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RESUMO

Um eletrodo de carbono vitreo modificado com hexacianoferrato(ll) de
cromo(lll) foi aplicado para a determinacdo de piridoxina (vitamina Bg) em trés
diferentes farmacos, através da técnica de voltametria ciclica. A influéncia de
varios parametros na resposta voltamétrica do eletrodo modificado foi analisada.
A faixa linear de concentracdo encontrada foi de 1,33 x 10° mol L* a
1,32 x 10®° mol L™ da vitamina, com r = 0,9990 e estimativa do desvio padrdo
relativo de 4,2%. Os limites de deteccdo e de quantificagcdo obtidos foram de
3,46 x 107 mol L™ e 1,05 x 10™® mol L™, respectivamente. O método proposto para
a determinacgdo voltamétrica da vitamina Bg apresentou uma boa exatiddo e os
resultados experimentais demonstraram que o eletrodo de carbono vitreo
modificado com hexacianoferrato(ll) de cromo(lll) apresenta um grande potencial
para andlise de piridoxina em amostras reais. Além disso, apresenta vantagens
como uma resposta rapida, um baixo limite de deteccdo, baixo custo e
simplicidade no desenvolvimento e aplicacéo.

Palavras-chave: Voltametria; Eletrodo de carbono-vitreo modificado;

Hexacianoferrato(ll) de cromo(lll); Piridoxina; Vitamina Bg
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ABSTRACT

A CrHCF-modified vitreous carbon electrode was used to determine
pyridoxine (vitamin Bg) in three drugs by cyclic voltammetry. The influence of
several parameters on the voltammetric electrode response was analyzed. The
linear range found was from 1.33 X 10° mol L™ to 1.32 X 10 mol L™ of vitamin,
with r = 0.9990 and relative standard deviation of 4.2%. The limits of detection and
quantification were 3.46 X 107 mol L* and 1.05 X 10® mol L?, respectively. The
voltammetric method proposed for the determination of vitamin Bg presented good
accuracy and the experimental results demonstrated that the CrHCF-modified
vitreous carbon electrode has a large potential for the analysis of pyridoxine in real
samples. Furthermore, it has the advantages of a fast response, a low detection
limit , low cost, and simple development and application.

Keywords: Voltammetry; Modified vitreous carbon electrode; Chromium(lil)

hexacyanoferrate(ll); Pyridoxine; Vitamin Bg



1 - INTRODUCAO

A s vitaminas sdo moléculas organicas pequenas, requeridas pelo corpo
humano em quantidades minimas a fim de realizar fungdes celulares especificas.
A maioria das vitaminas ndo pode ser sintetizada pelos animais, ou o0 sdo em
quantidades insuficientes para desempenhar seu papel, sendo necessaria sua
inclusdo na dieta alimentar, ou até mesmo o uso de medicamentos. Como
resultado da caréncia ou do excesso de vitaminas, podem ocorrer diversas
doengas nos organismos que as necessitam, devido a alteracdo de reagdes que
as vitaminas regulam no metabolismo, o que provoca um disturbio no balango
metabdlico (Berg, Tymoczko e Stryer, 2004).

A classificagdo das vitaminas é feita com relagdo a solubilidade destas em
agua ou em gordura, sendo divididas em hidrossoluveis, representadas pelas
vitaminas do complexo B e acido ascoérbico (ou vitamina C), e em lipossoluveis,
representadas pelas vitaminas A, D, E e K que s&o encontradas associadas aos
lipidios dos alimentos naturais. Muitas das vitaminas hidrossoluveis sao
precursoras de coenzimas para as enzimas do metabolismo, ou seja, possuem
atividade catalitica. Encontram-se inativas na forma livre, mas, ao sofrerem
mudancas estruturais ou interacbes com outras moléculas, sua forma ativa
(coenzima) é gerada (Berg, Tymoczko e Stryer, 2004).

No grupo das vitaminas hidrossoluveis, encontra-se a vitamina B,
responsavel, principalmente, pela transferéncia de grupamentos de aminoacidos,
atuando como coenzima (Berg, Tymoczko e Stryer, 2004). Sua caréncia provoca
alteracbes na pele, no sistema nervoso e determinados tipos de anemia. A
vitamina Bg € normalmente utilizada na formulacdo de medicamentos sob a forma
de piridoxina (PN) (Aniceto e Fatibello-Filho, 1999).

Devido a necessidade, em alguns casos, de ingerir a vitamina Bg atraves
de farmacos, € importante que sejam desenvolvidos métodos simples e eficientes
para a determinacdo da mesma nesses meios, a fim de controlar a quantidade
exata que esta sendo ingerida. Na literatura, encontram-se varios métodos
voltamétricos para a determinacdo de piridoxina, sendo o primeiro estudo do

comportamento eletroquimico de PN realizado em 1975 por Sodderhjelm e



Lindquist (Séderhjelm e Lindquist, 1975). As técnicas de voltametria englobam um
conjunto de métodos que, através da medida de intensidade de corrente em
funcdo do potencial aplicado, trazem informagdes qualitativas e quantitativas do
analito de interesse.

Recentemente, varios trabalhos envolvendo o uso de eletrodos
modificados em voltametria foram publicados (Qu, Wu e Hu, 2004; Teixeira et al,
2003; Teixeira et al, 2004). A determinagdo de piridoxina foi proposta utilizando
um eletrodo de carbono vitreo quimicamente modificado com nanotubos de
carbono (Qu, Wu e Hu, 2004). Da mesma forma, foi avaliada a resposta
voltamétrica de PN em medicamentos com eletrodos de pasta de carbono
modificados com hexacianoferrato(lll) de cobre(ll) (Teixeira et al, 2003) e com o
complexo N,N’—etilenobis(salicilidenoaminato) de oxovanadio(lV) ([VO(Salen)])
(Teixeira et al, 2004).

A combinacdo do uso de um eletrodo de carbono vitreo modificado com
complexos de ferricianeto pode ser um fator positivo na determinacdo de
piridoxina, pois tais condigdes apresentaram boa seletividade para a PN (Qu, Wu
e Hu, 2004; Teixeira et al, 2003). Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivo utilizar um eletrodo de carbono vitreo modificado com hexacianoferrato(ll)
de cromo(lll) (CrHCF), para determinagao voltamétrica da vitamina Be (piridoxina)
em farmacos. Assim como, verificar os melhores parametros a serem utilizados

na modificagao da superficie do eletrodo e na determinacado de PN.



1.1 - VITAMINA Bg

A vitamina Bg pode ser encontrada em diferentes formas: com um grupo
funcional aldeidico (Piridoxal), com uma amina primaria (Piridoxamina), com um
grupo alcool primario (Piridoxina) e, também, nas suas respectivas formas de 5-
fosfato (Figura 1), sendo normalmente interconvertidas no organismo (Kall, 2003;
Bisp et al, 2002). A piridoxina (PN), por ser a forma mais estavel destes
compostos, € a mais utilizada para a formulacdo de medicamentos a base de
vitamina Bg (Aniceto e Fatibello-Filho, 1999).

HO CHs HO CHs HO CHs
HO N Q \ HaN
7 N wal e 7 N Hl 7 WMl o
_ H — J—
HO HO HO
Piridoxina (PN) Piridoxal (PL) Piridoxamina (PM)

HO CHs

HO CHs HO CHs
HO N o} H2N N
7 N \;C a \N 2B
PR H . PR
(0] 0 0
® ®f &

PN-5-fosfato PL-5-fosfato PM-5-fosfato

FIGURA 1. Formas estruturais da vitamina Bs (Salvo et al, 2003).

A piridoxina é convertida no organismo por meio de fosforilagdo para
piridoxal-5-fosfato, a qual atua como coenzima de aproximadamente 60 enzimas,
principalmente aquelas relacionadas ao metabolismo de aminoacidos e proteinas
(Aniceto e Fatibello-Filho, 1999). Em menor quantidade, PN é também fosforilada
a piridoxamina-5-fosfato, uma coenzima das transaminases, descarboxilases,
desaminases e de outras enzimas importantes no metabolismo protéico (Apsen
Farmacéutica S/A). Dessa forma, PN atua diretamente, como coenzima e,

indiretamente, na degradacdo de aminoacidos, onde um dos produtos finais é a



acetil coenzima A, utilizada na producédo de energia e na sintese de proteinas,
lipidios, entre outros (Korolkovas e Burckhalter, 1982).

Assim, a piridoxina atua sobre o sistema nervoso central e periférico como
analgésico e calmante natural, auxiliando em convulsdes, depressdo e
neuropatia. Age sobre a pele, auxiliando em lesdes seborréicas da face como
acne e eczema, e controla a retengao de liquidos no corpo. Além de atuar,
também, sobre a hematopoese, que é a formacéo e desenvolvimento das células
sanguineas, sendo empregada no tratamento de anemia com reserva normal ou
aumentada de ferro (anemia sideroblastica), observada especialmente em casos
de alcoolismo (Aniceto e Fatibello-Filho, 1999; Korolkovas e Burckhalter, 1982;
Augustin, 1994).

