UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

DESENVOLVIMENTO DE UM ELETRODO DE PASTA DE
CARBONC MODIFICADO PARA ACUMULACAC E
DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE DIAZEPAM

TESE DE DOUTORADO

SANDRA TEREZINHA MARQUES GOMES

ORIENTADOR: Prof. Dr. LUIZ MANOEL ALEIXO
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. OSWALDO E. S. GODINHO

CAMPINAS
NOVEMBRO/1997

GHICAMP
PO TECA CERTREL




FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA

UNICAMP

G585d

Gomes, Sandra Terezinha Marques
Desenvolvimento de um eletrodo de pasta de
carbono modificado para acumulacio e determinagéo
voltamétrica de diazepam / Sandra Terezinha Mar-

ques Gomes. - - Campinas, [SP : s.n.], 1997.

Orientador: Luiz Manoel Aleixo.
Co-orientador: Oswaldo E.S. Godinho.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Quimica.

|.*Determinagio eletroanalitica. 2.*Benzodiazepina.
1. Aleixo, Luiz Manoel. 1I. Godinho, Oswaldo E.S.
I11. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Quimica. IV. Titulo.

E}EIQAD‘E_.m rerenr et

N CHAMADA:

" ]
Si‘?ﬁ“@é@%@

CHM-00107559. 4




Compreender bem o que ja se fez antes de nos
aumenta o0 nosso respeitc aqueles cujos pensamentos

originais nos capacita & nossa atividade presente.

Keith Eaton




A MINHA MAE,

pelo exemplo de vida, que com muito amor me estimuilou
sempre a continuar.

As MINHAS IRMAS,

peio carinho.

AO MAKOTO,

pela compreensao, colaboragdo e incentivo.

A0 GUSTAVO,

que, pequeno em tamanho, foi grande em espirito.

v




- W e W s T W W W W e ™ T T

AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Luiz Manoel Aleixo pela orientacdo, sugestdes, incentivo e
amizade.

Ao Prof. Dr. Oswaldo E.S. Godinho pela orientacio, apoio e sugestdes.
Ao Prof. Dr. Graciliano de Oliveira Neto, pela colaboracao.

Ao Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas.

A Prof®. Dr®. Maria de Fatima Brito Souza, pelas sugestdes.

As amigas Helena, lara e Keila pelo carinho, amizade, paciéncia e
estimulo.

Aos colegas do iaboratério e funcionéarios do 1Q/Unicamp.

Aos Profs. Carlos Pereira, Jorge Nozaki e Ervim Lenzi, pela colaboraczo.
Ao senhor Edson Brunhara pela colaboragio, compreensdo e amizade.
A Universidade Estadual do Oeste do Parana.

A CAPES pela bolsa de estudo concedida.

Ao Departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa.

Aqueles cuja convivéncia, apoio e amizade contribuiram para a
realizacao deste trabaiho.




INDICE

RESUMO e Xl
AB ST RACT e Xil
APRESENTACAO E OBJETIVOS ... oo 1

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .........oooovviooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeoeooe 4
21 Diazepam. ... e eehaneeeraa e aan e e — i 4
211 Generalidades.................coooooieeeeee 4

2.1.2  Métodos analiticos para determinacéo de diazepam..... 7

2.2 Valtametria com pré-concentracdo n3o eletrolitica.................. 17
221 INrodUGEO ..o 17

2.22 Acumulagado adsortiva em eletrodos convencionais.... 18
2.2.21 Adsor¢3o na interface eletrodo-solucio........ 19
2.2.2.2 Eletrodos de trabalho e resposta voltamé-

trica. . 20
2.2.2.3 Problemas e solugdes...........covoeeeeeeeeeee . 23

2.2.24 Determinacdo de tragos de compostos
OFQANICOS ..ot 26
223 Acumulacdo em eletrodos modificados ....................... 29
EXPERIMENTAL e 33
3.1 EQUIPAMENTOS ... 33
3.2 REAGENMIES.......oiiiii e 34
3.3 Procedimento............ooiii e 35
3.3.1  Preparacao do eletrodo de trabalho............................ 35
3.3.2 Preparacao da solu¢do padrao..........ccooeoovoeveve ., 36
3.3.3 Voltametria ciclica.............c.oooeoveooeeoeoe 37

