que ocorre um pequeno deslocamento do potencial de redugao
para valores menos positivos. A presenca de picos diretos e reversos com diferentes
intensidades de  correntes sdo caracteristicas de  processos redox  quase-

[113],corroborando com os dados observados através da voltametria ciclica. A

reversiveis
corrente resultante foi utilizada para a determinacdo do método eletroanalitico, ja que a
mesma ¢ dada pela soma dos modulos das correntes direta e reversa e, portanto, apresenta

maior intensidade.

Figura 32: (A) Voltamogramas ciclicos para o branco e 2,0x10* mol L' de hidroquinona a v=50 mV s™' (B)
Voltamogramas de onda quadrada de 2,0x10™* mol L' de hidroquinona, /= 100 s, =3 0 mV, 4Es= 5 mV sobre
eletrodo de carbono vitreo, em tampao Mcllvaine, pH=8.

8 30
— Branco Cpg=3,64x1 0*mol L
61| — 2,00 x10* mol L* 254 Direta
Resultante
44 20 Reversa
24 154
< 04 g 104
Ed —
— -2 4 54
44 04
€] 59 \/
-8 T T T T T T -10 T T T T T T
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 -0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
A E (V) vs. Ag/AgCl B E (V) vs. Ag/AgCl

Fonte: A autora.

De acordo com estudos descritos na literatura, o processo redox da hidroquinona,

[114, 115]

envolve a transferéncia de dois elétrons e dois prétons , seguindo o esquema

apresentado na Figura 33.

Figura 33: Esquema de oxidagdo da hidroquinona.

OH O

OH O

Fonte: [115].
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Para caracteriza¢do do transporte de massa, a influéncia da velocidade de varredura
de potencial foi investigada. Os voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de
varredura (10 a 100 mV) sao apresentados na Figura 34A. Observou-se que as correntes de
pico variam linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial
(oxidagdo, R=0,9966 e reducdo, R=0,9994) (Figura 34B). Essa relacdo de linearidade ¢ um
indicativo de que o sistema & controlado por difusdo das espécies eletroativas'9!. Este

31 em tampdo acetato

comportamento difusional também foi observado por Qi e Zhang
pH=4,5, sobre eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono de paredes

multiplas.

Figura 34: (A) Voltamogramas ciclicos de 2,0x10* mol L de hidroquinona em diferentes velocidades de
varredura (10 a 100 mV s™) sobre eletrodo de carbono vitreo, em tampdo Mcllvaine, pH 8. (B) Dependéncia da
variagdo de corrente de pico com a v”? (mV s™).
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Fonte: A autora.

4.2.3  Influéncia do pH na resposta voltamétrica do AK e HQ

A influéncia do pH na resposta voltamétrica de 3,64x10™ mol L de acido kojico ou
3 x10™* mol L de hidroquinona, em 0,04 mol L' de tampdo BR, variando o pH de 2 a 8, foi
avaliada. Neste estudo, observou-se que ambos os farmacos apresentaram resposta
voltamétrica em toda a faixa de pH estudada, sendo a maior intensidade de corrente obtida
nos pHs 8 e 2 para o AK e HQ, respectivamente (Figura 35). Embora em pH 8 a HQ nao
apresente o maior sinal de corrente, este pH foi utilizado para as demais anélises em fungao de
ser a melhor condi¢do para a determinacdo de AK, uma vez que o objetivo do trabalho ¢
determinar simultaneamente as duas espécies e este apresenta menor sensibilidade de
corrente. No pH otimizado, outras solugdes tampao, tais como, BR, Mcllvaine, Fosfato de
potassio - Hidroxido de sodio, Acido boérico - Cloreto de Potassio™ foram testadas, sendo

que a melhor resposta foi obtida em tampao Mcllvaine, o qual foi escolhido para as demais
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analises.

Adicionalmente, observou-se que os potenciais de pico de ambos os farmacos
deslocam-se para valores menos positivos com o aumento do pH da solugdo, indicando que o
processo redox ¢ pH-dependente. Para o acido kojico uma relagdo linear foi observada na
faixa de pH estudada (Figura 35A), com inclinagdo de -68 mV pH™', o que sugere que o
nimero de prétons e elétrons sdo iguais, confirmando que um proton participa da oxidagdo do
farmaco, segundo o mecanismo apresentado na Figura 33, valor observado ¢ muito proximo
ao encontrado por Wang e colaboradores!®” (62 mV pH™') em ECV modificado , Yang ¢
Zhang"'? (63 mV pH™) em EPC modificado e por Ma e Chao "' (66 mV pH™") em ECV
modificado. A equacdo (14) representa a correlagdo entre o potencial de pico anddico e o pH

do AK, onde os valores de potencial sao dados em Volt.
Ep (vs. Ag/AgCl) =1,235-0,068 pH, R=0,9962 (14)

Para a hidroquinona, também foi observada uma relagdo linear na faixa de pH de 2 a
8 (Figura 35B), com inclinagdo de -58 mV pH', o valor encontrado, estd proximo da

inclinagdo nernstiana teérica de -59 mV pH™''*®!

, corroborando o mecanismo apresentado na
Figura 35, em que dois prétons e dois elétrons participam do processo redox. A equagdo (15)
representa a correlacdo entre o potencial de pico anddico e o pH da HQ, onde os valores de

potencial sdo dados em Volt.
Ep (vs. Ag/AgCl) = 0,655 - 0,058 pH, R=0,9975 (15)

Figura 35: Relacdo entre pH e potencial de pico (eixo y-esquerdo) e corrente de pico (eixo y-direito) para acido
kojico (B) e hidroquinona(A) em 0,04 mol L™'de tampao BR sobre eletrodo de carbono vitreo.
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Fonte: A autora.
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4.24  Determinagio individual de Acido kdjico

4.2.4.1 Otimizacdo dos parametros da VOQ para determinacdo de AK

Para obter a melhor resposta analitica em termos de sensibilidade e seletividade para
determinagdo individual de acido koéjico, os parametros instrumentais da voltametria de onda
quadrada (f, a, AE,) foram otimizados a partir de um planejamento fatorial completo 2° com
quintuplicata do ponto central (para calculo da estimativa do desvio padrdo), e a resposta
avaliada foi a razdo entre a corrente de pico anodica (/,,) € a largura de meia altura do pico de
potencial (4E,;). As variaveis e os niveis estudados foram: f= 60 st (-1) e 80 s (+1);
a=20mV (-1) e 40mV (+1) e AEs= 1 mV (-1) e 3 mV (+1). Os resultados sdo apresentados
na Tabela 19.