A piridoxina € encontrada, principalmente, associada as proteinas nos
alimentos como peixes (atum, truta, salmao), nozes (amendoins, avelas), cereais
de grao integral (arroz, trigo, aveia), milho, feijao, banana, leite, aves, carne suina,
etc. Determinadas acbes realizadas com os alimentos, como por exemplo, o
congelamento de vegetais, o cozimento de cereais e a moagem, podem reduzir a
quantidade de PN em 25, 40 e 90 %, respectivamente (Rochenet, 2007). Além
disso, apesar de ser relativamente estavel ao calor (sublima a 205 °C), ela se
decompde por oxidagao, luz ultra-violeta e por ambientes alcalinos (Windholz et
al, 1976).



1.2 - METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE PIRIDOXINA (PN)

Muitos métodos e técnicas analiticas vém sendo desenvolvidas para a
determinacao de piridoxina em diferentes tipos de amostras como medicamentos,
leite, massas e carnes. Dentre alguns trabalhos desenvolvidos, encontram-se os

métodos cromatograficos, espectrofotométricos, microbiolégicos e voltamétricos.

1.2.1- Determinacdes cromatogréaficas de PN

A determinacéo de piridoxina por técnicas cromatograficas envolve o uso
da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para a separagdo dos
componentes da amostra (Kall, 2003; Marszall et al, 2005; Albala-Hurtado et al,
1997; Esteve et al, 1998; Gatti, Gioia e Cavrini, 2004). Esta técnica necessita de
uma cuidadosa preparagao da amostra e exige a utilizagdo de reagentes quimicos
de elevado grau de pureza, a fim de evitar a contaminacdo da coluna
cromatografica. Devido a isto, determinagbes cromatograficas de PN sé&o

extensivamente caras e demoradas.

1.2.2 — Determinac0fes espectrofotométricas de PN

As técnicas espectrofotométricas para a determinacdo de piridoxina néo
podem ser empregadas de forma direta. Os comprimentos de onda de absor¢ao
da PN sao em torno de 250, 290 e 325 nm (Windholz, 1976), que s&o regides de
absorgao muito proximas as observadas nos compostos geralmente encontrados
com a piridoxina, 0 que provoca a sobreposi¢cao de bandas. Dessa forma, ha a
necessidade de associar estes métodos com algum tipo de derivatizagdo do
analito com reagentes especificos, deslocando sua banda de absorgdo para
regides que nao sofrem interferéncias (Aniceto e Fatibello-Filho, 1999; Instituto
Adolfo Lutz, 1985), ou ainda, a etapas de pré-separagao e pré-concentracédo da
PN (Canada, Reguera e Diaz, 2000), ambos utilizando um sistema de inje¢cdo em

fluxo.



1.2.3 - Determinagdes microbiologicas de PN

A utilizagdo de metodologia microbiolégica para a determinagcéo de
piridoxina é empregada nos Métodos Oficiais da AOAC (Association of Official
Analytical Chemistry — Official Method 985.32, 1984). No entanto, ensaios
microbiologicos séo bastante demorados e complexos, envolvem a utilizagao de

meios de cultura, além do uso de autoclave.

1.2.4 — Determinagdes voltamétricas de PN

As técnicas voltamétricas, quando comparadas com os métodos
cromatograficos, espectrofotométricos e microbiolégicos, representam uma
alternativa para a determinagao de piridoxina, pois, apresentam um baixo custo,
dispensam a exaustiva etapa de preparacdo de amostra e a utilizagdo de
reagentes com elevado grau de pureza, além de serem técnicas rapidas, diretas e
de simples desenvolvimento.

Na literatura sdo relatados estudos utilizando um eletrodo de carbono
vitreo para a determinag&o simultanea de PN e cianocobalamina (vitamina B12)
através de métodos de calibracdo multivariados, sendo obtida uma faixa linear de
10° a 102 mol L' de piridoxina (Hernandez, Ribero e Goicoechea, 2003).
Hernandez et al (2003) justificam que esta faixa foi obtida devido a complexidade
da mistura, e que pode ser melhorada na determinac&do individual destas
vitaminas, chegando-se a um limite de quantificacdo de aproximadamente 10
mol L. Por outro lado, a utilizagdo de um eletrodo de carbono vitreo
quimicamente modificado para a determinagdao de PN alcancou uma faixa linear
mais ampla de 5 x 107 a 1 x 10 mol L™ e um valor na ordem de 107 mol L™ para
o limite de detecgéo (Qu, Wu e Hu, 2004).

Também foram desenvolvidos eletrodos de pasta de carbono modificados
com hexacianoferrato(lll) de cobre(ll) (Teixeira et al, 2003) e com o complexo
[VO(Salen)] (Teixeira et al, 2004) para a determinagdo de piridoxina, sendo
alcangados limites de deteccdo de 4,1 x 107 e 3,7 x 10™° mol L™, respectivamente.

Verifica-se, desta forma, que tanto o eletrodo de carbono vitreo modificado,



quanto o eletrodo de pasta de carbono modificado com filmes de
hexacianoferrato(lll) de cobre(ll), apresentaram uma boa sensibilidade para a PN
(Qu, Wu e Hu, 2004; Teixeira et al, 2003).

Filmes de hexacianoferratos (HCF) de metais de transicdo sdo compostos
de valéncia mista insoluveis, os quais apresentam atividade catalitica e que
podem ser gerados por eletrodeposicdo de solugdes que contenham um
hexacianoferrato(lll) e um cation metalico (Qu, Wu e Hu, 2004). Como exemplo de
um complexo de HCF, pode-se citar o hexacianoferrato(ll) de cromo(lll) que
apresenta uma estrutura cubica de face centrada e que, quando depositado em
um eletrodo de carbono vitreo e em solugao de KClI, apresenta duplas de picos de
oxidacao-reducéo, sendo um deles observado em torno 0,88 V (Lin, Tseng e Shih,
1998). Este valor de potencial é proximo ao valor encontrado na literatura para a
oxidagdo da PN em um eletrodo de carbono vitreo ndo modificado, 0,85 V (Qu,
Wu e Hu, 2004). Isto, possivelmente, torna o eletrodo de carbono vitreo

modificado com CrHCF aplicavel para a determinagéo voltamétrica de piridoxina.



1.3 - VOLTAMETRIA

A voltametria engloba um grupo de métodos eletroanaliticos que trazem
informagdes qualitativas e quantitativas do analito de interesse, através da relagao
da corrente medida em fungao de um potencial aplicado. Tais medidas podem ser
realizadas em uma cela eletroquimica constituida por trés eletrodos imersos em
um eletrolito de suporte, sendo um deles o eletrodo de trabalho (micro-eletrodo), o
segundo €& um eletrodo de referéncia, e o terceiro € o eletrodo auxiliar (Aleixo,
2007) (Figura 2).

Eletrodo de Ag/AgCl
Eletrodo de Carbono Vitreo
Eletrodo de Platina

Entrada de N

Barra Magnética

v

FIGURA 2. Esquema de cela eletroquimica com seus respectivos eletrodos.

Durante as medidas voltamétricas, uma diferenca de potencial é aplicada
entre os eletrodos de trabalho e de referéncia a uma velocidade constante. A
corrente passa entre o eletrodo de trabalho e o auxiliar, e o potencial do eletrodo
de referéncia €é mantido constante. Esses eletrodos sdo conectados,
internamente, pelas duas trajetérias condutoras em solugéo e, externamente, via
contato elétrico. Dessa forma, o sinal (voltamograma) é obtido apds passar por
um amplificador operacional, que registra simultaneamente o potencial e a
corrente resultante. Esta célula eletroquimica composta por trés eletrodos pode
ser utilizada em solugdes diluidas, com alta resisténcia (como solventes
organicos) e, também, com eletrélitos de suporte mais diluidos (Aleixo, 2007).

Na interface eletrodo/solugdo podem ocorrer dois processos que geram

correntes, um processo faradaico (corrente faradaica), governado pela Lei de



Faraday, onde a extensdo da reagdo quimica no eletrodo € proporcional a
intensidade de corrente, e um processo nao-faradaico (corrente capacitiva). O
processo faradaico resulta de uma transferéncia direta de elétrons, da substancia
a ser determinada, entre os eletrodos de trabalho e o auxiliar, gerada por uma
reacdo de oxidagao-redugdao. O processo nao-faradaico corresponde a uma
corrente residual, a qual surge devido a mudangas de capacitancia da dupla
camada elétrica durante variagcdes de potencial e pode ser eliminado diminuindo a
area superficial ativa do eletrodo. Dessa forma, verifica-se que a sensibilidade do
método aumenta com a diminuicdo da corrente capacitiva e com o aumento da
corrente faradaica (Skoog, Holler e Nieman, 2001).