3.3.4 Etapas para otimizacio das condicdes de trabalho .... 37

Vi




3.3.5 Determinagao de diazepam em produto comercial ..... 38
3.3.6 Limpezadomaterial...................oooiiii 39
4 RESULTADOS EDISCUSSAO ..o 40
4.1 Escolhado modificador..............ooooooo oo 40
4.2. Preparacao do padréo e daamostra..................... e 45
4.3 Caracterizacdo eletroquimica do eletrodo ................................ 46
4.4 Par@metros Operacionais ..........ccoeoeeeee e 51
441 Geometriadoeletrodo .........c..ocooovveieenieiie e, 51
442 Pré-tratamentodoeletrodo..............oooeviieiici 51
4.4.3 Velocidade de varredura e amplitude de pulso............ 52

4.5 Fatores que afetaram as etapas de pré-concentracéo e
Medida ..., 53
4.5.1 Etapa de pré-concentrac8o............ccooooveooveoeceeenee. 53
4511 EfeitodopH..........ccoooeiiiiiieeeee 53
4.51.2 Efeito do tempo de acumulacio................... 54

4.5.1.3 Selecdo da concentracdo do agente mo-
dificador........ccooo i, 57
452 Etapademedida.......c.coooooeeeeeeeeeeeeee 58
4521 EfeitodopH......cccoooiioeeeeee 58
4.5.2.2 Efeito do eletrdlito de suporte........................ 62
4.5.3 Construcdo de curva de calibrago.............occoeeeeeen.. 62
4.6 Utilizacdo do EPCM desenvolvido em amostras reais ............. 66
5 CONCLUSAQ ..o, 74
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 77

Vii




FIGURA 1.
FIGURA 2.

FIGURA 3.
FIGURA 4.

FIGURA 5.

FIGURA 6.
FIGURA 7

FIGURA 8.

FIGURA 9.

FIGURA 10.

FIGURA 11.

FIGURA 12.

FIGURA 13.

LISTA DE FIGURAS

Biotransformacéo do diazepam.......................ccooeoe

Transformacdo do diazepam e seus metabolitos em
benzofenonas

Corrente de pico para diferentes eletrodos de pasta
de carbono modificado

Voltamograma de pulso diferencial obtido com EPCM,

COm € sem pré-concentragdo.............ccoevveveeoeeeieeenenn
Voitamograma ciclico repetitivo ...............cccoevevveeeeeen..

Variacdo da corrente anddica com a velocidade de
varredura

Voltamograma de pulso diferencial obtido com EPCM,
com pré-concentracéo

Variag&o da corrente de pico anddica do diazepam

com o pH da solugéo de pré-concentracao......................

Efeito do tempo de pré-concentracdo sobre a corrente

de pico anddica para diazepam.............cccoceeeeeeeieeeeenn ..

Variacéo de corrente de pico anddica do diazepam

com o pH da solugdode medida...................ccoeeveeeiin..

Variagéo do potencial de pico do diazepam com o pH
da solucdo de medida
Voltamogramas de pulso diferencial em solucdo de
LiCl 0,1mol-L™ (pH 4,0) em diferentes concentracoes
de diazepam

Vi

Representacdo esquematica do eletrodo de trabalho......




FIGURA 14. Efeito da concentracio de diazepam sobre a corrente

FIGURA 15.Voltamogramas de pulso diferencial  para
determinacdo de diazepam em comprimidos pelo
moétodo de adicdo de padrao

FIGURA 16. Curva de adicdo de padréo para determinacdo do
diazepam em comprimidos

FIGURA 17. Voltamogramas de pulso diferencial para

determinagdo de diazepam em urina..................cccooo.....