Tabela 19: Resultados da otimizagdo via planejamento fatorial 2° dos pardmetros instrumentais da voltametria
de onda quadrada para o acido koéjico.

Variaveis Resposta
Corrida
a f AE; Corrente (nA) / Potencial (V)
01 - - - 43,99
02 + - - 25,29
03 - + - 33,53
04 + + - 46,74
05 - - + 45,18
06 + - + 62,55
07 - + + 52,21
08 + + + 73,40
09 0 0 0 46,75
10 0 0 0 47,08
11 0 0 0 47,96
12 0 0 0 47,40
13 0 0 0 48,32

Fonte: A autora.

O tratamento estatistico dos resultados demonstrou que os todos os efeitos foram
significativos com 95% de confianga (0,64 x 2,78 tose, ,—4 = 1,77) para os valores de I,./ AE,;

(Tabela 20).
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Tabela 20: Efeitos calculados para otimizagdo dos pardmetros instrumentais da voltametria de onda quadrada
para o acido kojico, via planejamento fatorial completo 2°.

Efeito Principal Efeito de interacio
Amplitude (@) +8,27 -
Incremento (4Es) +20,95 -
Frequéncia (f) +7,22 -
axAEs - +11,01
axf - +8,93
fxAEs - +1,72
axfxdEs - -7,02

Fonte: A autora.

Ja que o efeito de interacdo de terceira ordem ¢ significativo, a interpretacdo
geométrica apresentada na Figura 34, evidencia as condi¢des otimizadas para obtengdo da

melhor resposta na determinagdo de acido kojico.

Figura 36: Interpretacdo geométrica do efeito de interagdo amplitude vs. incremento vs. frequéncia do
planejamento fatorial 2° para o acido kéjico.
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Fonte: A autora.

Nesta figura € possivel observar que para qualquer um dos fatores estudados, ha um
aumento de corrente quando passamos do nivel menor para o nivel maior, sendo a melhore
resposta em termos de sensibilidade e seletividade (/,,~ 73,40pA) foi alcangada no vértice

+++, ou seja, a /=80 s, a=40 mV e AE=3 mV.
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4.2.4.2 Curva analitica otimizada para determinacdo de AK

Com os parametros da voltametria de onda quadrada otimizados (/=80 s, a= 40 mV
e 4E~= 3 mV), construiu-se curvas analiticas (n=3) pela adicdo de aliquotas da solucao
estoque de acido kojico, no intervalo de concentragdo de 3,92){10'5 a 2,61){10"4 mol L'\ A
equacdo da reta obtida foi: /,,~ 4,16x10'8+0,0486 Cak com coeficiente de correlagdo igual a

0,9986 (Figura 37).

Figura 37: (A) Voltamogramas de onda quadrada de 4cido kojico, em tampao Mcllvaine (pH==8) sobre eletrodo
de carbono vitreo, /= 80 s'l, a=40mV, AE=3 mV. (B) Curva analitica.
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Fonte: A autora.

O aumento linear das correntes de pico anddica com o aumento da concentracao do
farmaco, possibilitou o calculo dos limites de deteccdo e de quantiﬁcac;éo[97]. Assim, em
eletrélito os valores de LD e LQ calculados foram 3,57x10° mol L™ (0,51 mg L") ¢ 1,19x107
mol L™ (1,69 mg L), respectivamente. Ao comparar os limites de detecgio e quantificagio
obtidos para o AK sobre ECV com os reportados na literatura, pode-se constatar que o

[“2], sobre eletrodo

eletrodo utilizado possui LD um pouco acima do obtido por Yang e Zhang
de pasta de negro de fumo de acetileno modificado com polivinilpirrolidona (PVP)
(0,5x10° mol L") e o obtido por Shih e Zen!®®!, sobre eletrodo de carbono vitreo impresso
(0,17x 10° mol L), entretanto, é importante salientar que o objetivo principal é a
determinagdo de AK e HQ em amostras farmacéuticas, para qual o limite detec¢do obtido €

adequado.

4.2.4.3 Ensaios de recuperacao individual de AK

A fim de se observar quanto da amostra adicionada realmente pode ser detectada,

realizou-se ensaios de recuperagdo de acido koéjico, pelo método de calibragcdo externa, em
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eletrolito suporte. Assim, uma concentracdo conhecida do farmaco foi adicionada a solugdo
do eletrdlito suporte que, posteriormente, foi determinada através da equacao da reta obtida na
curva analitica para determinacio de AK (/= 80 s™', a= 40 mV e 4E= 3 mV). Os resultados

obtidos para as determinagdes em diferentes concentragdes sao apresentados na Tabela 21.

Tabela 21: Resultados da recuperagdo de acido kojico sobre eletrodo de carbono vitreo, em tampao Mcllvaine
(pH=8), com /=80 s, =40 mV, AE=3 mV.

Concentracao 01 Concentracao 02 Concentrac¢ao 03
Valor real (mol L) 6,40x107 1,45x10™ 2,15x10™
Valore experimental médio (mol L™) 6,36x107 1,49x10™ 2,11x10™
Desvio padrio (n=3) 2,50x10°° 2,00x10° 1,00x10°
Recuperacio média 99,38% 102,76% 98,14%
DPR 3,93% 1,34% 0,47%

Fonte: A autora.