A corrente faradaica, resultante da transferéncia de elétrons entre a
espécie eletroativa e o eletrodo de trabalho, depende do transporte de massa
através da solucdo. O transporte de massa pode ocorrer devido a agao conjunta
ou isolada das correntes de difusdo, de convecgao ou de migragao. A corrente de
difusdo é gerada pelo movimento espontaneo das espécies eletroativas, que
transitam entre a solugao e a superficie do eletrodo, passando de uma regido com
alta concentragdo da espécie para uma regido com uma baixa concentragao, a
fim de minimizar esta diferenca. A corrente de convecgao é originada pelo
movimento fisico da solugdo, ocasionado por uma agitagdo magnética, por
exemplo, sendo eliminada ao manter-se a solugdo em repouso. A corrente de
migragao ocorre pelo movimento de espécies carregadas, que ndo sao o analito,
devido a acao de campos elétricos ou gradientes de potencial (Wang, 2000). Esta
corrente pode ser eliminada utilizando-se uma alta concentracao do eletrdlito de
suporte, pelo menos 100 vezes maior que a espécie eletroativa, o que também
diminui a distadncia entre os ions solvatados e a superficie do eletrodo (Bard e
Faulkner, 1980). Portanto, a corrente que corresponde a resposta do analito é a
corrente de migragcdo e sua participagdo no mecanismo de transferéncia de

elétrons pode ser observada na Figura 3.
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FIGURA 3. Processo de transferéncia de elétron em um eletrodo, onde O e R
representam a espécie oxidada e reduzida, respectivamente, e O* e R* seus
estados excitados.

1.3.1 — Principais Métodos Voltamétricos

Dentre os métodos voltamétricos, podem-se citar os de pulso, os de
redissolucado e a voltametria ciclica (C. Brett e A. Brett, 2000).

Nos métodos de pulso o potencial é aplicado em forma de pulsos sobre
uma rampa de potencial linear, compensando a corrente capacitiva e melhorando
a sensibilidade do método. Sao exemplos de técnicas de pulso a voltametria de
onda quadrada e a de pulso diferencial, as quais alcangcam determinagdes
analiticas da ordem de 107 a 10 mol L™ (Aleixo, 2007).

Os métodos voltamétricos de redissolugao também sdao amplamente
conhecidos, sendo aplicados nos casos em que se exige uma sensibilidade
menor que 10® mol L. Como exemplos, pode-se citar a voltametria de
redissolugdo anddica, na qual o analito é inicialmente reduzido na superficie do
eletrodo de trabalho e depois oxidado, e a voltametria de redissolugao catédica,
onde a pré-concentragdo do analito € realizada através de sua oxidacéo,
formando um fino filme no eletrodo, seguido de sua redugdo. Também é
classificado como um método de redissolugéo, a voltametria adsortiva, na qual a
pré-concentracao € feita pela adsorcdo da espécie eletroativa na superficie do

eletrodo, geralmente com a formacao de complexos (Aleixo, 2007).
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A voltametria ciclica é outro método voltamétrico muito utilizado, que pode
alcangar determinaces da ordem de 10 mol L. Nesta técnica, uma varredura
de potencial direta e inversa é realizada, na forma de ciclos, sendo possivel
observar os picos andodico e catddico da espécie eletroativa (quando existirem),
ou seja, a forma oxidada e reduzida do analito, respectivamente (Bard e Faulkner,
1980). O pico anddico é observado quando a varredura corre do sentido negativo
para o sentido positivo de potencial, enquanto que o pico catddico é observado na
varredura que vai do potencial positivo para o mais negativo (Gosser, 1993).
Dependendo dos parametros utilizados, a voltametria ciclica pode se classificar
como uma técnica mais rapida que as de redissolugao e de pulso, sendo muito
empregada na modificagdo de eletrodos de trabalho, que € realizada para
melhorar o sinal analitico, a faixa de detecg¢do, a sensibilidade, assim como, a
seletividade da técnica. Quando combinada com eletrodos de pequenas

dimensdes, pode alcangar limites de deteccdo da ordem de 107 a 10® mol L.

1.3.2 — Eletrodos de Trabalho

O eletrodo de trabalho a ser empregado em qualquer analise voltamétrica
€ escolhido de acordo com a faixa de potencial a ser aplicada em um determinado
eletrdlito e, também, com a qualidade e pureza do material. Podem ser citados
como eletrodos sdlidos, os de metais e os de carbono (C. Brett e A. Brett, 2000).

Os eletrodos metalicos, como platina, ouro e prata, em certos valores de
potencial aplicado, formam ligagcbes com o oxigénio ou hidrogénio em solugdes
aquosas e em algumas solugdes nédo aquosas. Este tipo de eletrodo apresenta
um baixo sinal de fundo, devido a sua alta condutividade, e pode ser faciimente
polido. As desvantagens do uso de eletrodos de metais € a corrosdo ou outras
reacbes que estes materiais podem sofrer dependendo do meio em que se
encontram (C. Brett e A. Brett, 2000).

Os eletrodos de carbono sdo encontrados na forma de carbono vitreo,
fiboras de carbono, pasta de carbono e grafite. Apresentam uma grande area
superficial ativa, podendo sofrer envenenamento por compostos organicos, como

também, serem utilizados para sua determinagédo. A configuragdo dos carbonos
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nestes materiais é sp?, sendo diferenciados em sua estrutura pelo comprimento e
espessura de microcristalites no plano e perpendicular ao plano, respectivamente
(C. Brett e A. Brett, 2000). O eletrodo de carbono vitreo € um dos eletrodos de
carbono que apresenta a maior resistividade, sendo amplamente utilizado devido
as suas caracteristicas isotropicas, ou seja, apresenta as mesmas propriedades
fisicas em todas as diregdes (C. Brett e A. Brett, 2000).

Na modificacdo de eletrodos de trabalho ocorre a formacdo de uma
camada eletroativa que atua como mediadora na transferéncia de elétrons,
podendo ser realizada por diferentes métodos. A espécie eletroativa pode ser
imobilizada através de uma reagdo quimica, obtendo-se um eletrodo
quimicamente modificado. Por outro lado, esta espécie pode ser adsorvida na
superficie do eletrodo, formando um eletrodo modificado por adsor¢do. Assim
como, pode ser realizada a aplicagao de potencial no eletrodo, favorecendo o
recobrimento fisico do mesmo com a espécie eletroativa e resultando em um
eletrodo modificado por eletroadsor¢do ou eletrodeposicdo (C. Brett e A. Brett,
2000).

O desenvolvimento e utilizacdo de eletrodos de trabalho com dimensodes
pequenas tém despertado o interesse da comunidade cientifica.
Ultramicroeletrodos, que sao eletrodos com uma superficie eletroquimicamente
ativa menor que 50 um, apresentam uma menor corrente capacitiva, uma
densidade de corrente (originada pelo transporte de massa) maior, baixos limites
de deteccdo e uma melhor razao sinal-ruido. Além disso, podem ser utilizados em
voltametria com altas velocidades de varredura, em analises in vivo e para

volumes muito pequenos (Yun et al, 2006).
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1.4 — VALIDACAO DE METODOS VOLTAMETRICOS

Cada vez mais € exigida e reconhecida a necessidade de comprovar a
qualidade de medi¢cdes quimicas, através de sua comparagao, rastreamento e
confiabilidade (Ribani et al, 2004). Para tanto, um novo método desenvolvido deve
passar por um sistema de avaliagdo, também conhecido como validagéao.
Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2003), a validagao
deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade (seletividade), linearidade,
intervalo de concentracdo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo e
exatiddo adequados a analise (ANVISA, 2003).

A especificidade, também conhecida como seletividade, é verificada
comparando-se os resultados de analise da substancia a ser determinada na
presenca e na auséncia de possiveis interferentes. Em voltametria, a resposta
eletroquimica do analito pode ser inibida ou mascarada pela agao de interferentes
através de adsorcao destes na superficie do eletrodo, ou por competicdo pelos
sitios ativos do eletrodo com a espécie de interesse, assim como, através de
eletrolise do interferente em potencial proximo ao do analito (Morais, 2002).
Dessa forma, é importante descartar a possibilidade de interferéncia de alguma
espécie sobre a resposta voltamétrica da substancia de interesse quimico, ou
verificar o limite de tolerancia permitido deste interferente, a fim de obter-se um
resultado confiavel.

A linearidade e o intervalo de concentracdo podem ser determinados
através de curvas de calibragao e de regresséo linear, sendo observado o valor
do coeficiente de regressdo. Estes dados trazem informacdes a respeito da
capacidade que o método tem em fornecer resultados diretamente proporcionais
a concentracao do analito, e os limites superior e inferior dentro desta faixa linear.
A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,99 e
um intervalo entre 80 a 120 % do valor tedrico da concentragdo para formas
farmacéuticas.