IX




- e R T T O w W R R TR W e T e e e e e R

TABELA 1.

TABELA 2.

TABELA 3.

LISTA DE TABELAS

Variag8o da corrente de pico com a concentracao de
Carbopack na pasta de carbono ..............cococovveeeoie .
Resultados obtidos para diazepam em comprimidos

pelo método de adicio de padrao

Teste de recuperagio, pelo método de adicdo de

padrac nas determinacbes de diazepam em
comprimidos




RESUMO

Um eletrodo de pasta de carbono modificado com 40% de Carbopack foi
desenvolvido para a pré-concentracio e determinacdo voltamétrica de
diazepam. No método proposto, o diazepam foi analisado a partir de sua
benzofenona, obtida apés a hidrolise acida do diazepam, sendo pré-
concentrada na superficie do eletrodo, via adsorcdo, sem aplicacdo de
potencial. A técnica voltamétrica aplicada foi voltametria de puiso
diferencial com velocidade de varredura de 5mv-s' e amplitude de pulso
de 25mV. Verificou-se que a adsorcdo na superficie do eletrodo depende
do pH das solugdes, do tempo, do solvente utilizado na pré-
concentracao, composicdo da pasta e de outras variaveis. A pré-
concentracdo foi realizada em tamp&o Britton-Robinson 0,04mol.L"
(pH 4,0) e a varredura de potencial de 0,50 a 1,30V vs Ag/AgCl, KC! sat,
em solucdo de LiCl 0,10 mol.L™ (pH 4,0), observando-se uma onda
antédica em +1,04V. A irreversibilidade do processo do eletrodo foi
verificada pela auséncia da onda catédica quando utilizada a voltametria
ciclica. Os resuitados obtidos indicaram a aplicabilidade do método na
faixa de concentragcdo de 0,067 a 2,02mg-L™" e linearidade de 0,067 a
1,30mg-L™", com 10 minutos de pré-concentragado, sendo o limite minimo
detectado de 0,020mg.L™" de diazepam. Este eletrodo foi avaliado quanto
a possibilidade de ser utilizado para determinacdo de diazepam em
comprimidos comerciais. As determinacdes foram realizadas pelo
metodo de adicao padrdo, sendo encontrado 5,21+0,33mg de diazepam
por comprimido com valor nominal de 5,00mg. O método apresentou
uma recuperacao media de 102,9+5 6%.
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ABSTRACT

A carbon paste electrode, modified with 40% of Carbopack, was
developed for accumulation and voltammetric determination of diazepam.
In the proposed, the diazepam was determined as its benzophenone,
after acid hydrolysis, being accumulated at the electrode surface by
adsorption, without applied potential. The technique used was differential
pulse voltammetry with a scan rate of 5mV-s™ and pulse amplitude of
25mV. The adsorption process depends on pH, time, solvent used,
carbon paste composition, and other variables. The accumulation was
performed using 0.04mol-L™" Britton-Robinson buffer solution, pH 4.0,
scan rate of 0.50 to 1.30V versus Ag/AgCl, saturated KCI, and
0.10mol-L™" LiCl (pH 4.0), when an anodic wave at +1.04V was observed.
The electrode process was irreversible, verified by the absence of
cathodic wave by cyclic voltammetry. The concentration linear range
between 0.067 to 1.30mg-L"' of diazepam was obtained with the
accumulation time of 10 minutes. However, the lowest concentration
detectable of diazepam was 0.020mg-L™. The modified electrode was
used for the determination of diazepam in pharmaceutical tablets, with a
declared value of 5.00mg. Using the standard addition method, it was
found 5.21+0.33mg of diazepam per tablet and an recovery of
102.9+5.6%.
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1. APRESENTAGCAO E OBJETIVOS