Os valores médios de recuperacao (98,14% — 102,76%) estdo proéximos do valor
teorico (100%), evidenciando a eficiéncia do método proposto para determinacdo de acido

kojico, e sugerindo que este procedimento possa ser aplicado em amostras reais.

4.2.5  Determinacgdo individual de HQ e obtencdo das condicoes otimizadas para

andlise simultinea dos clareadores

4.2.5.1 Otimizacdo dos parametros instrumentais da VOQ

Com o objetivo de obter a melhor resposta analitica para a determinagdo de
hidroquinona, e posterior determinagdo simultdnea dos agentes despigmentantes, os
parametros instrumentais da voltametria de onda quadrada (f, a, 4Es) foram otimizados
através de um planejamento fatorial completo 2° e a resposta avaliada foi a razdo Ip e AE;)p.
As varidveis e os niveis estudados foram: /= 20 s (-1)e40s” (+1); a=20 mV (-1) e 40 mV
(+1)e dE~1mV (-1) e 3 mV (+1). Os resultados sdo apresentados na Tabela 22.
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Tabela 22: Resultados da otimizagdo via planejamento fatorial 2° dos pardmetros instrumentais da voltametria
de onda quadrada para a hidroquinona.

Variaveis Resposta
Corrida
a f AE; Corrente (nA)/Potencial (V)
01 - - - 43,25
02 + - - 61,94
03 - + - 56,56
04 + + - 86,53
05 - - + 37,15
06 + - + 54,14
07 - + + 47,33
08 + + + 74,75
09 0 0 0 75,59
10 0 0 0 75,77
11 0 0 0 75,93
12 0 0 0 74,60
13 0 0 0 71,40

Fonte: A autora.

De acordo com o tratamento estatistico dos dados, os fatores que obtiveram efeito
significativo com 95% de confianga (1,89 x 2,78 tosy, ,—4 = 5,25) para os valores de 1,/ 4E,;
foram: amplitude do pulso de potencial, frequéncia de aplicagdo de pulso de potencial e
incremento de potencial, assim como a interagdo de segunda ordem entre a amplitude e a

frequéncia (Tabela 23).

Tabela 23: Efeitos calculados para otimizagdo dos parametros instrumentais da voltametria de onda quadrada
para hidroquinona via planejamento fatorial completo2®.

Efeito Principal Efeito de interacio
Amplitude (@) +23,27 -
Incremento (4E;) -8,73 -
Frequéncia (f) +17,17 -
axAE, - -1,06
axf - 5,43
fxAE; - -1,78
axAE;xf - -0,21

Fonte: A autora.

Para melhor visualizagdo, a interpretagdo geométrica do efeito de interacdo de

segunda ordem (amplitude x frequéncia) ¢ apresentada na Figura 38.
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Figura 38: Interpretagio geométrica do efeito de interagdo amplitude vs. frequéncia do planejamento fatorial 2°
para hidroquinona.
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Fonte: A autora.

Pode-se concluir que para o incremento, a passagem do nivel menor (—) para o nivel
maior (+) contribui para uma queda na resposta, enquanto que, para as variaveis amplitude e
frequéncia, considerando a interagdo de segunda ordem, obtém-se a melhor resposta (80,64)
quando se utiliza simultaneamente o nivel (+) das duas variaveis.

Através da Figura 38, ¢ possivel observar que em uma menor frequéncia ocorre um
aumento na corrente resultante de 17,84 quando se varia a amplitude do nivel menor para o
nivel maior. No entanto, na maior frequéncia, um aumento muito mais significativo foi
observado (28,69) quando se varia a amplitude. Isto evidencia que o efeito da frequéncia
depende da amplitude utilizada. Assim, as condi¢des otimizadas para determinag¢do de

hidroquinona foram: /=40 s™, a=40 mV e AE~1 mV.

4.2.5.2 Curva analitica para determinacdo individual de HO

Com os parametros da voltametria de onda quadrada otimizados (/=40 s, a= 40 mV
e AE~ 1 mV), trés curvas analiticas foram construidas pela adi¢do de pequenas aliquotas da
solugdo estoque do farmaco. A Figura 39A mostra os voltamogramas obtidos na faixa de
concentragio de 1,54x10” a 2,47x10™* mol L' de hidroquinona ¢ a Figura 39B a curva
analitica. A equacdo da reta obtida foi: [,= 2,27x10'7+0,0684 Chg com coeficiente de

correlacdo igual a 0,9994.
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Figura 39: (A) Voltamogramas de onda quadrada de hidroquinona, em tampao Mcllvaine (pH= 8) sobre
eletrodo de carbono vitreo, /=40 s™, a= 40 mV, 4E,=1 mV. (B) Curva analitica.
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Fonte: A autora.

A partir desses resultados, os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram
calculados””", Portanto, em eletroélito, os valores de LD ¢ LQ calculados foram 1,47x107 mol
L' (0,16 mg L) e 4,90x10° mol L™ (0,54 mg L"), respectivamente. O valor do limite de
deteccao obtido para a HQ sobre eletrodo de carbono vitreo ¢ comparavel aos obtidos por Ma
e Zhao!"'” para o eletrodo de carbono liquido iénico dopado com grafeno (1,8x10° mol L") e

[118]

Wang e colaboradores para eletrodo de carbono vitreo modificado com poliglicina

(1,0x10° mol L™).

