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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica
para determinag@o de haloperidol (HP) em formulagdes comerciais, empregando eletrodo de
gota pendente de merctirio (HMDE) aliado a Voltametria de Onda Quadrada (SWV). O
eletrélito empregado foi o tampdo Britton-Robbinson (BR) 0,04 mol L™ ajustado com NaOH
0,2 mol L' para valores de pH variando no intervalo de 2,0 a 12,0. Inicialmente, o
comportamento eletroquimico do HP sobre HMDE em meio de tampdao BR pH 10,0 foi
estudado empregando voltametria ciclica com v = 20 mV s, Foi observada a presencga de um
pré-pico de adsorc@o em torno de -1,1 V e um processo de reducdo irreversivel em torno de -
1,55 V versus Ag/AgCl/CI" (KCI saturado). O potencial de pico para o processo de reducio
foi influenciado pela variagdo do pH do meio, uma vez que apresentou deslocamento para
valores mais negativos com aumento do pH, indicando a participag@o de prdtons na reagdo. A
maior sensibilidade analitica foi obtida em pH 10,0. Os parametros da SWYV selecionados para
o desenvolvimento do procedimento eletroanalitico foram: f = 100 s'l, a=30mV e AE; =2
mV. Apos estabelecimento das melhores condi¢cdes para determinacdo de HP, curvas
analiticas foram obtidas no intervalo de concentracio de 2,49)(10'7 a 3,38)(10'6 mol L (r=
0,9990), e os limites de deteccdo e de quantificacio calculados foram 4,75)(10'9 mol L (1,78
ug L") e 1,58x10™ mol L (5,94 ug LY, respectivamente. Estes valores foram comparados
com aqueles obtidos pelo método espectrofotométrico recomendado pela Farmacopéia
Britanica, onde foi obtido 7,32x10® mol L™ (27,51 ug L para o limite de deteccdo e
2,44x10" mol L™ (91,71 ug L para o limite de quantificacdo, onde foi possivel verificar que
maior sensibilidade foi obtida pela metodologia eletroanalitica. A repetibilidade e
reprodutibilidade do procedimento proposto foram avaliadas, com os valores de desvio padrio
relativo (RSD) obtidos sendo 1,89% e 2,33%, respectivamente, evidenciando boa precisdo da
metodologia. O percentual médio de recuperacdo em eletrdlito foi de 106,18% (RSD =
0,75%). A metodologia eletroanalitica foi aplicado em formulacdes comercias de
comprimidos e solugdo oral de Haldol®. O percentual médio de recupera¢io obtido para a
apresentacdo comprimido foi 89,32% (RSD = 4,48%), enquanto que para a apresentacio
solugdo oral foi de 100,61% (RSD = 3,96%).

Palavras-chaves: Haloperidol, Eletrodo de gota pendente de mercirio, Voltametria de onda

quadrada, Formula¢des comerciais.
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ABSTRACT

The present work describes the development of an electroanalytical methodology for
haloperidol (HP) determination in commercial formulations, using Hanging Mercury Drop
Electrode (HMDE) allied to the Square Wave Voltammetry (SWV). The electrolyte used was
0.04 mol L' Britton-Robbinson buffer (BR) ranging from 2 to 12. Solution pH was adjusted
for desired value by adding appropriate amounts of 0.2 mol L' NaOH. Initially, the
electrochemical behavior of HP on HMDE in BR buffer pH 10.0 was studied using cyclic
voltammetry at 20 mV s, It was observed the presence of a pre-adsorption peak around -1.1
V and an irreversible reduction process around -1.55 V versus Ag/AgCl/Cl" (KCl saturated).
The peak potential for the reduction process was changed when the pH values was increases,
there is a indicative that the protons participation in the redox reaction. Most analytical
sensitivity was obtained at pH 10.0. The parameters of the selected SWV to the development
of electroanalytical methodology were: f = 100 s', a = 30 mV e AE, = 2 mV. After
establishing the best conditions for HP determination, analytical curves were obtained in
concentration range from 2.49 x107 to 3.38 x10° mol L (r = 0.9990), the detection and
quantification limits were 4.75 x10° mol L'(1.78 ug L") and 1.58 x10™® mol L™ (5.94 pg L™,
respectively. These values were compared with those obtained by the spectrophotometric
method recommended by the British Pharmacopoeia, which presented values of DL 7.32 x10°
Smol L (27.51 ug L") and QL of 2.44 x10” mol L™ (91.71 ug L™"). These results suggest a
greater sensitivity of the electroanalytical methodogy. The repeatability and reproducibility
were evaluated, with the calculous of the relative standard deviation (RSD) were equal to 1.89
% and 2.33 %, respectively, demonstrating the good precision of the methodology. The
recovery in electrolyte was 106.18 % (RSD = 0.75 %). The electroanalytical procedure was
applied to commercial formulations of tablets and oral solutions of Haldol®. The average
recovery obtained for the tablets was 89.32 % (RSD = 4.48 %), while for the oral solutions
was 100.61 % (RSD =3.96 %).

Keywords: Haloperidol, Hanging Mercury Drop Electrode, Square-Wave Voltammetry,
Commercial Formulations.
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1. INTRODUCAO

Um farmaco é qualquer substincia utilizada para diagndstico, alivio, tratamento,
prevengdo e cura de doencas. Usualmente, a palavra firmaco é destinada a todas as drogas
utilizadas na drea de Farmécia, que possua acdo farmacoldgica podendo ser definidos como
micromoléculas bioativas, que exercem efeitos terapéuticos a partir de intera¢des especificas
com um receptor ou uma biomacromolécula!"!. Entretanto, outro exemplo de farmaco s@o os
que afetam a estrutura e/ou o funcionamento do organismo, como os anticoncepcionais orais,
que ndo interferem no processo de uma doenca.

Os farmacos sdo desenvolvidos para serem persistentes, mantendo suas propriedades
quimicas o suficiente para servir a um propdsito terapéutico. Porém, apés administracdo, uma
parte significativa da dosagem pode ser excretada na forma inalterada'. Neste contexto, a
grande utilizagdo de farmacos na medicina humana e veterindria levou a uma grande
preocupacdo a nivel mundial, isto porque muitos fdrmacos e seus metabdlitos ja foram
detectados no meio ambiente. Os fdrmacos e seus metabdlitos j4 sdo considerados como
representantes de uma nova classe de contaminantes conhecidos pelo nome abrangente de
contaminantes emergentes. A preocupacdo com relacdo a esta nova classe de contaminantes
tem aumentado devido também ao fato de que em todo mundo se tem observado uma reducio
da quantidade de poluentes convencionais nas dguas, tais como, nitratos, metais pesados e
outros. Os locais onde ja foram registrados a presenga dos constituintes desta nova classe de
contaminantes foram os mais diversos possiveis, tais como: estagdes de tratamento de esgoto,
dguas naturais e dguas para consumo~!. Quando o assunto em pauta esta relacionado com a
contaminagdo das dguas naturais surge uma grande preocupagdo, pois a dgua € um dos
maiores bens da humanidade, sendo indispensdvel para a existéncia de vida no planeta Terra.
A contaminacdo de dguas naturais tem sido apontada como um dos maiores problemas da
sociedade moderna'®!,

Atualmente, existe uma enorme preocupagcdo no desenvolvimento de metodologias
analiticas suficientemente sensiveis na determinacdo de fdrmacos em ambientes aquéticos,
com limites de detec¢do na ordem de ug L' a ng L, pois, vdrios estudos sobre a
contaminagdo de diferentes ambientes aqudticos por fiarmacos revelam que estes
contaminantes estdo presentes nestas faixas™®. A literatura reporta que vérios métodos sdo
empregados para determinac¢do de contaminantes emergentes, e.g. métodos cromatograficos,

[4]

usualmente combinados com espectrometria de massa’™". Todavia, a utilizacdo destes,
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demanda alto custo, devido a instrumentacdo e reagentes de elevado grau de pureza e a

necessidade de realizag@o de etapas complexas de preparagdo de amostras.

1.1 Antipsicéticos

Uma classe de farmacos que € bastante empregada sdo os antipsicéticos. Esses sdo
alternativas para depressdo grave e distirbios psicéticos. Os distirbios psicdticos sdo a
esquizofrenia, as psicoses idiopdticas agudas e outras condi¢des marcadas por agitagdo grave.
Todos estes distiurbios causam perturbacdes profundas no raciocinio, geralmente com ilusdes
e alucinagdes!’!. A esquizofrenia é uma patologia do sistema nervoso central (SNC). O termo
esquizofrenia foi empregado pelo médico suico Eugem Bleuler que a definiu como um
disturbio associativo. Este termo veio substituir a denominagdo deméncia precoce; o tipo mais
comum de psicose, caracterizado por um distirbio nos processos de raciocinio, tais como
ilusdes e alucinagdes e extenso retraimento do interesse do individuo em relacdo a outras
pessoas e ao mundo exterior, assim como a introversdo em si mesmo'®!,

De forma geral, nos seres humanos, os antipicéticos exibem como efeito a capacidade
de deprimir a iniciativa e o interesse pelo ambiente, assim como suprimem as manifestacdes
emocionais. O mecanismo de agcdo dos antipsicéticos envolve, de acordo com as teorias mais
aceitas, o impedimento da captacdo da dopamina, ou seja, possuem a capacidade de
antagonizar as acodes deste neurotransmissor’). A Figura 1 mostra de forma ilustrativa o

mecanismo de a¢do dos antipsicoticos.
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Figura 1: Representagdo ilustrativa do mecanismo de a¢do dos antipsicéticos [adaptado da ref. 9].
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Em meados da década de 50, foram introduzidos para o tratamento da esquizofrenia os
farmacos fenotiazinicos, antipsicéticos cldssicos, que representaram um marco na
farmacoterapia psiquidtrica, melhorando consideravelmente o progndstico desta e de outras
patologias do sistema nervoso central (SNC). O principal representante deste grupo € a
clorpromazina. Posteriormente, outras classes de antipsicéticos cldssicos foram surgindo,

. 8
como as butlrofenonas[ ].

1.2 Butirofenonas

As butirofenonas compdem outra classe de antipsicéticos cldssicos usualmente
empregados na terapéutica, que tiveram seu perfil farmacolégico caracterizado por acaso. A
descoberta das butirofenonas decorreu da tentativa de otimizar a atividade analgésica da
meperidina (A), quando foram sintetizados andlogos nor-meperidinicos. Desta forma foram
obtidos os andlogos propiofendnicos (B), que apresentam poténcia analgésica cerca de 200
vezes superior a de A. Enquanto que os compostos butirofendnicos, e.g. haloperidol (C)
demonstraram um perfil semelhante ao observado para a clorpromazina®. A Figura 2

apresenta a evolucio dos compostos butirofénonicos.
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Figura 2: Evolugdo dos compostos butirofendnicos.
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Por meio de estudos sobre a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade
farmacoldgica desta familia de compostos, foi possivel estabelecer um esqueleto minimo
necessdrio para a atividade pretendida. Estes requisitos estruturais minimos compreendem o
adtomo de nitrogénio tercidrio, ligado a uma cadeia alquilica de quatro dtomos de carbono
pertencente ao esqueleto butirofendnico, substituido na posi¢do para do anel aromético por
um atomo de fldor. O dtomo de nitrogénio tercidrio, geralmente, estd inserido em um anel

alifitico de seis membros, na maioria das vezes substituidos na posigdo 4.
1.3 Haloperidol

Haloperidol (HP) (nomenclatura IUPAC 4-(4-(4-clorofenil)-4-hidroxipiperidin-1-il)-1-
(4-fluorofenil)butan-1-ona) pertence ao grupo das butirofenonas, com propriedades
neuroléptica e antipsicética largamente empregado no tratamento de esquizofrenia e estados

psicéticos similares''® 1. A estrutura quimica do haloperidol (HP) pode ser vista na Figura 3.