A precisao representa a proximidade dos resultados obtidos em uma série

de medidas e pode ser determinada em termos de repetibilidade através do
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calculo do desvio padrao relativo (DPR), conforme Equacao 1, ndo sendo aceitos

valores acima de 5 % (Ribani, 2004).

estimativa do desvio padrio
DFE (%) = p—yE ¥ 100 (1)

A sensibilidade da técnica é representada pelo limite de deteccéo (LD),
que representa a menor quantidade de substancia que pode ser detectada, sem
ser necessariamente quantificada. O LD pode ser calculado em termos da razéo
da estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear pelo coeficiente angular

obtido pela regresséo linear da curva de calibracédo (Equacao 2) (Ribani, 2004).

LD = 5u:u:uaf.linear }{3,3 (2)

coef. ang.

O limite de quantificagao (LQ) corresponde a menor quantidade do analito
que pode ser quantificado com precisdo e exatiddo aceitaveis, podendo ser

determinado pelos mesmos parametros que o LD (Equacéo 3) (Ribani, 2004).

LQ = 5u:u:uef.linear % 10 (3)
coef. ang.

Determinados todos estes parametros, pode-se verificar a exatiddo do
método analitico, ou seja, a proximidade dos resultados obtidos pela técnica

desenvolvida com o valor verdadeiro (Equacéo 4) (ANVISA, 2003).

Exatidén = concentracdo média expernmental « 100 (4)

concentracao tedrica

As formas mais comuns para avaliar a exatiddo de um método séo por
meio da analise de amostra certificada, pela utilizagdo de um segundo método e
pelo teste de recuperacdo. Muitas vezes, as matrizes com que se trabalha nao
disponibilizam comercialmente amostras certificadas, ou sdo muito caras. Da

mesma maneira, a utilizacdo de um segundo método pode ser dificultada pela
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falta deste equipamento, ou também pelo custo elevado para sua utilizagdo, como
reagentes, por exemplo. Desta forma, da-se preferéncia ao teste de recuperacao,
que é realizado enriquecendo a amostra com uma quantidade conhecida de
padrao, possibilitando verificar o efeito da matriz sobre a analise. Sucessivas
adicbes de padrdao podem ser realizadas, resultando em um grafico do sinal
analitico versus concentragado, onde a extrapolagdo da curva até cortar o eixo
negativo da concentragdo (eixo x) informa, em moddulo, a concentracdo da
amostra com o padrao (Figura 4). O valor obtido €, entdo, subtraido do resultado
da amostra sem o padrao. Esta diferenca deve dar o valor da concentracdo do
padrao adicionado para o enriquecimento da amostra dentro do erro

experimental (Aleixo, 2007).

A
i (A)
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X
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[amostra+padrao]

FIGURA 4. Curva analitica utilizada no teste de recuperacao.
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2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 - SOLUCOES E REAGENTES

Todas as solugbes foram preparadas utilizando agua deionizada e
reagentes quimicos de grau analitico. A solucdo padrdo de piridoxina
1,00 x 10> mol L' foi preparada cuidadosamente através da dissolucdo de
hidrocloreto de piridoxina (Aldrich) em 100 mL de agua deionizada.

As solugdes dos interferentes hidrocloreto de tiamina (vitamina Bj),
riboflavina (vitamina By), cianocobalamina (vitamina Biy), citrato de sdédio,
benzoato de sdédio, manitol, frutose, L-lisina, acido ascoérbico (vitamina C) e
cafeina foram preparadas pela dissolu¢gao de quantidade apropriada do padréao.
Todas as solugcbes sensiveis a luz foram armazenadas em frascos de vidro
€SCuros.

Para a preparacao do eletrodo de carbono vitreo, modificado com o
complexo de hexacianoferrato(ll) de cromo(lll), CrHCF, utilizaram-se 20 mL de
uma solugdo de KCI 0,10 mol L™, pH 3,00 contendo 10 mmol L™ de CrCl36H.0 e
5 mmol L de Ks[Fe(CN) (Lin, Tseng e Shih, 1998). Concentragdes destes
reagentes (em mmol L'1) de 18112 e 44:22 para a relagdo
CrCl36H20 : K3[Fe(CN)g] também foram utilizadas para o estudo do efeito da
concentragdo. Uma solugdo de KCI 0,10 mol L™, pH 3,00 contendo 10 mmol L™ de
Cr(NO3)39H,0 e 5 mmol L™ de Ks[Fe(CN)g], foi utilizada para a comparacdo dos
reagentes precursores.

Como eletrdlito de suporte, utilizou-se uma solugdo de cloreto de
potassio, preparada a partir da dissolugdo de quantidade apropriada do sal em
agua deionizada. Ajustou-se o pH empregando solucdes de HCI 0,10 mol L™ e
NaOH 0,10 mol L. Solugdes de tampdo acetato e tampdo também foram

utilizadas no estudo do eletrélito de suporte (Morita e Assumpgéo, 1981).



17

2.2 - EQUIPAMENTOS

Todas as medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato
AUTOLAB PGSTAT-30 (Ecochemie) acoplado a um microcomputador, utilizado
para o registro, aquisicdo dos dados e controle do experimento. Utilizou-se uma
cela de vidro de 20 mL, com um disco rotatério (Modelo 616, EG&G PARC) de
carbono vitreo modificado como eletrodo de trabalho, um fio de platina como
eletrodo auxiliar e Ag/AgCl como eletrodo de referéncia. O eletrodo de carbono
vitreo utilizado é do tipo RDE 0008, com 4,0 mm de didametro sobre um cilindro de
teflon. As medidas de voltametria ciclica foram realizadas apds desaeracgao e

com a solug&o em repouso.

2.3 - MODIFICACAO DO ELETRODO DE TRABALHO

Antes da modificacdo da superficie do eletrodo de carbono vitreo, o
mesmo foi mecanicamente polido com uma pasta de alumina (G60/E), lavado e
sonicado por 10 minutos em agua deionizada.

A eletrodeposicao foi realizada aplicando-se ciclos de potencial entre -0,2
e +1,0 V por 30 minutos em uma solucdo de KCI 0,10 mol L™ e pH 3,00, contendo
10 mmol L™ de CrCl36H,0 e 5 mmol L de Ki[Fe(CN)s]. As varreduras para
eletrodeposicdo foram realizadas a 50 mV s, com agitagdo magnética de
400 rpm e o disco rotatério de carbono vitreo a 30 rpm. Apds esta etapa,
condicionou-se o eletrodo por uma hora em solugdo de KCI 0,10 mol L' e
pH 3,00.

2.4 - PREPARACAO DAS AMOSTRAS FARMACEUTICAS

Amostras de cinco comprimidos das marcas e seus respectivos

laboratorios Seis-B® - APSEN, Dramin® Bg — ALTANA e Citoneurin® - MERCK

foram pesadas individualmente, maceradas com almofariz e pistilo e
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homogeneizadas. A massa média equivalente a um comprimido foi pesada e
dissolvida em agua deionizada.

Removeu-se o excipiente insoluvel através de filtragdo com membrana de
éster e celulose hidrofilica e ndo estéril (Millipore 45 uym de porosidade e 47 mm
de didametro, GSWP04700). Completou-se o volume com agua deionizada em um
baldo volumétrico de 200 mL para o farmaco Seis-B® e em um baldo de 100 mL
para os demais medicamentos.

Todo o processo de preparagao das amostras foi realizado protegendo-as

da luz com o auxilio de papel aluminio.

2.5 - DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE PIRIDOXINA

As determinacdes voltamétricas de piridoxina foram realizadas utilizando
a técnica de voltametria ciclica, sendo o valor da corrente relacionado a vitamina,
aquele obtido pela diferenca da corrente observada em torno de 0,80 V na
presenca e na auséncia de piridoxina.

Os parametros utilizados para determinacdo do analito sdo apresentados

na Tabela 1.
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TABELA 1. Parametros utilizados no potenciostato para determinagao de piridoxina

Parametros Condigoes
Tempo de purga 180 s
Tempo de agitagao 90 s
Grau de agitacao 400 rpm
Potencial de Condicionamento -0,2V
Tempo de Condicionamento 10s
Tempo de Equilibrio 20s
Numero de Varreduras 1
Potencial Inicial -0,2V
1° Potencial de Vértice 1,0V
2° Potencial de Vértice -0,2V
Alta Estabilidade ON
Alta Sensibilidade ON

Faixa de Corrente 1Aa10 Na
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Modificou-se um eletrodo de carbono vitreo com hexacianoferrato(ll) de
cromo(lll) para a determinagdo voltamétrica de piridoxina (vitamina Bg) em
farmacos. Para tanto, realizaram-se estudos de alguns parametros que afetam a
modificagdo da superficie do eletrodo, assim como, a determinagao da vitamina.
Estabelecidas as melhores condigdes de trabalho, utilizou-se o eletrodo
modificado para a determinacdo de PN em trés diferentes farmacos, por meio da

técnica de voltametria ciclica.