4.2.5.3 Ensaios de recuperacdo individual de HQ

Realizou-se ensaios de recuperagao, em eletrélito suporte (tampao Mcllvaine, pH=8),
pelo método de calibra¢do externa. Para tal, uma concentracdo conhecida de hidroquinona foi
adicionada a solucdo do eletrdlito suporte que, posteriormente, foi determinada através da
equacdo da reta obtida na curva analitica individual (/= 40 s™, a= 40 mV ¢ 4E= 1 mV). Os
resultados obtidos para as determinacdes em diferentes concentragdes sdo apresentados na

Tabela 24.
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Tabela 24: Resultados do ensaio de recuperagdo para determinagao individual de hidroquinona sobre eletrodo de
carbono vitreo, em tampao Mcllvaine (pH=S8), /= 40 s',a=40 mV, AE=1 mV.

Concentracao 01 Concentracao 02 Concentrac¢ao 03

Valor real (mol L) 4,70x107 1,00x10™ 1,60x10™

Valor experimental médio (mol LY 4,62x107 1,01x10™ 1,56x10™
Desvio padrio (n=3) 1,57x10° 1,10x10° 1x10°
Recuperacio média 98,30% 101,00% 97,5%
DPR 3,40% 1,09% 0,64%

Fonte: A autora.

Os valores médios de recuperagdo estdo proximos do valor tedrico (100%),
evidenciando a eficiéncia da metodologia proposta para determinac¢do individual de
hidroquinona, os bons valores de recuperagdo juntamente com os baixos valores de DPR,

sugerem a aplicabilidade do método em amostras reais.

4.2.5.4 Curva analitica para AK nas condicoes para andlise simultanea

Com os pardmetros da voltametria de onda quadrada estabelecidos (= 40 s,
a= 40 mV e AE~= 1 mV, novas curvas analiticas para o 4cido kdjico foram construidas. A
Figura 38A mostra os voltamogramas obtidos na faixa de concentragio de 3,28x10” a
3,02x10* mol L' de AK e a Figura 40B a curva analitica. A equagdo da reta obtida foi:
L= 1,66x107 +0,0158 Cax com coeficiente de correlacdo igual a 0,9956. Ao comparar a
equacdo, com a obtida anteriormente para o AK (em suas condi¢des otimizadas) € possivel
observar que, mesmo em faixas de concentragdes semelhantes, houve perda de sensibilidade
superior a 30%, este fato era esperado uma vez que dos pardmetros da VOQ para
determinag¢do de HQ sdo muito diferentes dos obtidos para determinagdo individual de AK
(/= 80 s, a= 40 mV e 4E~= 3 mV), principalmente no que diz respeito a velocidade efetiva

(f x AEy).
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Figura 40: (A) Voltamogramas de onda quadrada de acido kojico, em tampdo Mcllvaine (pH=8) sobre eletrodo
de carbono vitreo, /=40 s, a= 40 mV, 4E,=1 mV. (B) Curva analitica.
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Fonte: A autora.

4.2.6  Curva analitica para determinacgdo simultinea de AK e HQ

Considerando que o objetivo do presente trabalho ¢ desenvolver um método analitico
que permita a quantificagdo simultdnea dos agentes despigmentantes em amostras de
clareadores, construiu-se a curva analitica, polindo-se o eletrodo apds cada varredura de
potencial, utilizando-se os pardmetros da otimizacdo obtidos a partir do planejamento fatorial
da hidroquinona (f= 40 s', a= 40 mV e 4E~= 1 mV), uma vez que ndo foi possivel construir
nas condicdes do AK (o que seria mais adequado, j& que a sensibilidade para sua
determinagdo ¢ menor), em fun¢do do comportamento nao linear da HQ em tais condi¢des. A
Figura 41A ilustra os voltamogramas de onda quadrada obtidos variando-se a concentracao de
hidroquinona de 1,5x10° a 1,6x10* mol L' e a concentragio de acido kéjico de
3,5x107 22,5x10™ mol L™,

Figura 41: (A) voltamogramas de onda quadrada para misturas de hidroquinona e acido kdjico em tampéo
Mcllvaine (pH=8) sobre o eletrodo de carbono vitreo, =40 s, =40 mV, AE=1 mV.
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8,01 ——1,0x10™ mol L + 1,50x10" mol L"
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Fonte: A autora.
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As curvas analiticas (n=3) construidas sdo apresentadas nas Figuras 42A e 42B, as
equacdes da reta, e os coeficientes de correlagdo obtidos para HQ e AK, respectivamente

foram:
I,=4,52x10"+0,0713 Cuq R=0,9994 (16)

1= 8,71x10°+0,0137 Cax R=0,9996 (17)

Figura 42: (A) Curva analitica para determinagdo voltamétrica de hidroquinona. (B) Curva analitica para
determinagdo voltamétrica de acido kojico.

4,0
124 351
104 3,0
8- 259
< < 20]
2 6 320
<
=3 1,54
= 4] =
1,0
2 HQ 0.5 AK
0 T : T T 0,0 T T T T T
0 40 80 (120 160 0 50 100 150 200 250
C mol L’ !
A no M ) B C, wmol L")

Fonte: A autora.

4.2.7  Ensaios de recuperacio simultinea de AK e HQ

Posteriormente, realizaram-se ensaios de recuperacdo em eletrolito pelo método de
calibragdo externa, para avaliar a viabilidade do método na quantificagdo simultanea dos
agentes despigmentantes. Deste modo, trés diferentes concentracdes conhecidas de
hidroquinona e acido kojico foram adicionadas a solu¢do do eletrélito suporte (tampao
Mcllvaine, pH= 8) e posteriormente determinadas pela aplicagdo nas equacgdes das retas

obtidas pelas curvas analiticas. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 25.




97

Tabela 25: Resultados da recuperagdo simultanea de hidroquinona ¢ acido kojico sobre eletrodo de carbono
vitreo, em tampdo Mcllvaine (pH=8), /=40 s, a= 40 mV, 4AE=1 mV.