OH
(0}
e
Cl
|

Figura 3: Estrutura quimica do haloperidol.

De uma forma geral, os antipsic6ticos sdo muito ativos e por isto sdo administrados
em baixas dosagens didrias. O HP apresenta uma faixa terapéutica de 0,005 — 0,02 ug mL™''%,
Todavia, HP pode causar efeitos adversos no ser humano, tais como hipotensdo e
anormalidades na funcéo motora'®!'". Devido a estes fatores de grande relevancia em termos
de Satde Publica, o desenvolvimento de uma metodologia analitica de alta sensibilidade é
exigida, a fim de realizar sua quantificacdo em formulagdes comerciais.

Além da indicagdo para tratamento dos sintomas psicdticos, pode ser usado também
para evitar enjoos e vOmitos de qualquer origem, para controlar agitacdo e agressividade
devido a outras perturbagdes mentais. HP é completamente absorvido no trato gastrointestinal,

sendo metabolizado no figado, excretado na urina e no leite materno''®. Os metabélitos do HP

sdo inativos, com a possivel excecdo de um produto hidroxilado formado pela redugdo do
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grupo ceto, que pode ser novamente oxidado em HP'!. Este medicamento possui

caracteristicas farmacoldgicas similares aos da classe dos fenotiazinicos'™.

Na prética, vérios procedimentos analiticos vém sendo reportados na literatura para

“8], eletroforese capilar“gl,

[26]

determinagdo de HP. Técnicas como espectrofotometria

cromatografia liquida de alta eficiéncial'*** = !

massa?’!. A sensibilidade alcangada por todos estes procedimentos é muito satisfatoria para a

, cromatografia gasosa ™' e espectrometria de
quantificacdo analitica de compostos farmacéuticos. Todavia, em alguns casos, uma etapa
prévia é exigida antes da quantificacdo, envolvendo extracdo da mistura com outros
compostos ou a partir de amostras complexas, tornando anélises de rotina economicamente
invidveis. Neste contexto, as técnicas eletroanaliticas que possuem como principais
caracteristicas a possibilidade de estabelecimento de relacdes diretas entre concentracdo do
analito e alguma propriedade elétrica como: corrente, potencial, condutividade ou carga.
Essas técnicas tém se revelado como excelentes alternativas para a determinagdo deste e de
outros compostos farmacéuticos, uma vez que sdo simples, de baixo custo, apresentam tempo
relativamente curto nas andlises, sem a necessidade de etapas preliminares de extracdo. Além
disto, estas técnicas sdo menos sensiveis que outras técnicas analiticas para os efeitos das
substincias excipientes presentes em formulagdes comerciais™.

Entre as técnicas eletroanaliticas atualmente usadas destaca-se a Voltametria de Onda
Quadrada (SWV), que nada mais € do que uma técnica voltamétrica de pulso onde a variacao
de potencial € realizada na forma de escada, com os pulsos de potencial de igual amplitude
sendo sobrepostos a uma escada de potencial com altura constante. As correntes elétricas sdo
medidas ao final dos pulsos direto e reverso e o sinal é obtido como uma intensidade de corrente
resultante de forma diferencial (Al = ILjiers - Leversa), apresentando alta rejeicdo as correntes
capacitivas, originado um pico simétrico com posicdo, largura e altura caracteristicos do
sistema avaliado. Atualmente, os limites de detec¢@o obtidos por esta técnica de pulso podem
ser comparados aos das técnicas cromatograficas, possibilitando a andlise das mais variadas
classes de compostosm]. A SWYV foi desenvolvida em 1952 por Baker e no decorrer dos anos
apresentou algumas modificagdes instrumentais aliadas ao desenvolvimento de novas teorias
que foram responsaveis pelo estabelecimento da técnica para a andlise de tracos e na obtencao
de dados relacionados a cinética e ao mecanismo de reagdes quimicas sob as mais variadas
condicdes experimentais. Dentre as vantagens desta técnica, pode-se citar a sua rapidez de
aplicacdo frente a outras técnicas de pulso, como a Voltametria de Pulso Diferencial,
excelente sensibilidade e diminui¢do das correntes residuais e menor consumo da espécie

eletroativa.
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1.4 Determinacao analitica de haloperidol

A literatura reporta diversas metodologias analiticas para determina¢do de HP. As
matrizes estudadas s@o diversas, tais como, formula¢des comerciais, sangue, urina e soro
humano.

8] realizaram a determinacio de HP na presencga de parabenos

Ouanés e colaboradores
empregando espectrofotometria derivativa. Os parabenos sdo adicionados em formulagdes
comerciais de HP, na forma oral e injetavel, agindo como conservantes. As formulagcdes
comerciais de HP estudadas foram: solugdo oral (2,0 e 2,0 mg mL™) e injecdo (5,0 mg mL™),
ambos Haldol®. O comprimento de onda selecionado foi de 255,2 nm para determinacdo de
HP na presenca destes parabenos. A linearidade foi obtida na faixa de 4 a 20 ug mL™" de HP
na presenga de 3 pg mL" de metilparabeno e 0,3 pg mL" de propilparabeno. Os valores de
intra-day (andlises realizadas no mesmo dia) e inter-day (andlises realizadas em dias
diferentes) apresentaram desvio padrao relativo (RSD) de 0,83 % e 1,86 %, respectivamente.
A exatiddo apresentou valores na faixa de 99,2 a 101,1 %, indicando exatidao satisfatéria. Os
valores de recuperagio obtidos para as formulagbes comerciais com 0s seus respectivos erros
foram: 101,3 + 1,65, 100,4 + 1,82 e 100,3 £ 1,54. Apesar dos resultados satisfatérios obtidos
nesta metodologia os autores ndo apresentaram os limites de detec¢@o e de quantificacio.

Wu e colaboradores!”’

empregaram eletroforese capilar para analisar HP e seus
metabdlitos quirais. O eletrélito usado foi uma mistura de TRIS (tri-thidroximetil)
aminometano), tampao fosfato com dimetil-B-ciclodextrina e polietilenoglicol. A faixa linear
obtida para HP foi de 40 a 400 nmol L" e o limite de detecgdo foi de 15 ng mL™". Os valores
de RSD obtidos para intra-day ficaram no intervalo de 9,28 a 11,24 %, ja para inter-day, o
intervalo foi de 10,82 a 12,81 %. A recuperacdo obtida para HP apresentou valores 70,02 a
115,56 %.

Arinobu e colaboradores™”

empregaram cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa (CLAE-EM) na determinacio de HP e de seus
metabdlitos em plasma e urina humana. Neste trabalho, os metabdlitos estudados foram HP
reduzido e 4-[4-(4-clorofenil)-4-hidroxi-1-piperidinil]-(4-clorofenil)-1-butanona (CPHP). A
coluna usada foi a MSpak GF-310 e a fase mdvel consistia de dgua destilada, contendo 0,09%
de 4cido férmico e 0,020 mol L' de acetato de aménio (solvente A) e acetonitrila (solvente
B). As regides de linearidades obtidas para HP, HP reduzido e CPHP, em sangue e urina bem
como os limites de deteccdo foram: 10 a 800 ng mL" (LD de 5 ng mL™), 15 a 800 ng mL!
(LD de 10 ng mL'l) e 400 a 800 ng mL"! (LD de 300 ng mL’l), respectivamente. Os

percentuais de recuperagdo com seus valores de RSD para HP, HP reduzido e CPHP no

6
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plasma foram: 64,4 a 76,1% (RSD na faixa de 5,9 a 14,8%), 46,8 a 50,2% (RSD na faixa de
5,3 a 17,4%) e 97,4% (RSD de 16,3%), respectivamente. Enquanto que em urina, os
percentuais de recuperacdo com seus valores de RSD para HP, HP reduzido e CPHP foram:
87,3 2 99,4% (RSD na faixa de 4,2 a 11,7%), 94,2 a 98,5% (RSD na faixa de 4,2 a 12,0%) e
92,7% (RSD de 15,8%), respectivamente. Para o HP o intra-day o RSD foi de 12,8% e o
inter-day foi de 26,8%, isso no plasma. Na urina os valores foram: intra-day de 5,8% e o
inter-day foi de 19,8%.

Trabelsi e colaboradores”!! desenvolveram uma metodologia para a determinagdo de
HP e realizaram também o estudo de degradacdo do HP empregando CLAE utilizando fase
estaciondria de octadecilsilano (C18) e fase movel consistindo da seguinte mistura: solucdo de
fosfato de sd6dio monobasico 0,05 mol L' com pH 2.5, acetonitrila, tetrahidrofurano e
trietilamina na proporc¢ao de 63:34:3:0,1(v/v/v/v), ajustado com &cido ortofosférico para pH
2,5. A faixa de linearidade foi observada de 10 a 50 pg mL". Os limites de deteccdo e
quantifica¢io encontrados foram de 15 ng mL™" e 50 ng mL™, respectivamente. Os valores de
RSD para intra-day e inter-day foram menores que 2%. O estudo de recuperacdo com o
padrdo de HP apresentou recuperacdes entre 98,9 a 101,7% com RSD entre 0,4 ¢ 2,1%. O
método proposto foi aplicado para determinagdo de HP em comprimidos Haldol® e os
resultados obtidos foram: recuperacdo entre 98 € 100% com RSD entre 0,9 e 2,6%.

Titier e colaboradores ''* realizaram um estudo de identificacdo e quantificacdo de HP
e de outros antipsicéticos (risperidona, olanzapina, closapina, hidroxirisperidona) em plasma
empregando CLAE. A coluna empregada foi a de octilsilano (C8) e a fase mével usada foi
uma solucdo de tampdo fosfato 0,05 mol L' pH 3,8 e acetonitrila com gradiente (aumento
linear de 15 para 35% de acetonitrila em 5 min., e para 63% em mais 6 mim.). A curva de
calibracdo apresentou linearidade na faixa compreendida entre 10 e 1000 ng mL™ e o limite
de quantificagdo obtido foi de 5 ng mL"'. A metodologia apresentou valores de RSD para
intra-day e inter-day para HP na faixa de 3,2 a 7,4% e 4,5 a 17,5%, respectivamente. O fator
de recuperagdo de HP no plasma, conforme o procedimento proposto, apresentou valor de
72,4 £+ 3,2 (média + desvio padrao).

Yasui-Furukori e colaboradores®”

empregaram CLAE com coluna C18 e detector
ultravioleta (UV) para determinacdo simultinea de HP e bromperidol e seus metabdlitos
reduzidos. Neste trabalho a fase mdvel empregada consistia na mistura de tampdo fosfato
(0,02 mol L™ pH 4,6), 4cido percldrico 60% e acetonitrila, na propor¢do 54:1:45 como fase
movel. Os autores apresentaram para HP e demais compostos regido de linearidade na faixa
de 1 a 100 ng mL" e limites de detec¢do e de quantificagdo obtidos foram de 0,5 e 1,0 ng mL~

! respectivamente. A precisdo da metodologia para HP em termos de intra-day apresentou

7
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RSD de 2,5% e o inter-day foi de 3,9%. Estudos de recupera¢do de HP na amostra de plasma
forneceram como resultado um intervalo de percentual de recuperacio de 97,7 a 99,9% com
RSD no intervalo de 0,6 a 1,7%.