3.1- MODIFICACAO DO ELETRODO DE CARBONO VITREO

O voltamograma do eletrodo de carbono vitreo (ECV) com e sem
modificagdo de superficie pode ser observado na Figura 5. O complexo obtido
apos a eletrodeposicdo de CrCl36H,0 e de Ks[Fe(CN)g] no carbono vitreo, com
uma razdo molar de 2:1 (Cr®*: [Fe(CN)g]*), é o hexacianoferrato(ll) de cromo(lll)
{KCr[Fe(CN)g]} (Lin, Tseng e Shih, 1998). Observou-se uma coloracédo azulada do
complexo depositado no ECV, concordando com informagbes da literatura
(Windholz e Budavari, 1976).

Na Figura 5a, observa-se o voltamograma ciclico do eletrodo de carbono
vitreo antes da eletrodeposicdo em KCI 0,10 mol L’ e, na Figura 5b, antes da
eletrodeposicao na solugao dos reagentes precursores.

Pela Figura 5c, pode-se observar o voltamograma do eletrodo de carbono
vitreo em KCI 0,10 mol L apdés a modificagcdo de sua superficie. Os picos 1
(0,22 V) e 2 (0,88 V) correspondem aos picos de oxidacdo do complexo
KoCr'[Fe'(CN)g], enquanto que 3 (0,82 V) e 4 (0,19 V) indicam seus picos de
reducdo. Desta forma, tem-se um sistema composto por estagios de valéncia
mista, que pode ser representado por [Cr(lll)-CN-Fe(ll))/[Cr(Il)-CN-Fe(ll)] e
[Cr(lIN-CN-Fe(IN)/[Cr(lI)-CN-Fe(lll)]. Os pequenos picos observados em 5 e 6
podem ser atribuidos a inclusdo e exclusdo de ions potassio durante o processo

de oxidagao-reducgao (Lin e Shih, 1999).
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FIGURA 5. Voltamograma ciclico do ECV a) antes da eletrodeposicdo em
KCI 0,10 mol L', b) antes da eletrodeposicdo na solugcdo dos reagentes
precursores e c¢) apos a eletrodeposicdo em KCI 0,10 mol L™, todos em
pH3,00ea50mVs™.

A provavel reacdo que ocorre no eletrodo esta representada no Esquema
1, onde ions potassio que atuam como contra-ions sao retirados do eletrodlito de
suporte.

KzCrD[Fe(CN)s)(s) kerWFeD(CN)6]s) + K*(aq) + 1e-(aq)

I

criirel(CNs](s) + 2K*(aq) + 2€7(aq)

Reacgao no eletrodo

ESQUEMA 1. Mecanismo proposto para a resposta voltamétrica do eletrodo modificado.
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Com a aplicagao do potencial de condicionamento redutivo em -0,2 V
obtém-se, possivelmente, o complexo no seu estado (2,2). A medida que ocorre a
varredura, do potencial mais negativo para o mais positivo, os metais vao sendo
oxidados, liberando o contra-ion K’ e os elétrons. Na varredura inversa, do

potencial mais positivo para o mais negativo, ocorre a redugao das espécies.

3.1.1- Escolha do reagente precursor

Preparou-se o complexo de hexacianoferrato(ll) de cromo(lll) por dois
meétodos diferentes. No primeiro, obteve-se o complexo através de uma solugao
contendo cloreto de cromo(lll) e hexacianoferrato(lll) de potassio. No segundo,
utilizou-se uma solugao de nitrato de cromo(lll) e hexacianoferrato(lll) de potassio.

Obtiveram-se os melhores resultados com o eletrodo modificado através
de eletrodeposi¢cdo com solugdo de cloreto de cromo(lll) e hexacianoferrato(lll) de

potassio (Figura 6).

e,
02 00 02 04 06 08 10
E (V)

FIGURA 6. Voltamograma ciclico do ECV apés eletrodeposicdo em diferentes
precursores por uma hora em KCI 0,10 mol I'', pH 3,00 e 150 mV s™.

O eletrodo modificado com nitrato de cromo (lll) e hexacianoferrato (l1l) de

potassio mostrou-se instavel, por ter sua corrente variando de uma varredura para
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outra, além de apresentar uma corrente menor que o outro precursor. Por outro
lado, no eletrodo em que se utlizaram cloreto de cromo(lll) e
hexacianoferrato(lll) de potassio como reagentes precursores, observou-se um

eletrodo mais estavel, sendo este utilizado para os demais estudos.

3.1.2 - Tempo de eletrodeposicao

Verificou-se a variagao na corrente dos picos de oxidacao-reducido do
eletrodo modificado com CrHCF apés cinco horas de aplicacdo do potencial. Pela
Figura 7 é possivel observar que, apos 2 horas de aplicagdo de potencial em
solugdo de KCI 0,10 mol L™, contendo 10 mmol L' de CrCl36H,0 e 5 mmol L™ de
Ks[Fe(CN)s], ocorreu uma diminuigdo na corrente dos picos redox em torno de
0,20 V.

Por outro lado, os picos proximos a 0,85 V sofreram um pequeno

aumento em sua corrente apos 5 horas de tratamento.

FIGURA 7. Voltamograma ciclico do ECV durante eletrodeposicdo de 10 mmol L™ de
CrCl;6H,0 e 5 mmol L™ de Ks[Fe(CN)s] em KCI 0,10 mol L™, pH 3,00, a
50 mV s™, 30 rpm e sob agitacao.
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Tendo em vista que, quando ha excesso de complexo depositado na
superficie do eletrodo, ocorre diminuicdo na corrente de uma varredura para
outra, como é apresentado na Figura 8, faz-se necessario polir mecanicamente
esta superficie para estabiliza-lo. Este procedimento € dispensado se for utilizado

um tempo de eletrodeposi¢cao adequado.

-400

-600 ————— . .
-02 00 02 04 06 08 1,0
E (V)
FIGURA 8. Variacao na corrente do ECV a cada varredura pelo excesso de complexo
depositado, em KCI 0,10 mol L™, pH 3,00 e a 50 mV s™.

Desta forma, verificou-se que 30 minutos de eletrodeposi¢cdo sao
suficientes para que se obtenha um eletrodo aplicavel na determinagcdo de
piridoxina, com uma corrente de aproximadamente 10 yA para o pico anddico
proximo a 0,88 V. Tempos inferiores resultam em uma corrente muito pequena
para aplicagdo do eletrodo na determinacdo da vitamina, sendo necessario
aumentar a concentragao dos reagentes precursores, o0 que se torna inviavel.

Pela Figura 7, também, pode-se observar que o0s picos em,
aproximadamente, 0,20 V apresentaram valores de corrente consideravelmente
maiores que os demais. Isto ocorreu porque o voltamograma foi varrido em
solugéo eletrolitica com agitagdo, durante a eletrodeposi¢do, como € observado
pela Figura 9. Esta agitagdo do meio gera a corrente de convecgéo, que pode ser

eliminada ao manter a solugdo em repouso.
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FIGURA 9. Voltamograma ciclico do ECV apés 30 minutos de complexagcdo em
KCI 0,10 mol L™ e pH 3,00 com 10 mmol L™ de CrCl;6H,0 e 5 mmol L™ de
Ks[Fe(CN)s] a 50 mV s™.

3.1.3 - Concentracao dos reagentes precursores

Verificou-se o efeito de trés diferentes concentragbes dos reagentes
precursores do complexo CrHCF, para 30 minutos de eletrodeposicao.

Inicialmente, testou-se uma solugédo de 10 mmol L' de CrClz36H,0 e
5 mmol L™ de Ks[Fe(CN)g]. Em seguida, utilizou-se uma solugcdo de 18 mmol L
de CrCly6H,0 e 12 mmol L' de Ks[Fe(CN)], e outra de 44 mmol L' de
CrCl36H,0 e 22 mmol L™ de Ks[Fe(CN)g]. No primeiro e no ultimo teste, a razao
molar de Cr®*: [Fe(CN)s]*> , nos precursores, foi de 2:1, enquanto que, no segundo
teste a mesma foi de 3:2, diminuindo a quantidade de Cr** utilizada com relagéo
ao ion [Fe(CN)g]*.

Observou-se um aumento significativo na resposta voltamétrica do
eletrodo com a concentracado dos reagentes precursores (Figura 10). Também foi
possivel observar que, mantendo a razdo molar destes de 2:1, o perfil
voltamétrico permaneceu inalterado (Figura 10a e 10c). No entanto, ao utilizar
uma razdo molar de 3:2 (Figura 10b), o perfil voltamétrico do eletrodo sofreu

alteracao.
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FIGURA 10. Variacao do perfil voltamétrico do eletrodo modificado com concentragées de
CrCl36H,0 e K;[Fe(CN)s] de a) 10 e 5 mmol L' b) 18 e 12 mmol L™ e ¢) 44
e 22 mmol L, respectivamente, em KCI 0,10 mol L™", pH 3,00 e 50 mV s™.