Concentracgao 01 Concentracao 02 Concentracao 03

HQ AK HQ AK HQ AK

Valor real (mol L™) 1,5x10™ 7,00x10° 1,3x10™ 1,3x10* | 3,20x10°  2,15x10™

Valor experimental

) 1,52x10*  6,96x10° | 1,29x10®*  1,26x10* | 3,17x10°  2,18x10™
médio (mol L)

Recuperacio média 101,33% 99,43% 99,23% 96,92% 99,06% 101,40%

DPR (n=3) 3,15% 2,78% 2,37% 2,41% 2,51% 1,21%

Fonte: A autora.

Conforme ¢ possivel observar, as taxas de recuperacdo estdo proximas ao valor
teorico (100%) e os desvios padrao relativo foram inferiores a 5% para ambos os clareadores,
0o que denota uma boa exatiddo e precisdo, respectivamente. Os resultados revelam a
viabilidade da aplicagdo da metodologia para quantificacdo simultdnea de hidroquinona e

acido kojico em amostras de clareadores.

4.2.8 Validagdo do método voltamétrico para determinacgdo simultinea de acido

kdjico e hidroquinona

A validagdo de um método analitico assegura a credibilidade do mesmo em analises
de rotina, e garante através de estudos experimentais, que o método sob investigacao
apresenta desempenho consistente para aquilo a que se destina, assegurando a confiabilidade
dos resultados. Deste modo, o método voltamétrico desenvolvido para determinagao
simultanea de acido kdjico e hidroquinona foi validado sob os pardmetros analiticos: exatidao,
especificidade, repetibilidade, precisdo intermediaria, linearidade, intervalo, limite de

detec¢ao e limite de quantiﬁcag:?lo[93 9],

4.2.8.1 Exatiddo

A exatidao e a especificidade da metodologia foram avaliadas por meio de ensaios de
recuperagdo em base gel e creme, onde quantidades conhecidas de 4cido kojico e
hidroquinona padrdo foram adicionadas ao veiculo e posteriormente determinadas para

obtengao das taxas de recuperacao. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26: Resultados da determinag@o simultanea de 4cido kojico e hidroquinona em amostras de clareadores (gel e creme) utilizando-se o método voltamétrico proposto.

Concentragdo real Concentragao Taxa de recuperacdob Erro relativo®
experimental’
Amostra Veiculo % (m/m) (%)

AK HQ AK HQ AK HQ AK HQ AK HQ
01 Gel 1,02 2,00 1,02 1,92 100,00 96,00 2,62 1,67 0 -4
03 Gel 2,03 2,00 2,03 2,00 100,00 100,00 2,13 2,02 0 0
05 Gel 3,99 3,01 4,05 3,00 101,5 99,67 2,79 3,23 1,5 -0,33
02 Creme 0,99 2,01 1,02 2,01 103,03 100,00 2,38 1,15 3,03 0
04 Creme 2,00 1,98 1,97 2,00 98,50 101,01 2,97 2,52 -1,5 1,01
06 Creme 4,08 3,06 4,00 2,94 98,04 96,08 1,83 2,75 -1,96 -3,92

“Média de 3 andlises

"Desvio Padrdo relativo (%): [estimativa do desvio padrio/ média]x100.
“Taxa de recuperacdo. [Concentracdo real / Concentragio experimental]x100.
Erro Relativo (%): [(Concentracdo experimental— concentragdo real)/ concentragdo real]x100.

Fonte: A autora.
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Avaliando os resultados, observou-se que o método voltamétrico proposto mostrou
exatiddo e especificidade em relagdo a matriz (base gel e creme), com porcentagens de
recuperagao entre 98,04—-103,03% (DPR= 1,83-2,97) para o acido kojico e 96,08-101,01%
(DPR=1,15-3,23) para hidroquinona.

4.2.8.2 Especificidade

Na tentativa de retardar o processo oxidativo nas formulagdes farmacéuticas de
clareadores, antioxidantes sdo utilizados como conservantes. Estas substancias agem
. . ~ . [119]
retardando este processo, evitando o escurecimento e a perda da agdo despigmentante' .
Existem diferentes tipos especificos de antioxidantes, a serem escolhidos de acordo
com o sistema, para sistemas aquosos os mais utilizados sdo: sulfito de s6dio, metabissulfito
de sddio, acido ascorbico (vitamina C) e derivados da cisteina. No caso de sistemas oleosos
sdo: palmitato de ascorbila, butil-hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT), lecitina,

vitamina E (alfa-tocoferol), propilgalato!'*”

. Os antioxidantes podem agir sequestrando
oxigénio ou interrompendo a reacdo em cadeia. Os removedores de oxigénio capturam o
oxigénio do meio tornando-o indisponivel para propagar a oxidagdo!"?!). Os sulfitos e o 4cido
ascorbico (vitamina C) s3o antioxidantes sequestradores de oxigénio eficazes para formas
farmacéuticas contendo hidroquinona!'**.

O efeito de interferentes eletroativos em potencial na determinacao simultanea de
acido kojico e hidroquinona em amostras de clareadores foi avaliado para dois antioxidantes
soliveis em 4gua, o 4cido ascorbico (AA) e o metabissulfito de sédio (MTB) bastante

utilizados em formulac¢des que contenham hidroquinona.

4.2.8.2.1 Acido Ascérbico

O perfil voltamétrico do acido ascoérbico foi avaliado sobre ECV em tampao

r

Mcllvaine (pH = 8), o voltamograma ciclico obtido ¢ apresentado na Figura 43, onde foi
possivel observar que o AA apresenta um pico de oxidagdao em aproximadamente 0,16 V

neste sistema. A oxidagdo eletroquimica do acido ascorbico gera o acido dehidroascorbico,

- . 123 P . ] -
com perda de dois elétrons!'”), embora esta oxidagio seja reversivel, o 4cido

dehidroascorbico gerado reage rapidamente com 4agua tornando-se eletroquimicamente

inativo!'?*,
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Figura 43: (A) Voltamogramas ciclicos para o branco e 9,3x10™ mol L™ de 4cido ascorbico a v=50 mV s sobre
eletrodo de carbono vitreo, em tampao Mcllvaine, pH= 8,0.
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Fonte: A autora.