Singh e colaboradores'! realizaram a determinacdo de HP em plasma humano
empregando CLAE-EM com ionizacdo por eletronebulizacdo. A separacdo cromatografica foi
realizada empregando coluna de fase reversa C18 e a fase mével consistia em mistura na
proporgido de 70:30 (v/v) de solugdo de acetato de aménio 0,001 mol L™ pH 3,0 e acetonitrila,
empregando o modo isocratico. A faixa linear obtida foi entre 0,07 a 14 ng mL™". O limite de
quantifica¢do foi de 0,07 ng L. O intra-day obtido apresentou RSD na faixa de 3,85 a
12,35%, enquanto que o inter-day foi de 5,76 a 8,28%. A recuperacido de HP em plasma ficou
na faixa de 91,74 a 99,54%, com RSD na faixa de 4,97 a 11,35%.

Outro trabalho envolvendo a determinacdo de HP em formulacdes comerciais na
forma de comprimidos empregando CLAE foi o de Mennickent e colaboradores®*, que
utilizaram fase estaciondria com camada fina de silica gel e como fase movel uma mistura de
acetona, cloroférmio, butanol, dcido acético glacial e dgua na propor¢cdo 5:10:10:2,5:2,5
(v/vIviviv). A metodologia apresentou linearidade na faixa de 10 a 100 ng pL'1 e os limites de
deteccgdo e de quantificagdo obtidos foram de 0,89 ng uL™ e 2,71 ng pL™', respectivamente. A
precisdo, em termos de RSD, ficou na faixa de 0,64 a 2,33% para intra-day e entre 1,80 a
2,35% para inter-day. A faixa de recuperagdao de HP no comprimido foi de 97,76 a 100,33%
com valores de RSD na faixa de 0,53 a 4,50%. Segundo os autores, os excipientes presentes
no comprimido ndo interferiram na andlise. Todavia, os autores nio explicitam quais sdo as
substancias que agem como excipientes presentes nas formulacdes comerciais avaliadas.

I empregaram um sistema automatizado de

Kumazawa e colaboradores™
microextragdo em fase so6lida aliada a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massa sequencial (CLAE-EM/EM) para determinag@o de butirofenonas em
plasma humano. Os compostos da classe dos butirofenonas estudados foram: moperone,
floropipamide, haloperidol, spiroperidol, bromperidol e pimozida. A coluna C8 foi usada para
separacdo cromatogrifica e os solventes empregados foram: solugcdao 0,01mol/L™" de acetato
de amonia (solvente A) e acetonitrila (solvente B), foi empregado o modo de dilui¢do por
gradiente. A linearidade para HP foi obtida na faixa de 0,05-50 ng/0,1mL, com os limites de
deteccdo e de quantificagdo calculados nesta metodologia sendo 0,02 e 0,05 ng/0,1mL,
respectivamente. O RSD para intra-day ficou na faixa de 5,24 a 10,3% e inter-day variou de
8,81 a13,4%.

26]

Pujadas e colaboradores' empregaram cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massa (CG-EM) para determinacido de drogas psicoativas em fluido oral
8
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(saliva). As drogas estudadas neste trabalho foram: psicoestimulantes, cocaina e seus
metabdlitos, carnabindides, narcdticos, antidepressivos e antipsicdticos (haloperidol,
cloropromazina e fluorfenazina). A coluna usada foi um capilar com metilsilicone e o gés de
arraste empregado foi o hélio. Os limites de detec¢do e de quantificacdo para HP foram 2,5 e
7,2 ng/mL, respectivamente. A recuperagdo variou entre 87,2 e 96,1% com RSD na faixa de
2,9 a 5,9 %; intra-day maximo apresentou RSD de 18,3%, enquanto que o valor midximo para
inter-day foi de 20,5 %.

27 4ot A Lo
] empregaram a técnica de ressonancia magnetica nuclear

Shamsipur e colaboradores'
de fldor (RMN '°F) para determinacio de HP em trés formulagdes comerciais: comprimidos
Apotex® e Sobhan®, na forma injetivel com procedéncia da Iran Pharmaceutical
Development and Investment Company® (I.LP.D.I.C.) e em soro sanguineo. A metodologia foi
baseada na integracdo do sinal do HP e do acido trifluoracético, que foi usado como padrio
interno. A faixa de linearidade neste trabalho foi obtida de 60 a 600 pg mL™ e o limite de
detecgdo calculado foi de 1,4 ug mL™. Em amostras de soro, os percentuais de recuperagio
ficaram na faixa de 96,7 a 102,5% e RSD na faixa de 3,2 a 6,9%. Os percentuais de
recuperacao no comprimido contendo HP foram de 99 a 105% com desvio padrao na faixa de

3 a 5%; ja para a apresentacdo injetdvel a faixa de recuperagio foi de 97 a 103% com desvio

padrdo na faixa de 3 a 6%.
1.5 Determinacao eletroanalitica de haloperidol

Vire e colaboradores®” estudaram o comportamento eletroquimico de HP e outros
compostos da familia das butirofenonas, tais como: bemperidol, droperidol, espiperona e
azaperona empregando polarografia. Para HP foi observado & presenca de uma onda catddica
em torno de -1,1 V vs. ECS (eletrodo de calomelano saturado) em pH 3,0 e também o
surgimento de uma pré-onda de adsorcdo em torno de 150 mV antes da onda principal.
Medidas de coulometria em potencial controlado revelaram que hd participacdo de dois
elétrons na reagdo de redugdo do grupo carbonila da molécula de HP. A relagdo linear entre
potencial de meia-onda e pH apresentou uma inclinacdo de 51 mV/pH, um indicativo da
participac@o de dois prétons por molécula de HP reduzida. Estudos de voltametria ciclica
mostraram uma total irreversibilidade do processo de reducgdo, e em ciclos sucessivos ocorreu
uma perda gradual no sinal devido a efeitos de adsor¢do do produto da reacdo. Ao empregar
polarografia de pulso diferencial foi obtida uma relacao linear entre 1,0 x 10° ¢ 1,0 x 10 mol
L' para HP em pH 3,0 e o limite de deteccao calculado foi de 0,4 mg L. Observou-se que as
outras moléculas, bemperidol, droperidol, espiperona e azaperona apresentaram
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comportamento semelhante ao obtido para HP. Os autores comentam que ao tentar analisar o
comportamento eletroquimico simultineo das butirofenonas estudadas encontraram
problemas quanto a resolucdo dos processos, ou seja, ndo foi possivel diferenciar o processo
redox de cada molécula, devido aos valores de potenciais de redug@o préximos das mesmas.

Bishop e colaboradores™"!

na tentativa de avaliar o comportamento anddico de HP e
outros compostos pertencentes ao grupo das butirofenonas: aceperona, benperidol, droperidol,
haloperidol e spiperona utilizando eletrodo de disco rotatdério de Pt e Au em meio de H,SO4
0,5 mol L' verificaram que o HP foi anodicamente inativo sobre estas superficies metalicas.
Tuzhi e colaboradores™ realizaram estudos voltamétricos de HP ap6s acumulacio
adsortiva. O eletrodo de carbono vitreo foi utilizado como eletrodo de trabalho. A etapa de
acumulagdo adsortiva consistia em deixar o eletrodo de carbono vitreo imerso em solucdo
contendo a amostra por um tempo determinado em potencial de circuito aberto, sob agitacio
de 400 rpm. Em seguida, o eletrodo era transferido para a célula contendo eletrélito de suporte
onde era realizado o experimento voltamétrico, empregando voltametria ciclica ou voltametria
de pulso diferencial. Diversos eletrélitos foram estudados: tampdes fosfato, borato, acetato de
amonio e BR. A maior sensibilidade foi obtida em tampao BR, onde se obteve relagdo linear
entre potencial de pico e pH com inclinagdo de 53 mV/pH. Em meio de tampao BR pH 9,0,
onde foi obtida maior sensibilidade, o voltamograma ciclico apresentou um processo de
oxidacdo irreversivel em torno de +0,4 V vs. Ag/AgCl/Cl. Neste mesmo trabalho, testes
empregando os eletrodos de Pt e Au como eletrodos de trabalho foram realizados e os autores
afirmam que nenhum processo redox da molécula de HP foi observado. A técnica de
voltametria de pulso diferencial foi empregada nos estudos analiticos, onde foram obtidas
duas relagdes lineares: 5,3 x 10% 22,6 x 10® mol L™ (com cinco minutos de acumulacdo em
potencial de circuito aberto) e de 5,3 x 10% a 2,6 x 107 mol L! (com dois minutos de
acumulagdo). O limite de detec¢do foi calculado como sendo 1,3 x 10° mol L. Ainda foi
mostrado neste trabalho que ions metdlicos como Cu(Il), Pb(Il), Ni(Il), Zn(Il), Cd{I) e
Fe(III), todos na concentracdo de 100 ppm néo interferiram na resposta voltamétrica de HP.
Acidos ascérbico e trico, ambos nas mesmas concentragdes dos fons, também nio
interferiram, porém glicose (100 ppm), colesterol (40 ppm) e gelatina (5 ppm)
proporcionaram uma perda na intensidade da corrente de pico de 11, 12 e 14 %,
respectivamente, devido a adsor¢@o destas espécies na superficie do eletrodo.

El-Desoky e colaboradores™”

empregaram voltametria de onda quadrada adsortiva
para determinacdo de HP em formula¢des comercias de comprimidos Sufinace® e em fluidos
bioldgicos utilizando eletrodo de gota pendente de mercirio. O estudo foi realizado em meio
misto, tampao BR na faixa de pH variando de 2,5 a 11 mais etanol na proporcdo 60:40 (v/v).
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Em pH 10, o processo de redugdo foi observado em torno de -1,55 V vs. Ag/AgCl/Cl" em
meio de KCI 3 mol L. Os autores comentam a existéncia de um pré-pico de adsorcdo de
baixa intensidade em torno de -1,1 V. A relag@o linear entre potencial de pico e pH apresentou
inclinagdo de 51 mV/pH. Neste trabalho, o sinal analitico mais sensivel foi obtido com os
seguintes parametros: pH 9,0, E, =-1,3 V, t, =180 s; f =40 s'l, a=25mVeAE, =6 mV. A
faixa de linearidade obtida em eletrodlito foi de 1,0 x 10° a 5,0 x 10”7 mol L'l, os limites de
deteccdo e de quantificagdo foram de 3,82 x 10 mol L' e 1,28 x 10° mol L'l,
respectivamente. O percentual de recuperacdo ficou na faixa de 98,9 a 100,3% com RSD na
faixa de 1,15 a 2,43%. A linearidade em urina foi obtida entre 1,0 x 10% a 8,0 x 10" mol L'e
limite de detec¢do de 5,46 x 10° mol L™ e limite de quantificagdo de 1,82 x 10® mol L. O
valor de percentual de recuperacdo neste meio foi de 98,4% com RSD de 1,6%. Em soro, o
intervalo de linearidade foi de 1,0 x 10%a 5,0 x 107 mol L'l, com limite de detec¢do de 3,30 x
10 mol L e limite de quantificagdo igual a 1,10 x 108 mol L. O percentual de recuperacio
médio foi de 99,3% com RSD de 1,4 %. A metodologia foi aplicada em comprimidos

Safinace®, onde o valor médio o percentual de recuperagdo foi 101,7% com RSD de 2,4%.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma metodologia eletroanalitica para
determina¢do de Haloperidol em formulagdes comerciais, visando a possibilidade de uma
futura aplicac@o desta metodologia para andlise desta substincia em dguas naturais, tendo em
vista que uma certa dosagem de um farmaco pode ser excretada na forma inalterada. Outro
objetivo deste trabalho é fazer o estudo do comportamento eletroquimico da molécula de HP

sobre o eletrodo de gota pendente de merctrio.