O interesse no desenvolvimento de novas formas de acumulacéo de
analitos eletroativos sobre superficies de eletrodos antes de sua
quantificacac voltamétrica & evidenciado pelo grande numero de
publicacOes sobre o assunto nos Ultimos anocs. A voltametria adsortiva de
redissolug2o evoluiu como uma técnica eletroanalitica versatii na
determinacdo de substdncias em nivel de tracos e ulira-tracos. A
voltametria de pré-concentracdo nio eletrolitica acrescenta novas
dimensdes a anélise voltamétrica de redissolucéo, estendendo o campo
de aplicacdo para muitos analitos organicos e inorganicos, que nao
podem ser acumulados pela eletrolise. Para estes analitos, métodos
alternativos baseados em acumulacdo preferencial em eletrodos
convencionais e modificados tém sido propostos. Estes novos métodos
voltamétricos de pré-concentracido oferecem um aumento de

sensibilidade e um alto grau de seletividade, comparado a voltametria
convencional.




O fendmeno de adsorcdo, tradicionalmente considerado um
problema, tem sido explorado como uma vantagem devido & adsorcdo
deliberada de espécies a superficie do eletrodo. Este fendmeno permite a
modificacao de superficies, resultando desta forma na obtencdo de
eletrodos modificados. Estes eletrodos sdo empregados como um meio
de pré-concentrar seletivamente analitos orgéanicos e inorganicos,

oferecendo alta sensibilidade e seletividade, conforme foi mencionado
anteriormente.

Um dos mais uteis eletrodos convencionais para acumulacio
espontédnea de compostos organicos tem sido o eletrodo de pasta de
carbono. A pasta de carbono representa uma matriz conveniente para
incorporacao de uma variedade de modificadores apropriados, em que o
modificador € simplesmente misturado junto com a pasta, grafite e nujol.
O eletrodo de pasta de carbono é facilmente construido, oferece uma

superficie facilmente renovavel e modificada, baixo custo e contribuicdes
de baixa corrente capacitiva.

A finalidade basica deste trabalho consiste na preparacdo e uso de
um eletrodo de pasta de carbono medificado (EPCM) sensivel ao
diazepam. Isto nos levard a adquirir conhecimentos na preparacdo e
utilizacdo dos eletrodos modificados, resultando no desenvolvimento de

um metodo sensivel para a determinagéo desta droga, para ser aplicado
na analise de produtos farmacéuticos.

A voltametria de pulso diferencial foi a técnica escolhida para a
quantificacado do diazepam através da pré-concentracdo de sua
benzofenona no eletrodo. Com a finalidade de se obter a sensibilidade




maxima, foi necessario encontrar as melhores condicdes de trabalho,
tanto para a etapa de acumulacdo, como para a etapa voltamétrica.
Assim, foram investigadas: a) variaveis que afetam o grau de adsorcéc
(pH, solvente, tempo de acumulacdo, concentracdo do agente
modificador na pasta) e b) variaveis gue afetam a resposta voltamétrica
(pH do eletrdlito suporte, parametros instrumentais como velocidade de
varredura e amplitude de pulso).

Visando ilustrar a ampla possibilidade de aplicacdo analitica
oferecida pelo uso do eletrodo de pasta de carbono modificado, o
diazepam foi escolhido em razéo de seu interesse terapéutico, assim
como do uso abusivo do mesmo.




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. DIAZEPAM

2.1.2. Generalidades

O diazepam, 7-cloro-1,3-diidro-1-metil-5-fenil-2H-1,4-benzodiazepin-
2-ona, € membro da série de drogas 1,4-benzodiazepinicas. Ele é
freqientemente prescrito como tranquilizante para o tratamento de
ansiedade, caracterizado por tensdo, medo, agitacdo e agressividade
(CLIFFORD e SMYTH, 1974), sendo também recomendado no
tratamento do controle do estado epiléptico ou convuisdes febris em
criancas (LACROIX et al, 1993). Devido as suas propriedades, o
consumo de diazepam tem como conseqiiéncia 0 uso abusivo da droga.
As benzodiazepinas sozinhas ou em combinacdo com outras drogas ou
bebidas alcodlicas s&o, muitas vezes, causa de intoxicacdo. Muitos

pacientes apresentam certa dependéncia as drogas benzodiazepinicas.