Para a utilizagdo de concentragbes menores dos reagentes precursores,
tornou-se necessario o uso de um tempo maior para a etapa de eletrodeposicao.

Dessa forma, optou-se em utilizar a concentragdo dos reagentes
precursores na proporcdo 10:5 mmol L' de CrCls6H,0 e Ks[Fe(CN)g,
respectivamente, mantendo a razdo molar de 2:1 (Cr**: [Fe(CN)s]*) no decorrer
do trabalho, uma vez que esta concentracao € suficiente para que se obtenha um
eletrodo aplicavel na determinagao de piridoxina.

Definido o tempo de eletrodeposi¢cdo, o reagente precursor € a sua
concentracdo, observou-se a importancia do tempo de condicionamento. A
utilizagcado do eletrodo logo apds a etapa de eletrodeposi¢cdo, sem manté-lo sob
condicionamento em solugdo de KCI 0,10 mol L™ e pH 3,00, diminuiu o tempo de
vida util do eletrodo modificado, ou seja, menos medidas foram realizadas entre
uma eletrodeposicdo e outra. O condicionamento do eletrodo por uma hora

permitiu a realizagdo de um maior numero de medidas.
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3.2 - ELETROLITO DE SUPORTE

Observou-se o comportamento eletroquimico da piridoxina em KCI, em
solucdo tampado de KH;PO4-NaOH e em solucdo tampdo de
CH3COONa/CH3COOH, em pH 5,00 e com 0,10 mol L™ de concentracéo do sal.
Obteve-se a melhor resposta voltamétrica para a adicdo de 3,65 x 10° mol L™ de
piridoxina em KCI, como é apresentado na Tabela 2, a qual traz a variagdo média
da corrente, para um total de trés repeticoes, com as respectivas estimativas dos

desvios padrao relativos.

TABELA 2. Escolha do eletrélito de suporte (0,10 mol L e pH 5,00) para determinacéo
de 3,65 x 10 mol L™ de piridoxina a 50 mV s

Eletrélito Ai (MA) s:@ (%)
KCI 0,21 5,3
KH,PO,-NaOH 0,15 6,7
CH;COONa/CH;COOH 0,13 7,7

@ Estimativa do desvio padrao relativo com n=3.

O comportamento eletroquimico de filmes de hexacianoferrato de cromo
depende da solucdo do eletrdlito de suporte, como pode ser observado pela
Figura 11. E possivel verificar que, o perfil voltamétrico é alterado quando se
utilizam diferentes solugcdes eletroliticas. Isto ocorre, possivelmente, porque a
funcao do eletrdlito de suporte de diminuir a resisténcia na cela muda conforme o

eletrélito utilizado.
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FIGURA 11. Voltamograma do eletrodo modificado com CrHCF em diferentes eletrélitos a
0,10 mol L', pH 5,00 e 50 mV s™.

Varios estudos confirmam a eficacia do uso de ions potassio como
suporte em reagdes redox de filmes de hexacianoferratos (Lin, Tseng e Shih,
1998; Garcia et al, 2005). Isto ocorre porque o processo eletroquimico de
oxidacdo-reducdo € acompanhado por um fluxo de cations fornecidos pela
solugédo do eletrdlito de suporte, o qual ajuda a manter a eletroneutralidade do
sistema. O uso de outros sais, no lugar de cloreto de potassio, resulta em ondas
voltamétricas menos definidas porque o transporte através do filme é dificultado.
O efeito do anion pode resultar do seu tamanho, sendo que o ion cloreto
apresenta um tamanho mais compativel com o contra-ion potassio (Lin, Tseng e
Shih, 1999).

Assim, por apresentar uma maior resposta a piridoxina, com uma
estimativa do desvio padrao relativo menor, e um melhor perfil voltamétrico, os
estudos foram realizados utilizando-se como eletrélito de suporte, uma solugao de
KCI.
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3.3 - FORCA IONICA DO MEIO

Verificou-se a influéncia da forga ibnica, em termos da concentracdo do
eletrdlito de suporte, para determinagao voltamétrica de piridoxina com o eletrodo
modificado com CrHCF. Pela Tabela 3 e pela Figura 12, apresenta-se a relagao
da forga ibnica do meio com a resposta voltamétrica na determinagao de vitamina

Bs, considerando a variagao da corrente apos a adicao de PN.

TABELA 3. Estudo da forga iénica para determinacéo de 3,65 x 10° mol L™ de piridoxina,
a50mV s'e pH 5,00.

Forga idnica (mol L™) Ai (uA) s (%)
0,025 0,18 5,6
0,050 0,22 2,6
0,10 0,21 2,7
0,15 0,18 5,6
0,20 0,16 6,3

@ Estimativa do desvio padrao relativo com n=3.

0,24
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<0184 = n
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[KCI] (mol L)
FIGURA 12. Variacdo da corrente com a forga idnica no eletrodo modificado com CrHCF,

apos adicdo de 3,65 x 10® mol L™ de piridoxina, em KCI, pH 5,00 e a
50 mVs™.
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Como se pode observar, o eletrdlito de suporte com concentragdes de
0,050 mol L' e 0,10 mol L' de KCI apresentou as melhores respostas
voltamétricas para determinagcédo de piridoxina, com menor estimativa do desvio
padrdo relativo. Desta forma, optou-se por utilizar KCl 0,050 mol L™ no decorrer
do trabalho.

Como a concentracdo do eletrélito de suporte deve ser pelo menos 100
vezes maior que a concentragado da espécie eletroativa (Bard e Faulkner, 1980),
para que a corrente de migracao se torne negligenciavel, concentragdes menores

nao foram estudadas.

3.4 - ESTUDO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

O estudo do efeito da velocidade de varredura sobre a resposta
voltamétrica do eletrodo modificado com CrHCF (Figura 13) indicou um aumento
proporcional na corrente do pico anddico em 0,88 V com a raiz quadrada da
velocidade, indicando que o processo € controlado por difusdo (Bard e Faulkner,
1980).

0 - T T T T T T T T
4 6 8 10 12
(V (mV S-1))1/2

FIGURA 13. Variagao da corrente em 0,88 V com a raiz quadrada da velocidade de
varredura no eletrodo modificado com CrHCF em KCI 0,050 mol L™ e pH 5,00.
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O potencial do pico em 0,88 V permaneceu praticamente inalterado com a
variagdo da velocidade de varredura de 150 para 20 mV s™ (Figura 14), o que

indica um processo de oxidag&o-redugéo reversivel (Bard e Faulkner, 1980).

02 00 02 04 06 08 10
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FIGURA 14. Voltamograma do eletrodo modificado com CrHCF em diferentes
velocidades de varredura, em KCI 0,050 mol L™ e pH 5,00.

A resposta voltamétrica do eletrodo modificado com CrHCF (Tabela 4 e

Figura 15) ap6s a adigdo de 3,65 x 10°° mol L™ de piridoxina também foi avaliada.

TABELA 4. Estudo da velocidade de varredura para determinacéo de 3,65x10° mol L™ de
PN em KCI 0,050 mol L' e pH 5,00

Velocidade (mV s™) Ai (uA) s @ (%)
150 0,42 3,7
100 0,17 59
50 0,15 2,6
20 0,10 6,0

@ Estimativa do desvio padrao relativo com n=3.
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Desta forma, para a determinacao da vitamina Bg, observou-se uma melhor
resposta voltamétrica com a velocidade de 150 mV s'1, sendo esta a velocidade

utilizada nos demais estudos.
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FIGURA 15. Variagao da corrente com a adi¢cao de 3,65x10° mol L' de PN em diferentes
velocidades de varredura utilizando o eletrodo modificado com CrHCF em
KCI 0,050 mol L™ e pH 5,00.

O eletrodo de trabalho utilizado apresenta uma  superficie
eletroquimicamente ativa menor que 50 uym, o que o classifica como um ultra-
microeletrodo, que sao eletrodos que podem ser utilizados a altas velocidades de
varreduras (Yun et al, 2006). Por outro lado, velocidades maiores nao foram

utilizadas, pois apresentaram perfil voltamétrico muito distorcidos.

3.5 - EFEITO DO pH

Avaliou-se o comportamento eletroquimico do eletrodo modificado com
CrHCF para uma faixa de pH entre 3,00 e 7,00, em uma solugdo contendo
3,65 x 10° mol L™ de piridoxina.

Pela Tabela 5 e pela Figura 16, apresenta-se o efeito do pH sobre a

resposta voltamétrica durante a determinagéo da vitamina.