Empregando-se 0s pardmetros voltamétricos otimizados para quantificagcdo
simultinea de AK e HQ (/= 40 s™', = 40 mV e 4E= 1 mV), curvas analiticas (n= 3) foram
construidas pela adicdo de pequenas aliquotas da solugdo estoque de acido ascorbico. A
Figura 44A mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos no intervalo de concentracao
de 2,51)(10'4 a 2,93)(10'3 mol L' de AAeaF igura 44B a curva analitica. A equacdo da reta
obtida foi: /= —2,90)(10'6 +0,0123 Caa com coeficiente de correlagdo igual a 0,9977.

Através dos voltamogramas de onda quadrada foi possivel observar que,
inconvenientemente, o potencial de oxidagdo do acido ascorbico (0,12 V) € proximo ao da
hidroquinona, evidenciando a possibilidade de interferéncia deste agente antioxidante na

determinagdo de HQ em amostras reais de clareadores.

Figura 44: (A) Voltamogramas de onda quadrada de acido ascorbico, em tampdo Mcllvaine (pH=8) sobre
eletrodo de carbono vitreo, /= 40 s, a=40 mV, 4E=1 mV. (B) Curva analitica.
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Fonte: A autora.
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De acordo com a ANVISAP! os valores de limite de detecgdo (LD) e limite de
quantificacdo (LQ) para o 4cido ascorbico foram: 6,37x10° mol L™ (11,2 mg L") e 2,12x10™
mol L' (37,4 mg L™).

Deste modo, podemos concluir que amostras reais contendo AA em quantidades
inferiores ao LD, ndo configuram uma interferéncia significativa e o método desenvolvido
podera ser utilizado para a quantificacdo dos clareadores. Para farmacias de manipulagdo que
utilizem quantidades de acido ascorbico superiores a 1,1% (m/m), onde a concentragdo de AA
na célula eletroquimica possa ultrapassar o LD, o método poderd apresentar erros

significativos na quantificacdo de hidroquinona.

4.2.8.2.2 Metabissulfito de sédio

O perfil voltamétrico do metabissulfito de sddio (MTB) obtido através da voltametria
ciclica ¢ apresentado na Figura 45. Observou-se que o MTB apresenta um pico de oxidacao
irreversivel ' em aproximadamente 0,75 V sobre eletrodo de carbono vitreo em tampéo

Mcllvaine pH = §,0.

Figura 45: Voltamogramas ciclicos para o branco e 5,0x10™ mol L™ de metabissulfito de sodio a v=50 mV s
sobre eletrodo de carbono vitreo, em tampao Mcllvaine, pH=8.
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Fonte: A autora.

Sob os pardmetros voltamétricos otimizados (= 40 s, a= 40 mV e 4E~ 1 mV),
curvas analiticas (n= 3) foram construidas pela adicdo de pequenas aliquotas da solugdo
estoque de metabissulfito de sodio. A Figura 46A mostra os voltamogramas de onda quadrada
obtidos no intervalo de concentracao de 4,35x10'4 a 1,63x10° mol L' de MTB, onde foi

possivel observar que o MTB ¢ um possivel interferente na determinacdo dos agentes
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despigmentantes em amostras reais, uma vez que o seu potencial de oxidagdo (0,69 V) ¢

muito proximo ao potencial de oxidagao do acido kdjico.

Na Figura 46B a curva analitica ¢ apresentada, a equagdo da reta obtida foi:

Li=-5,79x10"° 40,0147 Cyrg com R=0,9996.

Figura 46: (A) Voltamogramas de onda quadrada de metabissulfito de sddio, em tampao Mcllvaine (pH=8)
sobre eletrodo de carbono vitreo, /= 40 s', a=40 mV, AE=1 mV. (B) Curva analitica.
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Fonte: A autora.

Os valores de limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) para o
metabissulfito de sddio, calculados seguindo os critérios da ANVISA® foram: 6,80x107
mol L™ (12,9 mg L") e 2,30x10™* mol L' (43,7 mg L"). Assim, é possivel concluir que
amostras reais contendo MTB em quantidades inferiores ao limite de detec¢do, nao apresenta
interferéncia significativa. Para farmécias de manipulacdo que utilizem metabissulfito de
sodio em quantidade de superior a 1,28% (m/m), o método podera apresentar erros
significativos na quantificagdo de acido kojico. Nas amostras reais analisadas, segundo
informagdes do proprio fabricante, a concentragdo de MTB ¢ de 10% da concentragdo de

hidroquinona, ou seja, muito inferior ao limite de detec¢do do MTB.

4.2.8.3 Linearidade e Intervalo

O coeficiente de correlagao linear (R) foi utilizado para avaliar a capacidade do
método em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentragdo do analito. Os
coeficientes de correlagcdo (acido kojico, R= 0,9996 e hidroquinona, R= 0,9994) obtidos para
os dois agentes despigmentantes em estudo foram bastante satisfatdrios, uma vez que sao

[93]

superiores a 0,99, confirmando a linearidade do método*". O intervalo de concentragdo
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estudado foi de 1,5x107 a 1,6x10™ mol L' para hidroquinona e de 3,5x10” a 2,5x10™ mol L™

para o acido kdjico.

4.2.8.4 Limite de Deteccdo e Quantificacdo

Seguindo-se os critérios definidos pela ANVISAP

, os limites de deteccdo (LD) e
quantificagdo (LQ) foram determinados com base em parametros das curvas analiticas, de

acordo com as equagdes abaixo:

3 DP 10 DP,
D=—2X LQ = .

IC IC

Onde, DP ¢ o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y das curvas de calibragao
(n=3) e IC ¢ a inclinacdo da curva de calibracdo. Deste modo, os valores de LD e LQ para
hidroquinona foram: 3,71x10° mol L™ (0,41 mg L") e 1,24x10° mol L' (1,37 mg L
enquanto que para o 4cido kéjico foram: 7,84x10° mol L™ (1,11 mg L") e 2,61x10” mol L
(3,71 mg L'l), respectivamente.