2.2. Objetivos especificos

De acordo com o objetivo geral, seguem abaixo os objetivos especificos:

1. Otimizacdo dos parametros experimentais e voltamétricos para o desenvolvimento do

procedimento eletroanalitico para a determinacio de Haloperidol;

2. Obtencdo de informagdes sobre o mecanismo eletroquimico envolvido na molécula de HP

empregando voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada;

3. Construgdo de curvas analiticas e célculos os limites de detec¢do, de quantificacio e de

eficiéncia dos procedimentos;

4. Aplica¢do da metodologia desenvolvida obtida em amostras de formulagdes comerciais,

que representam matrizes complexas;
5. Comparagdo entre os resultados obtidos pela metodologia eletroanalitica desenvolvida e o

método espectrofotométrico na regido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis), procedimento

recomendado pela Farmacopéia Britanica.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucoes

3.1.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentam pureza analitica (PA). Na Tabela 1, sdo

apresentados a procedéncia de todos os reagentes utilizados.

Tabela 1: Procedéncia dos reagentes analiticos utilizados.

Reagentes Férmula Quimica Procedéncia

Acido acético glacial CH;COOH Vetec
Acido bérico H;BO; Vetec
Acido fosférico H;PO, Vetec

Alcool etilico CH;CH,OH Dinamica
Cloreto de potéssio KCl Vetec
Hidréxido de sédio NaOH Synth
Haloperidol C,1H3CIFNO, USP*

* United States Pharmacopeia

3.1.2 Solucoes
3.1.2.1 Solucao tampao

O eletrdlito de suporte empregado foi o tampdo Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™,
preparadas a partir de dcido acético 0,04 mol L'l, acido borico 0,04 mol L' e 4cido fosférico

0,04 mol L. Para o ajuste do pH desejado foi utilizado uma solu¢do de NaOH 0,2 mol LB,

3.1.2.2 Solucao estoque de Haloperidol

A solucio estoque de Haloperidol foi preparada pesando-se uma quantidade adequada
(m =0,01879 g) do composto e solubilizado-a em 100% de etanol, para uma solucgio 1,0x107
mol L. A solu¢do foi mantida ao abrigo de luz e sob refrigeragdo em torno de 4 °C. A partir

da diluicao desta solucdo foi preparada uma solucéo 1,0x10* mol L™ do composto.
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3.1.2.3 Solucao estoque da formulacao comprimido Haldol®

Haldol® (J anssen-Cilag, Brasil) na apresentacdo comprimido apresenta 1 mg de
Haloperidol e tem como excipientes lactose, amido, sacarose, talco e estearato de magnésio.

A solucgdo de Haldol® foi preparada pesando-se dez comprimidos com massa média de
0,1011 * 2,334x10” g e triturando-se em um almofariz até a obtencdo de um pé fino
homogéneo. Esta massa foi transferida para um baldo calibrado de 25 mL e diluido ao volume
com 100% de etanol. O conteido do baldo foi mantido em banho de ultra-som por dez
minutos para efetuar sua completa dissolucdo. Da solugdo resultante com concentragio 1,064
x10” mol L™ foi retirada uma aliquota apropriada e colocada em um baldo volumétrico de 10

mL tendo seu volume completado com etanol para concentracao final de 1,0x10* mol L™
3.1.2.4 Solucao estoque da formulacao solucio oral de Haldol®

Haldol® (Janssen-Cilag, Brasil) na apresenta¢do solugdo oral apresenta 2 mg de
Haloperidol por cada mililitro, tendo como excipientes dcido lactico, metilparabeno e dgua
purificada.

A solugdo foi preparada tomando-se 470 UL da formulacdo comercial, colocando-os
em um baldo volumétrico e diluindo-os em 100% de etanol para a obtencdo de uma solugio
de concentracdo final de 1,0)(10'4 mol L. Todas as amostras foram usadas imediatamente

apos a sua preparagdo para evitar decomposi¢do pela luz ou calor.

3.2 Instrumentacio

Os experimentos eletroquimicos foram realizados usando potenciostato Autolab
modelo PGSTAT 30 (Eco Chemie) controlado por um computador, usando o software GPES
(General Purpose Electrochemical System) versdo 4.9. Espectrofotometro modelo Cary 1E
(Varian) com células de quartzo com 1 cm de caminho dptico foi utilizado para as medidas de
UV-Vis. A 4gua empregada para preparacdo das solucdes e lavagem das vidrarias foi
purificada por um sistema Milli-Q (Millipore, Inc.), apresentando resistividade 18,2 MQ cm.
Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanga analitica Kern, modelo 410 com
precisdo de + 0,1 mg. As medidas de pH foram realizadas em um pHmetro modelo B474

(Micronal®) e um eletrodo de vidro combinado da Micronal®.
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3.2.1 Eletrodos

3.2.1.1 Eletrodo de trabalho

Foi utilizado como eletrodo de trabalho um eletrodo de gota pendente de mercirio
(HMDE), do inglés “Hanging Mercury Drop Electrode”™™, de drea 0,52 mm’, modelo VA
Stand 663 (Metrohm).

3.2.1.2 Eletrodo de referéncia

Em todos os experimentos voltamétricos foi utilizado um eletrodo de Ag/AgCl/Cl em
meio de KCl saturado como sistema de referéncia. O eletrodo foi obtido recobrindo um fio de
prata com AgCl, por anodizagdo. Apds a eletrolise, o fio de prata recoberto com AgCI(s) foi

colocado em tubo de vidro contendo uma solucdo de KCl saturada.

3.2.1.3 Eletrodo auxiliar

Carbono vitreo na forma de cilindro com 65 mm de comprimento e didmetro de 2 mm

da Metrohm foi utilizado como eletrodo auxiliar.

3.2.2 Sistema eletroquimico

Os experimentos voltamétricos foram realizados utilizando-se uma célula
eletroquimica convencional em vidro Pyrex® com capacidade de 50 mL, possuindo orificios
para a retirada de oxigénio da solucdo, posicionamento dos eletrodos, agitador e para

adicionar as aliquotas da solugdo contendo HP.

3.3 Metodologia

3.3.1 Voltametria ciclica

A técnica de voltametria ciclica foi empregada inicialmente para avaliar o
comportamento eletroquimico e para escolha do pH do meio tamponante que forneceria uma
melhor sensibilidade analitica para HP sobre HMDE. A técnica de voltametria ciclica também

foi empregada para obter informacdes sobre o mecanismo de redu¢do do composto em estudo,
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avaliando os critérios diagndsticos fornecidos por esta técnica. Para a realizagdo dos
experimentos foram adicionados 20 mL do eletrdlito de suporte (tampao BR 0,04 mol L a
célula eletroquimica e, em seguida, o oxigénio da solucdo foi removido pelo borbulhamento

de nitrogénio por um periodo de 10 minutos.

3.3.2 Voltametria de onda quadrada

A técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) foi empregada com o intuito de
desenvolver uma metodologia eletroanalitica para determinacdo de HP em formulagdes
comerciais sobre HMDE, pois atualmente, existe uma preocupacido no desenvolvimento de
metodologias analiticas suficientemente sensiveis na determinagdo de farmacos. A utilizagdo
desta técnica consistiu em realizar a otimiza¢do dos parametros voltamétricos, tais como
frequéncia, amplitude e incremento de potencial. A otimizacdo foi realizada avaliando-se a
intensidade da corrente de pico e o perfil voltamétrico, obtidos em fun¢@o da variagcdo de cada
parametro separadamente. Apds a obtencao das condi¢des otimizadas, as curvas analiticas em
eletrélito foram construidas pela adi¢do de aliquotas da solucdo padrdo na célula
eletroquimica. Uma vez adicionada a aliquota, um voltamograma de onda quadrada era
obtido. Os experimentos de recuperagdo em eletrdlito e em amostras de farmacos foram

realizados empregando o método da adi¢do de padrao.

3.3.3 Espectrofotometria de absorcao na regiao do UV-Vis

Os resultados obtidos pelo procedimento eletroanalitico foram comparados com
aqueles obtidos por espectrofotometria de absorcdo na regido do UV-Vis, que, por sua vez, € a
técnica recomendada pela Farmacopéia Britdnica para determinacdo de HP!'3¢ O
comprimento de onda recomendado para a sua determinacdo € de 245 nm, por apresentar

maior sensibilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Comportamento eletroquimico

A técnica de voltametria ciclica € inicialmente empregada para avaliar a
eletroatividade de uma substancia, ou seja, determinar se alguma espécie, em solucdo, pode
ser oxidada ou reduzida na superficie de um eletrodo. Para avaliar o comportamento
eletroquimico da molécula de HP sobre HMDE foram realizados experimentos de voltametria
ciclica na faixa de -0,90 V a -1,65 V com velocidade de 20 mV g! por cinco ciclos
consecutivos. A Figura 4 mostra os voltamogramas ciclicos para HP, com indica¢do do

primeiro e quinto ciclo.

0,00 p—
VvV _—
-0,06 -
0,121 o
i 1" ciclo
. 0,18 - 5° ciclo
10,24+
-0,30 1

17 -16 -15 -14 -13 -12 -1 -1.0 -09
E/V

Figura 4: Voltamogramas ciclicos de HP 2,91x10” mol L' em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HUDE
com velocidade de varredura de 20 mV s™.

A partir dos resultados obtidos foi possivel observar que o primeiro ciclo apresentou
um processo de pequena intensidade em torno de -1,05 V. Vire e colaboradores™”, estudando
o comportamento eletroquimico de HP e outros compostos da familia das butirofenonas,
bemperidol, droperidol, espiperona e azaperona, relatam o surgimento de um pré-pico que
antecede o processo de reducdo das moléculas estudadas, sendo atribuido a adsorcido das
moléculas na superficie do eletrodo.

Lawton e colaboradores”” relatam que uma forte adsorcdo de reagentes ou produtos
pode fornecer um pré-pico ou pds-pico de adsor¢do. Comentam ainda que este fendmeno é

causado por uma diferenca de energia livre entre as moléculas fortemente adsorvidas e as
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moléculas que ndo experimentam esta adsor¢cdo. Entdo este processo de baixa intensidade
pode ser chamado de pré-pico de adsorcao.

Em adicdo foi observado um processo de reducdo da molécula de HP em potenciais
mais negativos, em torno de -1,5 V e na varredura reversa ndo foi observado nenhum
processo, indicando assim a irreversibilidade natural da reacdo no eletrodo, similar ao
observado por El-Destok e colaboradores'®!.

No quinto ciclo foi observada a diminui¢do na intensidade de corrente de pico
referente ao processo de redugdo de HP e houve também o desaparecimento do pré-pico. Este
comportamento é devido a adsor¢io do produto da reagdo na superficie eletrédica,
diminuindo, assim, a 4rea ativa do eletrodo, impossibilitando que mais moléculas de HP
experimentem a reacdo de reducdo.