33

TABELA 5. Estudo do pH para determinagdo de 3,65 x 10° mol L™ de piridoxina em
KCI 0,050 mol L' ea 150 mV s

pH Ai (uA) s: @ (%)

3,00 -0,02 10,3
4,00 0,03 9,7
4,50 0,15 7.7
5,00 0,25 6,1

5,50 0,57 4.6
6,00 0,23 7,0
6,50 0,23 8,3

7,00 0,08 14,1

@ Estimativa do desvio padrao relativo com n=3.

Pode-se observar que o melhor pH para determinagao de piridoxina com
o eletrodo modificado com CrHCF, que apresenta um menor desvio padrio
relativo, é o pH 5,50.

0,60-
0,501
0,40-

< 0,301

3 0,201 e n—u
0,101 / \.
0,00{ o —

'0,10-| T T T T T T T T
3,00 4,00 500 6,00 7,00

pH

FIGURA 16. Resposta voltamétrica com a variacdo do pH no eletrodo modificado com
CrHCF, apés adicdo de 3,65 x 10° mol L' de piridoxina, em
KCI1 0,050 mol L' ea 150 mV s™.
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O decréscimo da variagdo na corrente em pH menor que 5,00 pode
ocorrer devido a acdo de ions H' na cinética da reacdo entre a piridoxina e o
complexo CrHCF na superficie do eletrodo (Esquema 2).

Além disso, também pode haver protonagdo do nitrogénio piridinico em
pH menor que 3,00. Por outro lado, em pHs mais basicos pode ocorrer a
degradacao da vitamina (Windholz et al, 1976), assim como, a conversao do

hexacianoferrato de cromo para um cromo em gel (Lin, Tseng e Shih, 1998).

KzCrNFe((CN)s](s) + Be oxi (aq) *+ 2H (aq) KCriFe(CN)6](s) + K*(aq) * B6 oxi (aq) * 2H'(aq)

1

CriFe(CN)gl) + 2K* (ag) * Bs red(aq)

ESQUEMA 2. Mecanismo proposto para a resposta voltamétrica do eletrodo modificado
na presencga de piridoxina (Bg).

Pelo Esquema 2, sugere-se a agao catalitica da piridoxina no sistema
redox do complexo depositado na superficie do eletrodo. Pela Figura 17, observa-
se a variacao da corrente com a adicdo de PN em aproximadamente 0,80 V. Os
demais pontos do voltamograma ndo obedecem a uma sequéncia légica apos

cada varredura, pois mesmo na auséncia da vitamina apresentam variacoes.

100

——3,77 x'IO'

—7,31x10°
1,06 x10™

02 00 02 04 06 08 10
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FIGURA 17. Voltamograma do eletrodo modificado com CrHCF para adi¢des sucessivas
de piridoxina (mol L") em KCI 0,050 mol L', pH 5,50 e a 150 mV/ s™.
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3.6 - CURVA ANALITICA

Nas melhores condi¢cbes definidas para determinacdo voltamétrica de
piridoxina com o eletrodo de carbono vitreo modificado com CrHCF (Tabela 6),
obteve-se uma faixa linear na curva de calibracdo para concentragdes da vitamina

compreendidas entre 1,33 pmol L™ e 13,2 umol L™ (Figura 18).

TABELA 6. Melhores condi¢des para determinagao voltamétrica de piridoxina no eletrodo

modificado
Parametro Condicao
Reagentes Precursores (RP) CrCl36H,0 e K3[Fe(CN)g]
Tempo de Eletrodeposigao 30 min
Proporcdo dos RP 10:5 mmol L™
Eletrolito de suporte KCI
Forga Idnica 0,050 mol L™
Velocidade de Varredura 150 mV s™
pH 5,50
0,8
0,7
0,6
0,5
<é 0,4-
‘5 0,31
0,2
0,1
0,0 — .

00 30 60 90 120 150
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FIGURA 18. Curva analitica para determinagcdo de piridoxina no intervalo de
concentragao linear, em KCI 0,050 molL™, pH 5,50 e 150 mVs™.
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Realizaram-se 4 determinagdes para cada ponto da curva, sempre nas
mesmas condi¢cdes estabelecidas, totalizando em cinco pontos que resultaram na

seguinte equacao de regressao linear:

Aips (LA) = 0,01091 + 0,05541 x [piridoxina] (umol L) (5)
(r = 0,9990; n = 5)

Para valores acima 13,2 umol L™ e abaixo de 1,33 pmol L de PN,
observou-se que a curva obtida para a variagdo da corrente versus a
concentragéo de piridoxina descreveu uma trajetéria ndo linear.

A confirmacgéo da linearidade pode ser observada pela Figura 19, que traz
um grafico da razdo entre o sinal analitico e sua respectiva concentragao versus
concentracao correspondente em escala logaritmica (Huber, 1998). A média dos
pontos obtidos no grafico para o eixo y corresponde a 100 % de linearidade,
sendo admitidos valores entre 95 e 105 %. Como pode-se verificar pelas linhas
horizontais, o intervalo de concentragdo obtido apresentou uma trajetéria linear.

Os demais pontos estudados néo foram apresentados na Figura.

= ' 105%

95%

0,04 T T T T T T T T T T T T T T
00 02 04 06 08 10 12 14
log[B,] (umol L™

FIGURA 19. Curva de linearidade através da razdo sinal/concentragcdo versus
concentracdo em escala logaritmica.
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Obtiveram-se os limites de deteccdo e de quantificagdo utilizando a
estimativa do desvio padrao do coeficiente linear de quatro curvas de calibracao,
além da meédia do coeficiente angular, apresentados na Tabela 7 e calculados

pelas Equagdes 2 e 3, respectivamente.

TABELA 7. Parametros médios obtidos a partir de quatro curvas de calibragéo

Variavel Valor

LD* 3,46x10”" mol L™
LQ* 1,05x10°® mol L™
Coef. Linear 0,01305
Coef. Ang. 0,05702
S coef. linear” 5,985 x 107

* LD e LQ representam os limites de deteccdo e quantificacdo, respectivamente; S coef. linear
representa a estimativa do desvio padrao do coeficiente linear.

Pode-se observar que o eletrodo de carbono vitreo modificado com
CrHCF apresentou bons resultados para os limites de deteccdo e de
quantificacdo, apresentando valores dentro e melhores dos observados na
literatura na determinacéo de PN.

A repetibilidade do sinal analitico para a concentracéo de 3,65 umol L™ de
piridoxina na cela eletroquimica, efetuando-se 9 determinacbes sucessivas,
também foi analisada. A resposta média da variagao da corrente apés a adicao de
PN foi de (0,24 £+ 0,01) uA, com estimativa do desvio padrao relativo de 4,2%,
indicando que o ECV modificado com CrHCF apresenta boa repetibilidade e um
baixo desvio entre uma determinagéo e outra.

Além disso, ao ser comparado com um eletrodo de carbono vitreo sem
modificacdo de superficie, observou-se que o sinal voltamétrico do eletrodo
modificado com CrHCF é 29,2 % maior para a determinacédo de 3,65 umol L™ da

vitamina.
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Outra caracteristica do ECV modificado com CrHCF é a capacidade de
realizar em torno de 75 medidas voltamétricas entre uma complexagao e outra.
No entanto, apos ficar em repouso por 53 dias apresentou um decréscimo de
42 % na resposta voltamétrica para a determinagcdo de PN. Mesmo assim, este
valor apresenta-se melhor que o encontrado na literatura, que aponta um tempo
de meia vida de apenas 14 dias para um eletrodo de carbono vitreo modificado
com CrHCF (Lin, Tseng e Shih, 1998).

3.7- ESTUDO DE INTERFERENTES

Avaliou-se o efeito de varias espécies, tais como hidrocloreto de tiamina
(vitamina B,), riboflavina (vitamina B;), cianocobalamina (vitamina B1), citrato de
sodio, benzoato de sddio, manitol, frutose, L-lisina, acido ascoérbico (vitamina C) e
cafeina, sobre a resposta voltamétrica na determinacéo de piridoxina (Tabela 8).
Realizou-se o estudo em triplicata pela comparacao da resposta voltamétrica de

PN na auséncia e na presenca dos possiveis interferentes.