Por esta razdo, elas s&o fregiilentemente encontradas em analises

clinicas ou toxicolégicas.

O diazepam ¢ rapidamente absorvido pelo trato gastrointestinal e
apos a absorcdo € geralmente submetido a processos complexos de
biotransformacao, sendo os principais a N-desmetilag&o e hidroxilacdo na
posicao 3. Os trés maiores metabdlitos sdo ativos farmacologicamente
(Figura 1). Os compostos hidroxilados s&o excretados sob forma
conjugada como glicuronideos, enquanto os produtos N-desmetilados

parecem ser excretados em ambas as formas, conjugada e nao
conjugada.

Depois da ingestao de doses de 10mg de diazepam, 71% da droga
sao excretados na urina e 10% nas fezes. A urina contém cerca de 33%
da dose na forma de oxazepam conjugado com o acido
urodindifosfatoglicurénico (UDPGA),10% na forma de composto
N-desmetilado, 10% do composto 3-hidroxilado sob a forma conjugada e
de 1% a 2% na forma inalterada.

Em individuos submetidos a tratamento continuo com diazepam,
observa-se um aumento consideravel da concentracédo plasmatica de N-
desmetildiazepam (NDDZ) ¢ acimulo deste composto no cérebro. Este
fato mostra que o diazepam atua como indutor enzimatico em nivel
microssomal, estimulando a sua prépria biotransformacao (LARINI,1993).

O diazepam & uma droga basica e, como base livre, € insolivel em
agua, praticamente insoluvel em n-heptano e n-hexano, mas solivel em

metanol, etanol e cloroformio. As solucbes estoques de diazepam em



metanol e etanol absoluto sdo estaveis por varias semanas. As solugdes

aquosas de diazepam s3o mais propensas a decomposicdo,

principalmente em condicdes acidas ou alcalinas. A hidrélise catalisada
por acido produz as benzofenonas (CLIFFORD e SMYTH, 1974).

3-HIDROXI-DIAZEPAM (IIT)

FIGURA 1.

N-DESMETIL-DIAZEPAM (1I)

|

3

O ‘CHOH
— Cl _N’

OXAZEPAM (IV)

Biotransformacéo do diazepam.
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O diazepam é geralmente extraido como moiécula neutra de fluidos
bioldgicos, com solventes organicos sob condigbes fracamente alcalinas,
com recuperacdo que excede 80% (MEHTA, 1984). Os solventes
organicos escolhidos em métodos de extracdo, em ordem de preferéncia
sdo: éter dietilico, acetato de etila e cloroférmio.

2.1.2. Meétodos analiticos para determinacio de

diazepam

Desde a introducdo de diazepam em uso clinico, em 1959, as
benzodiazepinas s&o amplamente utilizadas como tranquilizantes e
sedativos, e com 0 uso destes compostos tem havido uma evoluggo
paralela de metodos analiticos para a sua determinacio. Estes métodos
analiticos sdo utilizados para estudos clinico, toxicolégico,
farmacocinético e para o controle de qualidade em formulacoes
(KAUFFMANN e VIRE, 1993; FEHER et al., 1983).

As 1.4-benzodiazepinas estdo geralmente presentes em quantidades
tracos apdés administracdo terapéutica porque estdo  sob
biotransformacéo extensiva e/ou distribuidas nos tecidos.