Com o intuito de avaliar a influéncia do pré-pico de adsor¢do na intensidade de
corrente de pico do processo de reducdo de HP foram realizados experimentos de voltametria
ciclica com diferentes intervalos de potencial. O primeiro experimento foi realizado com a
varredura iniciando em -0,90 V exibindo o pré-pico e o segundo com a varredura iniciando
em um potencial de -1,25 V, ap6s o pré-pico. A Figura 5 apresenta os voltamogramas ciclicos

obtidos sem e com a presenga do pré-pico de adsor¢ao.

0,00
V

-0,06
<_£L -0,12 1
< —— presenca do pré-pico
. 20,181 —— auséncia do pré-pico
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-0,30

17 16 -15 -14 -13 -12 -11 -1.0 -09
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Figura 5: Voltamogramas ciclicos de HP 2,91x10” mol L' em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HUDE
a uma velocidade de varredura de 20 mV s™ sem e com a presenga do pré-pico de adsor¢do.

Foi possivel observar que a auséncia do pré-pico proporcionou uma diminuicdo na
intensidade da corrente de pico do processo, refletindo na diminui¢do da sensibilidade. Este
comportamento sugere que o pré-pico se refere a uma prévia adsor¢do das moléculas de HP

na superficie do eletrodo, aumentando a quantidade de moléculas que irdo passar a forma
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reduzida apds a transferéncia de carga. Este resultado ja fornece um indicio de que a etapa
determinante da reag@o é a adsorcao das espécies na superficie do eletrodo.

Para avaliar a reprodutibilidade dos resultados mostrados na Figura 5 foram realizados
experimentos de voltametria ciclica para cada uma das condi¢des apresentadas anteriormente.
Na sequéncia, as correntes de pico para cada condi¢do foram avaliadas. A partir dos valores
obtidos foi calculado valor médio (n = 12) e desvio padrdo para os dois conjuntos de dados

I / A=1,42 x 107 + 2,46 x 107 e 1 / A=2.20 x 107 + 6,22 x 10'°. O valor

P(auséncia) P(presenca)
médio da corrente de pico na auséncia do pré-pico se apresentou em torno de 35,5 % menor
que a média da corrente de pico obtida na presenca do pré-pico, mostrando que a presenga do
pré-pico influencia de forma significativa no sinal eletroquimico.

Assim, todos os experimentos voltamétricos posteriores foram realizados no intervalo
de potencial iniciando antes do pré-pico de adsor¢@o. Todavia, os voltamogramas obtidos na

sequéncia deste trabalho apresentam somente o processo de reducdo de HP que serd

empregado para o desenvolvimento da metodologia eletroanalitica.
4.1.2 Influéncia da velocidade de varredura
A influéncia da velocidade de varredura na corrente de pico e no potencial de pico de

reducdo do HP foi estudada no intervalo de 20 a 500 mV s, Os voltamogramas obtidos em

funcdo da velocidade de varredura podem ser observados na Figura 6.
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Figura 6: Voltamogramas ciclicos de HP 2,91x10” mol L em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HMDE
com velocidades de varredura entre 20 e 500 mV s™'.
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Os voltamogramas mostram que o potencial de pico apresentou um deslocamento para
valores mais negativos com o aumento da velocidade de varredura confirmando o

381 A literatura reporta que para reacoes

comportamento irreversivel do processo de reducao
totalmente irreversiveis, a relagdo entre o potencial de pico e a velocidade de varredura é dada

pela equagdo 159,

E _(2,303RTJ10 RTk, _(2,303RTJ10 ,
! anF A onr oanF s M

onde R € a constante dos gases, T a temperatura, F a constante de Faraday, k¢ constante de
velocidade heterogénea, v a velocidade de varredura, o o coeficiente de transferéncia de carga
e n o nimero de elétrons.

A dependéncia do potencial de pico em fungdo do log v apresentou relagdo linear com
um coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,9994. A partir da inclinagio d Ey/d log v = 0,0491 V
dec™ (equagdo 2) obtida a partir da relacdo linear foi possivel calcular o ndmero de elétrons
envolvidos no processo. Aplicando a inclinag@o obtida na equacio 1 foi obtido um valor de on
= 1,20. Para sistemas com moléculas orginicas em solugdes aquosas, o coeficiente de
transferéncia eletronica maior que 0,5 pode ser considerado™!. Assumindo o préximo a 0,6,
tem-se n = 2, ou seja, dois elétrons participam da reacdo. De acordo com a literatura, a reagio
de reducdo ocorre no grupo carbonila da molécula de HP envolvendo dois elétrons””. A
Figura 7 apresenta a relagdo entre potencial de pico versus logaritmo da velocidade de

varredura.

-E, = 1,459 + 0,0491 log v )

12 14 16 1.8 20 22 24 26 28 30
log(v/mVs™)

Figura 7: Relagdo entre potencial de pico e logaritmo da velocidade de varredura obtida a partir de
voltamogramas ciclicos de HP 2,91x10” mol L' em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HMDE com diferentes
velocidades de varredura.
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Também foi observado que a intensidade da corrente de pico apresentou uma relacio
linear com a velocidade de varredura apresentando duas inclinagdes como pode ser visto pelas

equacgdes 3 e 4.
Inclinagio (1): -I, = 1,314 x 107 + 6,28 x 107 v 3)
Inclinagio (2): -I, = 3,745 x 107 + 4,56 x 10” v 4)

Segundo a literatura, a corrente de pico apresenta uma relacdo linear com a
velocidade de varredura para sistemas em que a etapa determinante da velocidade da reacgéo é
controlada pela adsor¢do da espécie eletroativa na superficie do eletrodo!***!!. Esta relacdo é

dada pela seguinte equagao:

_ n’F?AvD*

1
? 4RT

®)

onde I'* € a quantidade superficial da espécie adsorvida e os demais termos apresentam os
significados citados anteriormente. A Figura 8 apresenta a relacio entre corrente de pico e

velocidade de varredura.

3,0

@

0.5
,fﬁiz;‘

0 100 200 300 400 500
v/mVs'

Figura 8: Relacdo entre intensidade de corrente de pico e velocidade de varredura obtida a partir de
voltamogramas ciclicos de HP 2,91x10” mol L em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HMDE com diferentes
velocidades de varredura.
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Uma forma para confirmar o resultado obtido pela relacdo entre intensidade de
corrente de pico e velocidade de varredura € analisar o coeficiente angular da relacdo do
logaritmo da intensidade de corrente de pico versus logaritmo da velocidade de varredura. Se
o coeficiente angular for préximo de 0,5 a etapa determinante € a difusdo, por outro lado se o
coeficiente angular obtido for proximo da unidade a etapa determinante € a adsor¢do das

42]

espécies eletroativas na superficie do eletrodo*”. A Figura 9 apresenta a relagdo entre o

logaritmo da corrente de pico e o logaritmo da velocidade de varredura

log (IluA) = -7,59 + 0,74 log (v/mV s7) (6)

54

-5,6
-5,81
-6,0

p

-6,2-

log (I /pA)

6,4

-6,6+

-6,8 T T T T T T
1,2 1,5 1,8 2,1 2,4 2,7 3,0

log (v/mV )

Figura 9: Relagdo entre logaritmo da corrente de pico e logaritmo da velocidade de varredura obtida a partir
de voltamogramas ciclicos de HP 2,91x10° mol L em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HUDE com
diferentes velocidades de varredura.

A relacdo linear obtida apresentou uma inclinagdo de 0,74 com r = 0,9976 como pode
ser visto na equagdo 6. Pode-se notar que a inclinacdo apresentou um valor intermedidrio. A
literatura reporta que este comportamento ¢ um indicativo que hd um controle misto, ou seja,

envolve processos de difusdo e de adsorgao .

4.2 Influéncia do pH do meio

Na maior parte das determinacgdes analiticas de compostos orgénicos, o pH do meio
pode afetar a resposta voltamétrica da molécula em estudo. Por este motivo, a avaliagdo deste
parametro é de suma importincia. O efeito do pH do eletrdlito de suporte na reagdo de
reducdo eletroquimica do HP foi estudada na faixa de 2,0 a 12,0, utilizando a técnica de

voltametria ciclica na faixa de -0,9 V a-1,65 Vcom v =20 mV s, Os resultados mostraram
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que o potencial de pico de reducdo do HP foi bastante influenciado pela variacdo do pH do
meio, uma vez que apresentou deslocamento para valores mais negativos em funcdo do
aumento do pH. Este comportamento € caracteristico de processos onde ocorre protonacdo da
espécie eletroativa antecedendo a transferéncia de carga[3 8

A relacdo entre potencial de pico de redugdo e pH do meio apresentou duas regides de
linearidade. A primeira entre os valores de pH variando de 2,0 a 8,0 e a segunda na faixa de
pH entre 9,0 a 12,0. As duas regides de linearidade podem ser representadas pelas equagdes 7

e 8.
Regido (1): -E, = 1,038 + 0,051pH @)

Regido (2): -E, = 1,227 + 0,030pH (8)

A Figura 10 apresenta a relacfo entre potencial de pico e pH, onde se pode observar

mudanga de inclinacdo em torno do pH 8,8, o valor de pH onde ocorre a mudanca de

inclinacdo pode ser atribuido ao valor do pK, da molécula!®’!.

20 40 60 80 100 120
pH

Figura 10: Relacdo entre potencial de pico e pH obtida a partir dos voltamogramas ciclicos de HP 2,91x10”
mol L' em meio de tampdo BR sobre HMDE com velocidade de varredura de 20 mV s™.

Este valor se encontra muito proximo do valor reportado pela literatura, que é de
8,314, A relagdo linear entre potencial de pico em fun¢do do pH apresentou inclinacio de
51,0 mV/pH até a inflexdo da reta. A partir deste valor a relagdo entre o nimero de prétons e

elétrons envolvidos na reagdo pode ser calculada empregando a seguinte equagio:

_ 2,303RTm
anF

E =E°

p

pH )
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onde m € o nimero de prétons envolvidos na reacdo e os demais termos mantém seus
significados usuais. A inclinagdo de 51,0 mV/pH sugere a participagdo de igual nimero de
prétons e elétrons na reagdo. Como jé foi citado que dois elétrons participam da reducdo da
molécula, tem-se entdo que a reagdo consome dois prétons por molécula de HP reduzida.

Ao avaliar a intensidade da corrente de pico em fun¢@o do pH, foi possivel observar
que o aumento do pH resultou em aumento da intensidade da corrente de pico chegando em
um maximo no pH 10,0 e acima deste valor foi observado um decréscimo da corrente de pico.
Entdo, a diminui¢do da corrente de pico em meio de tampao BR acima de pH 10,0 pode ser
atribuida possivelmente a desprotonacio do grupo carbonila da molécula de HP. A Figura 11

ilustra a relacdo entre intensidade de corrente de pico e pH obtida para a reducdo de HP.

0,08 T T T T T T
2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

pH

Figura 11: Relagdo entre intensidade da corrente de pico e pH obtida a partir dos voltamogramas ciclicos de
HP 2,91x10° mol.L”" em meio de tampéo BR sobre HMDE com velocidade de varredura de 20 mV s™.

O pH 10,0 foi considerado como valor 6timo no desenvolvimento do procedimento
eletroanalitico para a redu¢dao de HP sobre HMDE. Isto porque apresentou maior sensibilidade

analitica, que estd associada a uma maior intensidade dos valores de corrente de pico.