Ao comparar os limites de detec¢ao obtidos para a determinagao simultanea de AK e
HQ sobre eletrodo de carbono vitreo com os reportados na literatura para outras técnicas (uma
vez que até o presente momento ndo foram encontrados relatos da determinacdo simultanea
utilizando técnicas voltamétricas) pode-se constatar que o método proposto possui LDs
]

menores que os obtidos por Lin e colaboradores!

(AK: 7,1 mg L' e HQ: 2,2 mg L") e LQ e LD menores que Huang e colaboradores!””

empregando eletroforese capilar

empregando HPLC (10mg L™ ¢ 0,5 mg L™, respectivamente) no caso da hidroquinona.

4.2.8.5 Precisdo

A precisdo do método foi avaliada em termos de repetibilidade (precisdo intra-
corrida) e precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) em trés niveis de concentracdo e em
triplicatas. Neste trabalho, este parametro analitico foi expresso na forma de coeficiente de
variacdo (CV%). Os resultados obtidos no ensaio de repetibilidade sdo apresentados na

Tabela 27.
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Tabela 27: Resultados do ensaio de repetibilidade (precisdo intra-corrida).

Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03

AK HQ AK HQ AK HQ

Concentrago 500x10°  2,50x10° | 1,50x10®  1,00x10® | 225x10"  1,.45x10™
(mol/L)

4,69x10°  2,55x10° | 1,51x10*  1,07x10* | 2,29x10*  1,46x10™
Experimental 491x10°  2,66x10° | 1,48x10*  1,02x10* | 223x10*  1,39x10™
4.84x10°  2,71x10° | 1,48x10*  1,08x10* | 2,15x10*  1,41x10™
Média (mol/L) 481x10°  2,64x10° | 1,49x10*  1,06x10* | 222x10*  1,42x10™

CV (%) 2,42 3,25 1,02 3,19 3,13 2,46

Fonte: A autora.

O ensaio de precisdo intermediaria foi realizado em dois dias diferentes, por dois
analistas diferentes, no mesmo laboratdério e mesmos equipamentos. Os resultados obtidos sdo

apresentados na Tabela 28.

Tabela 28: Resultados do ensaio de precisdo intermediaria (precisdo inter-corrida).

Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03
AK HQ AK HQ AK HQ
Concentragao s s . . . 4
5,00x10° 2,50x10° 1,50x10" 1,00x10° 2,25x10° 1,45x10°
(mol/L)
4,69x10°  2,55x10° 1,51x10™ 1,01x10* | 2,29x10™* 1,46x10™
Experimental s s . . . 4
4,91x10° 2,66x10° 1,48x10° 1,05x10° 2,23x10° 1,39x10°
Analista A
4,84x10°  2,71x10° 1,48x10%  9,77x10* | 2,15x10™* 1,41x10™
4,98x10° 2,46x10° 1,52x10™ 1,01x10* | 2,05x10™ 1,39x10™
Experimental s s . . . 4
4,84x10° 2,62x10° 1,44x10° 1,05x10° 2,24x10° 1,41x10°
Analista B
4,69x10°  2,70x10° 1,53x10%  9,77x10° | 2,18x10* 1,33x10™
Média (mol/L) 4,83x10° 2,62x107 1,49x10™ 1,03x10* | 2,19x10™ 1,4x10™
CV (%) 2,42 3,72 2,17 3,75 3,73 2,93

Fonte: A autora.

Os CVs obtidos para os ensaios de repetibilidade e precisdo intermedidria foram

93 . . ;.
931 sendo considerados satisfatorios,

comparados aos valores referenciados pela ANVISA
uma vez que todos os valores foram inferiores a 5%. Assim, a andlise final permite afirmar

que o método voltamétrico simultdneo desenvolvido para determinacdo de AK e HQ ¢
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preciso, ndo somente quando os ensaios sdo realizados no mesmo dia, mas permanece

constante mesmo com a mudanga de algumas variaveis (dia e analista).

4.2.10 Andlise de amostras reais

O método voltamétrico desenvolvido foi aplicado na determinagdo simultanea de
acido kodjico e hidroquinona, em amostras de clareadores obtidas em farmécias de
manipulagdo da regido de Ponta Grossa/PR, incluindo os dois veiculos gel de Natrosol® e
creme Lanette®, e diferentes concentra¢des dos farmacos.

Para analise, uma quantidade adequada da amostra foi pesada e dissolvida em agua.
Uma aliquota apropriada foi diluida em solug@o tampao e posteriormente analisada, sendo que
nenhum tipo de pré-tratamento de amostra foi necessario.

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 29.
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Tabela 29: Resultados da determinagéo simultdnea de acido kojico e hidroquinona em amostras de clareadores (gel e creme) utilizando-se 0 método voltamétrico proposto.

Concentragio declarada | Concentrag¢io experimental’ DPR® Erro relativo®
Amostra Veiculo Origem % (m/m) % (m/m) (n=3) % (%)

AK HQ AK HQ AK HQ AK HQ
01 Gel Manipulagdo A 2,00 % 2,00 % 2,11 2,15 2,96 3,11 5,5 7,5
02 Gel Manipulagdo A 2,00 % 1,00 % 1,88 1,02 3,15 3,38 -6 2
03 Gel Manipulagdo A 4,00 % 3,00 % 4,14 3,23 3,75 4,22 3.5 7,67
04 Creme Manipulagdo A 2,00 % 2,00 % 1,98 2,20 3,99 3,78 -1 10
05 Creme Manipulagdo A 1,00 % 2,00 % 1,11 1,87 3,57 4,48 11 -6,5
06 Gel Manipulagdo B 2,00 % 2,00 % 2,06 2,11 4,66 4,74 3 5,5
07 Gel Manipulagdo B 1,00 % 2,00 % 1,15 2,03 3,27 3,10 15 1,5
08 Creme Manipulagdo B 2,00 % 2,00 % 1,84 2,26 3,17 4,13 -8 13

“média de 3 andlises

b Desvio Padrio relativo (%): [estimativa do desvio padrdo/ média]x100.