TABELA 8. Interferéncia de compostos na determinacao de 3,65 x 10° mol L™ de PN

Espécie interferente Nivel de Tolerancia (mol L)
Vitamina C 1,01 x 10°®
Cafeina 1,78 x 10°®
(BJltrato de sédio, Benzoato de sodio, Vitamina 3,65 x 10°
2
Manitol 7,37 x 10
Vitamina B, L-lisina, Vitamina B; 3,65x 10°
Frutose 1,83 x 10™

@Com erro de 5 %.
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Verificou-se que o eletrodo de carbono vitreo modificado com CrHCF para
a determinacdo 3,65 x 10° mol L' de PN tolera a presenca de uma igual
concentracdo de citrato de sodio, benzoato de sédio e vitamina B;, uma
concentracido 2 vezes maior de manitol, 10 vezes maior de vitamina B, L-lisina e
vitamina B4 e uma concentracao até 50 vezes maior de frutose sem influenciar a
resposta da corrente (para um erro de 5 %). Apenas a vitamina C e a cafeina
apresentaram interferéncia em concentragdes menores que PN. Isto indica que o
método voltamétrico desenvolvido tem uma boa seletividade para a piridoxina,
podendo ser empregado quando a concentragdo dos interferentes esta abaixo do

limite de tolerancia.

3.8- DETERMINACAO DE PIRIDOXINA EM FARMACOS

Utilizou-se o eletrodo de carbono vitreo modificado com CrHCF para a
determinacdo voltamétrica de piridoxina em trés diferentes formulagdes
farmacéuticas: Seis-B® - APSEN, Dramin® Bs — ALTANA e Citoneurin® - MERCK.

O Dramin® Bs, indica em sua formulagdo 10 mg de piridoxina por
comprimido e também manitol como excipiente, sugerindo estar em uma
concentracao inferior que a da PN, ndo causando assim interferéncia. As demais
espécies interferentes analisadas nao sio citadas na bula.

O farmaco Citoneurin® indica a presenca de 200 mg de vitamina Bg por
compromido, 100 mg de B¢ e 50 ug de B1,. Considerando que as vitaminas B4 e
B12 provocam interferéncia no sinal analitico da PN somente quando se
encontram em concentracbes 10 vezes maior que a piridoxina, & possivel
determinar a quantidade de PN neste medicamento pelo método desenvolvido.

O farmaco Seis-B® n3o informa a presenca de outras substancias em sua
composic¢ao, além dos excipientes e de 300 mg de PN por comprimido.

Determinou-se a concentracdo de PN nos farmacos através do método de
adicao de padrao, pela equacao de regressao linear, e confirmada com o ensaio
de recuperacgao, pela adicdo de quantidades conhecidas de padrdo de piridoxina
na solugcdo analitica das amostras. Os valores médios das triplicatas foram

utilizados para a construgao dos graficos.
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Pela Figura 20, apresenta-se a adicdo de padrdo e o ensaio de

recuperacao realizados para a determinagao de piridoxina no farmaco Seis-B®.

a)  Y=0,341+(8,35x 10%) X b) Y =0,396+(5,40 x 10%) X
1,5, 1,5.
1,3 1,3
__1,0] 1,0
< <
= 0,8 20,8
< RS
0,5 0,5.
/—{_
T T 070 T 1 T T n? T 1
100  -50 00 50 100  -200  -10,0 0,0 10,0 20,0
[B] (nmol L") [B,] (umol L")

FIGURA 20. a) Adicao de padrao e b) ensaio de recuperacgdo para determinagdo de PN
em Seis-B®.

A curva de adicdo de padrado indicou que a concentragdo de PN na
solugdo da amostra de Seis-B® presente na cela eletroquimica é de
4,08 x 10 mol L' Considerando as diluicbes realizadas, chegou-se a um valor de
299,4 mg de PN para cada comprimido.

Pela equacdo da curva de regressao linear no estudo de recuperacgao,
verificou-se que a concentragdo da amostra com 3,32 x 10 mol L™ de padrao é
de 7,32 x 10° mol L. Considerando a diluicdo da concentragdo da amostra
devido a 50 pyL do padrao adicionado na cela, subtraiu-se o valor obtido para a
concentracdo da amostra com o padrdo pelo valor diluido da amostra
(4,07 x 10° mol L"), chegando-se & concentracdo recuperada do padrdo de
3,25 x 10° mol L™, que corresponde a 97,9 % da quantidade originalmente
adicionada, calculada pela Equagao 4.

Pela Figura 21, apresenta-se a adicdo de padrdo e o ensaio de

recuperacao para a determinagao de piridoxina no farmaco Dramin® Be.
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a) v =0802+(1,61x10%X b) v =0,598+(8,56 x 10*) X
15. 15.
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FIGURA 21. a) Adicao de (gadrao e b) ensaio de recuperacao para determinagdo de PN
em Dramin

A curva de adicdo de padrdo indicou que a concentragdo de PN na
solugdo da amostra de Dramin® Bg presente na cela eletroquimica é de
4,98 x 10° mol L™ Considerando as diluicdes realizadas, chegou-se a um valor de
10,3 mg de PN para cada comprimido.

Pela equacdo da curva de regressao linear no estudo de recuperacgao,
verificou-se que a concentragdo da amostra com 2,00 x 10° mol L™ de padréo é
de 6,99 x 10° mol L. Considerando a diluicdo da concentragcdo da amostra
devido a 30 pyL do padrao adicionado na cela, subtraiu-se o valor obtido para a
concentracdo da amostra com o padrdo pelo valor diluido da amostra
(4,97 x 10° mol L"), chegando-se & concentracdo recuperada do padrdo de
2,02 x 10° mol L, que corresponde & 101,1 % da quantidade originalmente
adicionada, calculada pela Equacao 4.

Realizou-se 0 mesmo procedimento para o farmaco Citoneurin®, onde, na
Figura 22, apresenta-se a adigdo de padréo e o ensaio de recuperagéo para a

determinacao de piridoxina no farmaco.
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a) Y =0,400+(7,39 x 10%) X b) v =0430+(584 x 10 X
1,0- 1,0.
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FIGURA 22. a) Adicdo de padrao e b) ensaio de recuperacao para determinagao de PN
em Citoneurin®.

A curva de adicdo de padrao indicou que a concentracdo de PN na
solugdo da amostra de Citoneurin® presente na cela eletroquimica é de
5,42 x 10 mol L™ Considerando as diluicdes realizadas, chegou-se a um valor de
198,7 mg de PN para cada dragea.

Pela equacao da curva de regressao linear no estudo de recuperagéo,
verificou-se que a concentragdo da amostra com 2,00 x 10° mol L™ de padrao é
de 7,35 x 10® mol L. Considerando a diluicdo da concentracdo da amostra
devido a 30 pL do padrao adicionado na cela, subtraiu-se o valor obtido para a
concentracdo da amostra com o padrdo pelo valor diluido da amostra
(5,41 x 10° mol L"), chegando-se a concentracdo recuperada do padrdo de
1,95 x 10° mol L, que corresponde a 97,4 % da quantidade originalmente
adicionada, calculada pela Equagao 4.

Na Tabela 9, apresenta-se um resumo dos valores declarados de PN em
cada farmaco, juntamente com os valores encontrados pelo teste de adicdo de

padrao e a recuperacao obtida.
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TABELA 9. Determinacao de piridoxina em farmacos pelo método voltamétrico proposto

Valor declarado de  Valor encontrado
Amostra PN* de PN* Recuperagao (%)
(mg/comprimido) (mg/comprimido)

Seis-B® 300 2994 97,9
Dramin® Bg 10 10,3 101,1
Citoneurin® 200 198,7 97,4

* PN = piridoxina

As recuperagdes indicaram uma boa exatiddo do método proposto. Além
disso, os resultados experimentais demonstraram que o eletrodo de carbono
vitreo modificado com CrHCF nao sofreu interferéncia consideravel dos
excipientes presentes nos farmacos, apresentando um grande potencial para

analise de piridoxina em amostras reais.
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4 - CONCLUSOES

A modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo com
hexacianoferrato(ll) de cromo(lll) possibilitou sua utilizacdo para determinagao
voltamétrica de piridoxina em farmacos.

Os medicamentos analisados apresentaram valores de piridoxina muito
proximos aos valores declarados na rotulagem, nao sofrendo alteragao
significativa pelo efeito da matriz e apresentando recuperagdes entre 97,4 e
101,1 %.

A faixa linear de concentragdo encontrada ficou entre 1,33 x 10° mol L™ e
1,32 x 10° mol L™ da vitamina, com r = 0,9990 e desvio padrao relativo de 4,2%.
Os limites de detecgdo e de quantificagdo obtidos foram de 3,46 x 107 mol L™ e
1,05 x 10° mol L de PN, respectivamente. Estes resultados foram alcancados
utilizando KCI 0,050 mol L™, pH 5,50 como eletrdlito de suporte, velocidade de
varredura de 150 mV s' e demais condigdes de modificacdo do eletrodo
estabelecidas.

O método desenvolvido apresentou resultados melhores que outros
métodos encontrados na literatura e o sinal voltamétrico na presenga de PN foi
29,2 % maior que o sinal apresentado pelo eletrodo de carbono vitreo sem
modificacdo de superficie. Além disso, das espécies interferentes analisadas,
apenas a vitamina C e a cafeina apresentaram interferéncia em concentracdes

menores que a concentracdo de PN.
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