4.3 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada é uma das técnicas mais rdpidas e sensiveis dentre as
outras técnicas de pulso, tais como: voltametrias de pulso normal e pulso diferencial, porque a
velocidade final do experimento é dada pelo produto entre a frequéncia de aplicacdo dos
pulsos e o incremento de potencial, e os limites de detec¢do podem ser comparados aos das

técnicas cromatograficas e espectroscopicas. A sua grande aplicag¢do se deve também ao fato
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de que a andlise dos resultados e a aplicagdo dos critérios de diagnésticos possibilitam a

avaliacdo da cinética e mecanismo do processo redox envolvido™".

4.3.1 Componentes de corrente

Uma forma de avaliar se um sistema é reversivel ou irreversivel é verificar as
componentes de corrente da voltametria de onda quadrada. Isto porque a corrente resultante é
obtida pela diferenca entre as componentes de corrente nas varreduras direta e reversa, ou
seja, as corrente correspondentes aos processos de oxidacdo e redugdo das espécies
eletroativas podem ser obtidas no mesmo experimento*”’.

Com intuito de avaliar o grau de reversibilidade do sistema foi realizado um
experimento de voltametria de onda quadrada com a separacdo das componentes de corrente
para a molécula de HP. Foi possivel observar que a intensidade da corrente resultante é muito
préxima a intensidade de corrente da componente direta, indicando que a contribuicdo da

corrente reversa no final da andlise € praticamente insignificante. A Figura 12 traz as trés

componentes de corrente para o HP sobre HMDE em meio de tampao BR pH 10,0.

0,0 J——— — -
N /' T
-0,6 1
i 12 Direta
= Reversa
Resultante
1,8
2.4

170 -1.65 -1.60 -155 -1.50 -145 -1.40
E/V

Figura 12: Componentes de corrente obtidas a partir do voltamograma de onda quadrada de HP 2,9 x10°
mol L' em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HMDE com f =100 s’ a=50mVeAE;=2mV.

A quase coincidéncia da intensidade de corrente da componente resultante com a
intensidade de corrente da componente direta € mais um indicio (vide o obtido por voltametria
ciclica) de que a reagdo de reducdo da molécula de HP é totalmente irreversivel. As
intensidades de corrente das componentes resultante e direta s6 ndo sdo totalmente

coincidentes porque hd uma pequena contribuicdo da corrente reversa que estd no mesmo
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sentido da componente direta. Este comportamento mostra que o pulso de potencial no
sentido reverso nio consegue reoxidar o produto da reacdo, mas continua ocorrendo a reacio

de reducdo do HP.

4.3.2 Estudo dos parametros da voltametria de onda quadrada

Ao utilizar a técnica de voltametria de onda quadrada para o desenvolvimento de uma
metodologia eletroanalitica deve-se realizar inicialmente um estudo dos seus parimetros,
sendo eles a frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial (f), amplitude dos pulsos de
potencial (a) e incremento de potencial (A4E;). Este estudo tem por finalidade obter as
condicdes otimizadas, ou seja, que fornecam um melhor sinal analitico em termos de

intensidade da corrente de pico e perfis voltamétricos bem definidos.

4.3.2.1 Frequéncia dos pulsos de potencial

O aumento da frequéncia de aplicacido dos pulsos de potencial (f) pode ser um dos
artificios utilizados para se obter um aumento no sinal de corrente; isto porque, com este
aumento, mais espécies podem sofrer reacdo redox na superficie do eletrodo, proporcionando
uma melhoria na sensibilidade da andlise, j4 que, se todas as outras varidveis forem
constantes, a sensibilidade € dada em funcdo apenas da frequéncia. O estudo foi realizado no
intervalo de 10 a 700 s™. A Figura 13 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos

para HP em funcéo da variacdo da frequéncia.

0-
14
24
34
44
54
-6
74

_8 T T T T T
-1,70  -1,65 -1,60 -1,55 -1,50 -145 -1,40
E/V

I/uA

Figural3: Voltamogramas de onda quadrada de HP 2,91x10” mol L em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre
HMDE em diferentes frequéncias dos pulsos de potencial com a = 50 mV e AE; = 2 mV.
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Os resultados indicam que o aumento no valor da frequéncia provocou um aumento na
intensidade de corrente de pico e também houve um deslocamento dos potenciais de pico para
valores mais negativos.

A voltametria de onda quadrada também pode ser utilizada para determinacdo do
ndmero de elétrons envolvidos na reacdo redox. De acordo com os critérios diagndsticos da
voltametria de onda quadrada, para reagdes irreversiveis com reagente, ou reagente e produto,
adsorvido na superficie do eletrodo existe uma relagdo linear entre potencial de pico e

logaritmo da frequéncia da aplicag@o dos pulsos apresentando inclinac¢do de acordo com:™*”!

dE, _ 2303RT

dlog f  amF 19

A variagd@o do potencial de pico com o logaritmo da freqiiéncia € mostrada na equacio
11. A Figura 14 apresenta a relagdo obtida entre o potencial de pico e o logaritmo da
freqii€ncia dos pulsos de potencial.

-E, = 1,446 + 0,0468 log f (11)

1,49 T T T T T T
1,0 1,2 14 1,6 1,8 2,0

log (/™)

Figura 14: Relagdo entre potencial de pico e logaritmo da frequéncia dos pulsos de potencial obtidos a partir
dos voltamogramas de onda quadrada de HP 2,91x10” mol L' em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HUDE
coma=50mVeAE;=2mV.

A dependéncia do potencial de pico em fun¢do do logaritmo da frequéncia para HP
apresentou inclinagdo de 0,0468 V dec” com r = 0,9984. Aplicando este valor na equagdo 11
foi obtido an = 1,26, o que corresponde a um valor de coeficiente de transferéncia de carga
igual a 0,63 e dois elétrons (n = 2) envolvidos no processo de redugdo de cada molécula de

HP, ratificando o resultado obtido por voltametria ciclica.
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Depois de avaliar a relagdo do potencial de pico com o logaritmo da freqiiéncia, foi
estudada a relacdo entre intensidade da corrente de pico e frequéncia de aplicagdo dos pulsos
que apresentou linearidade até 100 s com r = 0,9992 conforme pode ser visto na equagio 12.
A Figura 15 ilustra a relagdo entre intensidade de corrente de pico e freqiiéncia de aplicagdo

dos pulsos de potencial.

I, =1,662x 107 + 1,483 x 10° f (12)
4
o
3_
o
< 9
Z 24
1_
0 T T T
0 100 200 300
fIs'

Figura 15: Relagdo entre intensidade da corrente de pico e fregiiéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial
obtidos a partir dos voltamogramas de onda quadrada de HP 2,91x10° mol L' em meio de tampdo BR pH
10,0 sobre HMDE com a = 50 mV e AE; = 2 mV.

De acordo com a teoria da voltametria de onda quadrada o comportamento linear da

. AL s . . s . [4647]
corrente de pico com a freqii€éncia se refere a sistemas totalmente irreversiveis . Em
frequéncias acima de 100 s foi observado um desvio da linearidade que a literatura reporta
como sendo associado a efeitos de resisténcia da solucdo, sendo crescente em funcdo do

[47

aumento da frequéncia’. Entdo, o valor de 100 s™ foi selecionado para o desenvolvimento

da metodologia eletroanalitica para determinacdo do HP.
4.3.2.2 Amplitude dos pulsos de potencial

A variacdo da amplitude (a) € outra maneira de obter uma melhor sensibilidade
analitica, isto porque, para valores de amplitude maiores que 20 mV, a largura de meia altura
(AE,») se mantém constante. Sistemas redox totalmente irreversiveis apresentam ganho na
sensibilidade quando se aumenta a amplitude dos pulsos de potencial®’. No presente estudo a
variagdo da amplitude foi realizada na faixa de 5 a 80 mV. A Figura 16 apresenta os

voltamogramas de onda quadrada obtidos para variacdo da amplitude dos pulsos.

28



Francisco Wirley Paulino Ribeiro RESULTADOS E DISCUSSAO
0,0
01 io
§L 20
= —30
- 1 90 7 40
—350
60 v v

—70

1,5
—380

-1,7 -1,6 -1,5 -1.4

E/V

Figura 16: Voltamogramas de onda quadrada de HP 2,91x10” mol L em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre
HMDE em diferentes amplitudes dos pulsos de potencial com f = 100s" e AE, = 2mV.

Foi observado que o aumento da amplitude provocou um deslocamento dos

potenciais de pico para valores mais positivos. O potencial de pico apresentou uma relagio

linear com a amplitude dos pulsos. O grifico apresentou uma inclina¢io de -0,919, como

pode ser visto na equagdo 13. O’Dea e colaboradores*®

! mostraram que uma reacdo de

reducdo totalmente irreversivel de moléculas adsorvidas na superficie do eletrodo fornece

uma inclinagdo préxima a unidade. A Figura 17 ilustra a relacio entre potencial de pico e

amplitude do pulso.

-E, =1,585+ 0919 a

13)

1,58+

1,56+
T 1,544
[8a)

1,52+

1,50

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

a/mV

Figural7: Relagdo entre potencial de pico e amplitude dos pulsos de potencial obtidos a partir de
voltamogramas de onda quadrada de HP 2,91x10” mol L' em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HMDE com

f=100s" e AE, =2 mV.
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Ao avaliar o efeito da amplitude dos pulsos na intensidade da corrente de pico, pode-
se observar que hd uma linearidade até o valor de 30 mV (r = 0,9999). Acima deste valor
praticamente ndo houve mudangas significativas na intensidade de corrente de pico ndo
oferecendo nenhuma contribuicdo adicional de sensibilidade para efeitos analiticos. Estes
resultados estdo de acordo com a teoria da voltametria de onda quadrada para sistemas
irreversiveis, pois a mesma afirma que, para amplitudes acima de 50 mV, a corrente de pico é
praticamente constante'*”’.

O desvio da linearidade pode estar associada a uma saturac@o da superficie do eletrodo

causada pela adsor¢@o das moléculas de HP. A Figura 18 mostra a dependéncia da intensidade

da corrente de pico em fung¢do da variacdo da amplitude dos pulsos.

2,0
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Figura 18: Relagdo entre intensidade da corrente de pico e amplitude dos pulsos de potencial obtida a partir
de voltamogramas de onda quadrada de HP 2,91x10” mol L em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HUDE
com f =100 sTe AE,=2mV.

Para a aplicacdo analitica, o valor de 30 mV foi selecionado, sendo, desta maneira,

considerado como valor otimizado.

4.3.2.3 Incremento de potencial

O incremento de potencial juntamente com a frequéncia fornecem a velocidade de
varredura na voltametria de onda quadrada. A velocidade é dada pelo produto da frequéncia
pelo incremento (v = £AE;). Como a intensidade de corrente € proporcional a velocidade de
varredura, um aumento no AE; pode contribuir de forma positiva para a sensibilidade da

técnica. No entanto, os altos valores de incremento podem provocar uma deformacao no perfil
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dos voltamogramas. O estudo de incremento de varredura foi realizado na faixa de 2 a 10 mV,

como pode ser visto na Figura 19.
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Figura 19: Voltamogramas de onda quadrada de HP 2,91x10” mol L' em meio de tampdo BR pH 10,0
sobre HMDE em diferentes incrementos de potencial com f = 100 sTea=50mv.