¢ Erro Relativo (%): [(Concentrag¢do experimental— concentragdo declarada)/ concentra¢io declarada]x100.

Fonte: A autora.
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Conforme pode ser observado na Tabela 29, os valores de erro relativo variam de 1 a
15% para o acido koéjico e de 1,5 a 13% para hidroquinona. Os valores de erro relativo
superiores a 5% podem estar relacionados com a falta de homogeneidade das amostras de
clareadores, ja que para esta analise foi retirada uma pequena aliquota da amostra para
dissolu¢do e diluicdo; ou ainda podem evidenciar a grande necessidade de um controle de
qualidade mais rigoroso a estes estabelecimentos.

Os valores dos desvios padrao relativo, por sua vez, foram inferiores a 5% para ambos
os agentes despigmentantes, o que evidencia a boa precisao do método na determinagao
simultanea dos farmacos em amostras reais e corrobora a promissora utilizagdo do método

voltamétrico para o controle de qualidade deste tipo de amostra.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, a voltametria de onda quadrada associada ao planejamento fatorial e
0 uso de eletrodo de carbono vitreo mostrou-se um método analitico simples, econdomico e
eficiente para a determinacao de duas associa¢des farmacéuticas de reconhecida importancia
farmacoldgica e cosmecéutica.

O sulfametoxazol e trimetoprima apresentaram um pico de oxidacdo irreversivel em
0,96V e 1,12V vs. Ag/AgCl, respectivamente. Ambos os farmacos apresentaram resposta
voltamétrica em ampla faixa de pH, sendo o pH=6 escolhido para desenvolvimento do
método. Em relagdo ao transporte de massa, o SMX ¢é controlado por difusdo de espécies na
superficie do eletrodo, enquanto para a TMP, o processo ¢ adsortivo. Os parametros
instrumentais 6timos da VOQ obtidos por planejamento fatorial 2%, cujos resultados além de
serem obtidos em um menor tempo de analise, também possibilitaram avaliar as interagdes
entre as variaveis e verificar os efeitos sinérgicos relacionados as respostas obtidas, sendo o
melhor sinal analitico em termos de sensibilidade e seletividade alcangado foram @ = 30 mV,
f =100 s' e AEg = 5 mV. Por fim, o método voltamétrico desenvolvido mostrou-se
satisfatorio para quantificacdo simultdnea dos antibidticos em diferentes formulagdes
farmacéuticas (comprimidos, suspensdo oral e solugdo injetavel), com resultados
estatisticamente similares (95% de confianga) aos obtidos pela técnica farmacopeica de
referéncia (HPLC).

Para a outra associagdo de interesse, os estudos eletroquimicos evidenciaram a
presenca de um pico de oxidagdo irreversivel em +0,7V para o acido kojico, enquanto que
para hidroquinona foi observado um processo quase-reversivel, com picos de oxidagdo em
0,06V e reducao em -0,02V. A variacao da concentragcdo hidrogenionica do meio mostrou que
ambos os agentes despigmentantes apresentam resposta voltamétrica no intervalo de pH de
2,0 a 8,0, sendo a resposta expressivamente maior para o AK em pH=8. O transporte de
massa da hidroquinona ¢ controlado por difusdo de espécies na superficie do eletrodo,
enquanto para o acido kdjico o processo € adsortivo. Os parametros instrumentais da VOQ
foram otimizados através de um planejamento fatorial 2°, sendo o melhor sinal analitico em
termos de sensibilidade e seletividade para andlise simultdnea alcangado em a = 40 mV,
f=40s"' e 4Es =1 mV. O método desenvolvido foi validado sob pardmetros analiticos de
exatiddo, especificidade precisdao (repetibilidade e precisdo intermedidria), linearidade,
intervalo, limite de deteccdo e limite de quantificagdo. Na andlise de amostras reais, 0 método

voltamétrico inédito desenvolvido mostrou-se satisfatorio para quantificacdo simultdnea dos
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agentes despigmentantes em diferentes formulagdes de clareadores em base gel e creme na
presenca de conservantes ([AA] <11.2mg L' e [MTB] < 12.9 mg L™).

O eletrodo de carbono vitreo nao modificado forneceu boa sensibilidade e
seletividade para quantificacdo de ambas as associagcdes em diferentes matrizes farmacéuticas
sem a necessidade de modificacdo da superficie ou qualquer pré-tratamento da amostra,
tornando-se assim, uma excelente alternativa para controle de qualidade destas associagdes

farmacéuticas.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento deste trabalho permitiu evidenciar aspectos relevantes relativos a
quantificagdo voltamétrica de farmacos na presenga de interferentes eletroativos, os quais
permitiram reconhecer necessidades que podem ser tema de trabalhos futuros. Dentre os
principais podemos destacar:

- O emprego de pH bastante acido ou agente surfactante, para minimizar ou eliminar
a interferéncia dos conservantes comumente presente nas formulacdes farmacéuticas dos
clareadores estudados.

- A utilizacdo de métodos de calibragdo multivariada para resolu¢do de problemas
relacionados a sobreposi¢do dos picos voltamétricos.

- Desenvolver um método voltamétrico para a determinacdo da associagdo dos

antibioticos estudados em matrizes mais complexas, tais como, as bioldgicas.
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