Os resultados indicam que o aumento do incremento de potencial proporcionou um
deslocamento dos potenciais de pico para valores mais negativos, resultado caracteristico de
sistemas irreversiveis'®). A corrente de pico apresentou um crescimento em fung¢do do
aumento do AE; em todo seu intervalo estudado. A Figura 20 mostra a relagdo obtida entre

corrente de pico e incremento de potencial.
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Figura 20: Relacdo entre intensidade da corrente de pico e incremento de potencial obtida a partir dos
voltamogramas de onda quadrada de HP 2,91x10” mol L' em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HMDE com
f=100s"ea=350mV.
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O valor de 2 mV foi escolhido para o desenvolvimento do procedimento analitico por
apresentar um menor valor de largura de meia altura (AE,») como pode ser visto na tabela 2.
Valores maiores de incremento de potencial provocam um alargamento dos voltamogramas,

comportamento este que pode diminuir a seletividade da metodologia.

Tabela 2: Valores de largura de meia altura encontrados em fung¢do da varia¢do do incremento de potencial.

AE,»/ mV 16,6 19,1 19,9 21,5 23,0 27,0

4.5 Construcao da curva analitica

Com os parametros voltamétricos da SWV otimizados, f= 100 s'l, a=30mV,AE,=2
mV, e a partir do pico catédico observado para a redu¢do da molécula de HP foram levantadas
curvas analiticas em eletrdlito, tampao BR 0,04 mol L' com pH = 10,0. As curvas foram
construidas empregando o método da adicdo de padrio e, neste procedimento, aliquotas da
solugdo estoque do analito de concentracdo conhecida foram adicionadas a célula
eletroquimica e, imediatamente apds cada adi¢do, um voltamograma era obtido. Em seguida
foi verificada a correlacdo entre intensidade da corrente de pico e concentragio de HP. A
relacdo matemadtica proveniente da correlacdo é chamada de curva analitica. Na pratica, uma
curva analitica pode ser construida por, no minimo, cinco pontos que ndo incluam o ponto
zero da curva, devido aos possiveis erros associados”"".

A equagdo que representa a curva analitica foi calculada empregando o método dos
minimos quadrados, que por sua vez, visa obter a melhor reta, ou seja, aquela que passa
através de um conjunto de pontos que apresentam alguma dispersao e ndo estdo perfeitamente
localizados sobre uma linha reta”"’.

A concentracio de HP foi variada no intervalo de 2,49x107 a 3,38x10° mol L. A
Figura 21 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para diferentes

concentracdes de HP.
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Figura 21: Voltamogramas de onda quadrada para HP em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HMDE com
concentragées variando de 2,49x107 a 3,38x10° mol L ef=100 s’ a=30mVeAE;= 2 mV.

Foi possivel observar que ndo houve deslocamento dos potenciais de pico e que hd um
crescimento da corrente de pico em funcfo da concentragdo. Este comportamento se deve ao
aumento da quantidade de espécies eletroativas em torno da superficie do eletrodo fazendo
com que mais moléculas possam ser reduzidas. A Figura 22 apresenta a curva analitica com
os valores médios (n = 3) e com as respectivas barras de erro para cada ponto da curva obtida
para HP sobre HMDE. A equacfo da reta para a curva analitica com os respectivos intervalos

de confianca de 95% para os valores dos coeficientes linear e angular é dada por:

-I, = -1,06x10° +1,96x10° + 0,302 +9,40x10°[HP] (14)

1,2

030 T T T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 35 40

[HP]/10° mol L'

Figura 22: Curva analitica com as barras de erro obtida para HP em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre
HMDE obtida no intervalo de concentracdes variando de 2,49x107 a 3,38x10° mol L™ com f= 100 s’ a=
30 mV e AE; = 2 mV.
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A curva analitica apresentou um aumento proporcional das correntes de pico em
funcdo da concentragdo. Foi obtida uma inclina¢do de 0,302 A/mol L" com coeficiente de
correlacdo r = 0,9990, entre todo intervalo de concentracdo avaliado. A partir das curvas
analiticas os valores de limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) foram
calculados. LD, por defini¢do, € a menor concentracdo do analito em andlise que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente pode ser quantificada, empregando um determinado
procedimento experimental. LQ € definido como a menor concentragdo do analito que pode

ser quantitativamente determinada. As relagdes matematicas empregadas para o cdlculo do

LD e LQ foram aquelas recomendadas pela TUPAC®***!. As equacdes podem ser vistas a
seguir:
LD =325 (15)
s
10xS
LQ=—2¢ (16)
s

onde S, € o desvio padrio da média de dez medidas do branco, tomadas no potencial
equivalente aquele do pico de reducdo de HP e s € a inclinagdo da curva analitica.

Os resultados obtidos pela metodologia eletroanalitica foram comparados com os
valores obtidos pelo método espectrofotométrico na regido do UV-Vis, método este que é
recomendado pela Farmacopéia Britanica para determinagdo de HP". Os valores de LD e
LQ para o método espectrofotométrico também foram calculados empregando o
procedimento recomendado pela ITUPAC.

A Tabela 3 apresenta as figuras analiticas de mérito obtidas pela metodologia proposta
e pelo procedimento recomendado. As regides de linearidade (RL), as equacgdes da curva
analitica, coeficientes de correlagdo (r), que determina o grau de linearidade da correlagdo
entre a concentracdo de HP e as correntes de pico, o desvio padrdo da média aritmética dos
dez brancos (Sp), os limites de deteccio (LD), os limites de quantificacdo (LQ), a
repetibilidade (%RSD) e reprodutibilidade (%RSD). Todos os dados foram obtidos em

triplicata e os resultados mostrados aqui apresentam a média dos valores obtidos.
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Tabela 3. Pardmetros obtidos a partir das curvas analiticas obtidos na determinagcdo de HP empregando
voltametria de onda quadrada (SWV) e UV-Vis em eletrdlito de suporte.

Parametro SWV UV-Vis
RL (mol L) 2,49x107 a 3,38x10° 1,00x107 a 1,50x10°
Equagio da curva I, =-1,06x10™ + 0,302[HP] Abs = 1,19x10” + 0,02[HP]
r 0,9990 0,9955
Sh 4,78x107"° (A) 4,94x10 (u.a)
LD (mol L) 4,75x107 (1,78 ug L) 7,32x10% (27,51 ug L)
LQ (mol L) 1,58x10° (5,94 ug L) 2,44x107 (91,71 ug L")
RSD (repetibilidade) 1,89% (n = 12) 1,85% (n = 12)
RSD (reprodutibilidade) 2,33% (n=17) 1,56% (n =7)

O intercepto da equacdo da curva analitica apresentou um valor negativo. O valor
considerado como real para intercepto é zero. Entretanto, erros aleatérios fazem com que o
valor medido raramente seja exatamente igual ao valor real. Para decidir se a diferenca entre o
valor medido e o valor padrido pode ser atribuido a esses erros aleatdrios, um teste estatistico,
conhecido como teste de significincia, pode ser empregado®. A equagio para realizar o teste

de significancia pode ser vista a seguir:

7

z:(x—ﬂ)T” (17)

onde X ¢é a média das amostras, L é o valor considerado como verdadeiro, s € o desvio padrao
da média e n € o nlimero de determinagdes. O valor de t calculado foi comparado com t critico
para um nivel de 95% de confianca. O valor de t calculado obtido foi de 2,21, como o valor
foi menor do que o t critico de 4,30, indicando que ndo houve diferenca significativa entre o
valor médio do intercepto e o valor zero, a um nivel de 95% de confianca.

Os valores de limite de detec¢do e de quantificacdo calculados a partir do
procedimento proposto foram de 1,78 ug L™ (4,75x10” mol L") e 5,94 pug L™ (1,58x10™ mol
L), respectivamente. Estes valores foram maiores do que os valores publicados na literatura
no trabalho de Yasui-Furukori e colaboradores, onde foi realizada a determinagcdo de HP
empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com coluna C18 e detector de
UV, onde foi obtido LD de 0,5 pg L'e LQ de 1,0 ug | el Todavia, os valores obtidos na
metodologia eletroanalitica desenvolvida neste trabalho foram bem menores em relagdo aos

[27]

valores obtidos por Shamsipur e colaboradores”", que utilizaram a técnica de Ressonancia
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Magnética Nuclear (RMN) de '’F para determinacio de HP, neste trabalho, os valores de
limite de detec¢do e quantificagdo obtidos foram de 1,4 mg L' e 200 mg L,
respectivamente.

Além disto, os resultados obtidos pela metodologia eletroanalitica foram menores que
os valores de LD e LQ obtidos pelo método recomendado pela Farmacopéia Britanica, que
foram de 27,51 pg L™ (7,32x10® mol L™y e 91,71 pg L™ (2,44x10” mol L"), respectivamente.
Sugerindo, desta forma, que a metodologia eletroanalitica apresentou sensibilidade satisfatéria
e que pode ser empregada para determinacao em niveis de tragos.

Os ensaios de repetibilidade (intra-day), envolvendo doze medidas em um mesmo dia,
e reprodutibilidade (inter-day), envolvendo sete medidas em dias diferentes, foram realizadas
com solucdes de HP 9,90x10”7 mol L' para avaliar a precisdo da metodologia eletroanalitica
em desenvolvimento. A precisdo representa a dispersdo dos resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob
condicdes definidas. Uma forma de estimar a precisdo do procedimento € utilizando o desvio
padréo relativo (RSD), também conhecido como coeficiente de variacdo, que € fornecido pela
equacao

%BRSD =~ x100 (18)
X

onde s € o desvio padrdo da média das correntes de pico e X é a média do valores de corrente

de pico. Os valores de desvio padrao relativo (RSD) para repetibilidade e reprodutibilidade

foram 1,89% e 2,33%, respectivamente. Estes resultados conferem a metodologia

desenvolvida uma 6tima precisdo, possibilitando sua aplicagdo em amostras complexas.
4.6 Estudos de recuperaciao

Para avaliagdo da eficiéncia da metodologia proposta foram realizados testes de
recuperacdo. Segundo a [UPAC a recuperagéo € definida como a propor¢do da quantidade do
analito de interesse, presente ou adicionada na porcdo analitica do material teste, que ¢é
extraido e passivel de ser quantificad0[56]. O método da adicdo de padrdo foi empregado nos
testes de recuperacdo. Neste método, quantidades conhecidas do analito sdo adicionadas a
uma amostra desconhecida e a partir do aumento do sinal analitico ¢ deduzido quanto do
constituinte estava presente na amostra original. A taxa de recuperacdo foi avaliada

utilizando-se o método gréfico, onde o eixo x forneceu a concentracdo de padrdo adicionado
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ao eletrdlito e a extrapolacdo neste eixo mostrou a concentracdo desconhecida. O valor da

recuperagao foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

HP
%R — [ ]encontrada xloo (19)

[ adicionada

Os experimentos de recuperacdo podem ainda representar de forma estatistica a
exatiddao de um método proposto. A exatiddo representa o grau de concordancia, proximidade
entre os resultados obtidos pelo método desenvolvido e os valores nominais, aceitos como
referéncia. A exatiddo pode ser expressa pelo parametro %BIAS, podendo ser calculado pela

seguinte equacio”’:

X-X
%BIAS = % x100 (20)

0

onde X é o valor médio das concentracdes recuperadas e xo é o valor de concentracio
adicionada. Todos os resultados obtidos com os experimentos de recuperacdo foram
comparados com aqueles obtidos por UV-Vis.

A recuperacio foi realizada primeiramente em eletrélito usando uma solucdo estoque
de HP 1,0x10* mol L. A Figura 23 apresenta os voltamogramas e a curva de recuperagcao

para HP em eletrolito.

0,0 ———==~ - - 0.8 r=0,9985
024 < 06
=1
< ~
3. e
S 041
L7027
20,61 -
(A) R B)
17 16 15 14 40 05 00 05 10 15 20
E/V [HP]/10° mol L

Figura 23: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentragdes para recupera¢do no
eletrélito em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HMDE com f = 100 s, a = 30 mV e AE, = 2 mV. B) Relacdo
entre corrente de pico e concentra¢do de HP para curva de recuperagdo em eletrolito.
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A curva de recuperagio apresentou uma inclinagdo de 0,222 A/mol L™ com r = 0,9985.

A equacio da reta para a intensidade da corrente de pico em fun¢do da concentracio de HP foi
-, =2,214x 107 + 0,222 [HP] (21)

A Tabela 4 apresenta os dados de recuperacdo obtidos em triplicata por voltametria de

onda quadrada e UV-Vis.

Tabela 4: Resultados de recuperagdo para HP em eletrélito obtidos por voltametria de onda quadrada
sobre HMDE e por UV-vis.

SWV
Replicata | [HP].gicionada / mol L' | [HPlencontrada / mol L7 Recuperacio (%)
1 10,58x107 106,90
2 , 10,53x107 106,33
] 9,90x10" ;
3 10,43x10° 105,32
Média 10,51x107 106,18
UV-Vis
1 11,71x107 93,68
2 11,99x107 95,92
I 12,50x107 ;
3 11,95x10° 95,60
Média 11,88x107 95,07

A recuperacdo média encontrada para metodologia eletroanalitica foi de 106,18 %
com RSD de 0,75 % e BIAS de 6,16 %. Os resultados obtidos por UV-Vis apresentaram
recuperacdo média de 95,07 % e RSD de 1,27 % e BIAS de -4,96%.

Os percentuais de recuperagdo proximos a 100% em eletrélito e o baixo valor de RSD
podem indicar que as espécies i0nicas presentes na solugdo de tampao BR nio interferem na
exatiddo e na precisdo do procedimento. Os resultados mostraram que a porcentagem média
de recuperacdo encontrada por voltametria de onda quadrada encontram-se dentro da faixa
aceitdvel para metodologias analiticas que é de 70% a 130%"*!, da mesma forma que a

porcentagem média de recuperagdo dada por UV-Vis.
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4.6.1 Aplicaciao do procedimento em amostras comerciais

Para aplicagdo da metodologia eletroanalitica em amostras complexas foram utilizadas
duas formulacdes farmacéuticas de HP encontradas no Brasil, comprimidos e solucdo oral de
Haldol®. O comprimido apresenta uma dosagem nominal de Img/comprimido e a solugdo
oral, 2mg/mL. A primeira formulac¢do comercial estudada foi a de comprimidos. Os resultados
de recuperacdo obtidos por voltametria de onda quadrada foram comparados com os
resultados obtidos por UV-Vis, com o intuito de comparar a eficiéncia do procedimento
proposto frente ao procedimento espectrofotométrico recomendado pela Farmacopéia
Britdnica. A Figura 24 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e a curva de

recuperacio para amostras de comprimido Haldol®.

0,0 _ r =0,9997
// 0,8
021 0.6
e <
Ll ) 4_ ,T‘l
0, 0.4
-0,6-
A) 7021 (B)
-1,7 -1,6 -1,5 -14 40 05 00 05 10 15 20
E/V [HP]/10° mol L

Figura 24: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentragcdes para recuperagdo em
amostra de comprimido Haldol® em meio de tampdo BR pH 10,0 sobre HMDE com f = 100 5™, a = 30 mV e AE,
= 2 mV. B) Relagdo entre corrente de pico e concentragdo de HP para curva de recuperagdo em amostra de
comprimido Haldol®.

Os voltamogramas apresentados na Figura 24A ndo apresentaram deslocamento dos
potenciais de pico, mostrando que a matriz do comprimido ndo influenciou no perfil
voltamétrico. A curva de recuperagdo mostrada na Figura 24B apresentou um coeficiente de
correlagio r = 0,9997 e uma inclinacdo de 0,231 A/mol L' . A equacdo da reta para a

intensidade da corrente de pico em fung¢do da concentragdo de HP obtida foi

-I,=2,113x 107 + 0,231 [HP] (22)
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A Tabela 5 mostra os dados de recuperagdo obtidos em triplicata por voltametria de

onda quadrada e UV-Vis para amostra de comprimido Haldol®.

Tabela 5: Resultados de recuperacdo para HP em amostra de comprimido Haldol® obtidos por
voltametria de onda quadrada sobre HMDE e por UV-vis.

SWV
Replicata [HP]adicionada / Mol L! [HP]encontrada / Mol L! Recuperacio (%)
1 8,39x10” 84,71
2 , 9,05x10” 91,42
9,90x10" ,
3 9,09x10" 91,84
Média 8,84x10” 89,32
UV-Vis
1 13,84x107 110,72
2 ., 13,68x107 109,44
12,5010 :
3 13,45x10° 107,60
Média 13,66x107 109,25

A recuperacdo média de 89,32 % com RSD de 4,48 % e BIAS de -10,68 % obtidas
para HP nos comprimidos de Haldol®. A partir deste resultado pode-se afirmar que a
metodologia eletroanalitica foi eficiente por ter apresentado percentuais dentro da faixa
satisfatoria para metodologias analiticas citada anteriormente. A  metodologia
espectrofotométrica apresentou resultados satisfatérios, com uma recuperagdo média de
109,25 % com RSD de 1,43 % e BIAS de 9,28 %. Os resultados apresentados sugerem que a
metodologia eletroanalitica desenvolvida ¢é satisfatoria, de acordo com a metodologia
apresentada pela Farmacopéia Britanica para determinagdo de HP em formulacdes comerciais.

A segunda formulacdo comercial utilizada para o desenvolvimento da metodologia
eletroanalitica foi a solu¢do oral de Haldol®. Esta matriz contém metilparabeno e
propilparabeno, compostos fendlicos que sdo adicionadas a solug@o oral para atuarem como
conservantes, que podem interferir na determinacdo na HP'"®!. Os voltamogramas de onda
quadrada e a curva de recuperacdo para amostra de solugdo oral sdo apresentadas na Figura

25.
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Figura 25: A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes concentragdes para recuperagcdo em
amostra de solucdo oral Haldol® em meio de tampédo BR pH 10,0 sobre HUDE com f = 100 s, a = 30 mV e
AE; = 2 mV. B) Relagdo entre corrente de pico e concentragdo de HP para curva de recuperagdo em amostra de
solucdo oral Haldol®.

Os voltamogramas apresentaram deslocamento dos potenciais de pico, possivelmente
gerado por efeitos de adsor¢do causados pela presenca de outras substincias na amostra de
solugdo oral. A curva de recuperacdo mostrada na Figura 25B apresentou uma inclinacio de
0,209 A/mol L™ com r = 0,9996. A equacio da reta para a intensidade da corrente de pico em

funcdo da concentragdo de HP obtida foi

-1, =2,093 x 107 + 0,209 [HP] (23)

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos a partir das curvas de recuperacdo

realizadas em amostras de solucao oral Haldol®.

Tabela 6: Resultados de recuperacdo para HP em amostra de solucdo oral Haldol® obtidos por
voltametria de onda quadrada sobre HMDE e por UV-vis.

SWV
Replicata | [HPlagicionada / Mol L | [HPlencontrada / mol L | Recuperacéo (%)
1 10,35x107 104,59
2] , 9,96x10” 100,63
] 9,90x10" ,
3 9,56x10° 96,61
Média 9,56x10” 100,61
UV-Vis
1 9,01x107 72,08
2 9,49x107 75,95
] 12,50x107 ,
3 8,36x10" 66,89
Média 8,96x107 71,64
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O percentual médio de recuperagdo de 100,61% com RSD de 3,96 % e BIAS de 0,61
% obtido pela metodologia eletroanalitica mostra que a presenca de metilparabeno e de
propilparabeno nado influenciaram de forma significativa as andlises, pois o valor médio de
recuperacdo foi bem préximo do valor real. A literatura reporta que umas das vantagens das
técnicas eletroanaliticas é a de apresentar uma baixa sensibilidade em relagdo a presenca de

interferentes!””’

. Todavia, estas substincias presentes na solugdo oral influenciaram nos
resultados fornecidos pelo método espectrofotométrico, pois o percentual médio de
recuperacdo foi de 71,64 % com RSD de 6,34% e BIAS de -28,36 %. A comparagao realizada
com as duas metodologias mostrou que uma maior exatiddo e precisdo podem ser obtidas pela

metodologia eletroanalitica em relagdo ao método espectrofotométrico.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O Haloperidol apresentou um pré-pico de adsor¢do e um processo de redugdo
irreversivel. O potencial de pico do processo referente a reducdo de HP foi deslocado para
valores mais negativos em funcdo do aumento do pH, mostrando que seu mecanismo de
reducdo envolve uma prévia protonacdo da espécie seguida do processo redox. Por
voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada foi possivel calcular o niimero de elétrons
envolvidos na reagdo igual a dois, relacionados a redugdo do grupo carbonila. Em relagio a
parte analitica, maior sensibilidade e melhor definicdo do perfil voltamétrico foram obtidos
em tampao BR 0,04 mol L', pH = 10,0, e com os parametros otimizados f = 100 s a=30
mVeAE; =2 mV.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos pela metodologia eletroanalitica
foram 4,75)(10'9 mol L (1,78 ng L'l) e 1,58){10'8 mol L'l(5,94 ng L'l), respectivamente. Estes
valores foram, no minimo, uma ordem de grandeza menor que os obtidos com o método
espectrofotométrico na regido do UV-Vis onde foram encontrados limites de detecg¢do e de
quantificacio de 7,32x10™® mol L'(27,51pug L") e de 2,44 x 107 mol L™ (91,71 ug L),
respectivamente. Ao comparar os resultados obtidos pela metodologia proposta e o método
espectrofotométrico recomendado pela Farmacopéia Britanica pode-se afirmar que uma maior
sensibilidade foi obtida ao empregar SWV.

Os experimentos realizados para avaliar repetibilidade e reprodutibilidade
apresentaram valores de RSD abaixo de 3%, mostrando uma 6tima precisao.

O percentual médio de recuperagdo de 106,18% com RSD de 0,75% foram obtidos
para HP em eletrélito, indicando eficiéncia da metodologia proposta. Os percentuais médios
de recuperacio obtidos para comprimido de Haldol®, aplicando os procedimentos
eletroanalitico e espectrofotométrico foram: 89,32% (RSD = 4,48%) e 109,25% (RSD =
1,43), respectivamente. Enquanto que para solucdo oral de Haldol® os resultados foram:
100,61% (RSD = 3,96%) e 71,64% (RSD = 6,34%), respectivamente. Estes percentuais se
encontraram dentro da faixa aceitdvel de porcentagem de recuperagdo, da mesma forma que
as porcentagens obtidas por UV-Vis indicando que a metodologia apresentou efici€ncia
semelhante frente & metodologia recomendada pela Farmacopéia Britanica. Os resultados
obtidos mostram que a metodologia se apresentou eficiente para determinagdo de HP em

formulagdes comerciais.
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