A concentracao de benzodiazepinicos e seus metabodlitos é maior
em urina do que em plasma, sendo preferivel utilizar a urina para a sua
determinacao. Alguns benzodiazepinicos e seus metabdlitos excretados
na urina em forma completamente conjugada podem ser rapidamente
clivados pela hidrolise acida, que pode ser mais rapida que a hidrélise
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enzimatica (MAUER e PFLEGER, 1987). Em meio fortemente acido, o
diazepam e seus metabdlitos livres e conjugados originam benzofenonas
(Fig. 2). Por outro lado, a decomposicdo dos conjugados pela hidrolise
enzimatica tem a vantagem de manter a molécula de benzodiazepina

intacta, porém nao resulta em um procedimento rapido.

Muitos dos métodos de andlise para a determinacdo de uma ou de
poucas benzodiazepinas sdo especificos e sensiveis, sendo mais
adequados para o0 uso em monitoramenio de drogas ou quando o
intoxicante € conhecido.

As analises de benzodiazepinas para o controle de qualidade ou em
toxicologia clinica envolvem deteccdo de drogas em concentracdo
relativamente alta; nelas um procedimento menos complexo € com maior
rapidez pode ser util na separa¢do de um grupo de compostos. Assim, a

analise dos produtos de hidrélise é freqlientemente usada, provocando
um aumento de sensibilidade

Do ponto de vista de anélises em amostras biologicas, ha duas
consideracdes importantes. Primeiro, o nivel das drogas é baixo, e
segundo, seus metabdlitos similares quimicamente também podem ser
farmacologicamente ativos e, assim, requerem determinacgdes.



NHCH3
-1
DIAZ cl -6

2-AMINO(N-METIL)-

CLOROBENZOFENONA
NH2
N-DESMETIL-DIAZEPAM  HCI 6mol-L” Ci’©[c:o
OXAZEPAM 100°C @
2-AMINO-
CLOROBENZOFENONA

FIGURA 2. Transformacdo do diazepam e seus metabdlitos em
benzofenonas.

Varios metodos para a determinacao de diazepam, seus metabdlitos
ou produtos de hidrolise em produtos farmacéuticos efou fluidos
biologicos tém sido desenvolvidos, tais como, cromatografia gasosa
(HEWALA, 1992); cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de
massa (MAURER e PFLEGER, 1981); cromatografia em camada
delgada (JAIN, 1983); cromatografia liquida de alta eficiéncia (VREE et
al,1979; LIU e STWART, 1997); espectrofotometria (CRUZ et al., 1992;
EL-BARDICY et al, 1993) e polarografia (BROOKS e SILVA, 1975;
GARCIA et al, 1993; KALVODA, 1984). Estas tecnicas, quando

aplicadas a matrizes complexas, como fluidos biolégicos, requerem
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procedimentos para preparacdo da amostra baseados na extracdo com
solventes em meio alcalino, extracdo em fase solida ou processador
automatico para a amostra (LACROIX et al., 1993). A derivatizacao é
utilizada em alguns casos. Estes passos requerem um tempo maior,

maior custo e, algumas vezes, diminuem a recuperacgéo da amostra.

Algumas revisfes sd0 apresentadas para a determinacio de 1,4-
benzodiazepinas utilizando métodos cromatograficos (HAILEY, 1974;
METHA, 1984, SILVA, 1983). Além dos métodos cromatograficos, as

técnicas colorimetrica, gravimétrica e titulométrica sdo apresentadas por
CLIFFORD e SMYTH (1974).

As titulacOes visual e potenciométrica de benzodiazepinas também
s&o citadas na literatura (BRITISH PARMACOPOEIA, 1980; BARBOSA E
SANZ-NEBOT, 1989; PIETROGRANDE et al, 1984). No entanto, estes
métodos, na maioria das vezes, apresentam baixa sensibilidade e
seletividade. A titulacdo termométrica catalitica foi utilizada na
determinacao de 1,4-benzodiazepinas em solugdo ndo-aquosa, usando o
acido perclérico em acido acético como ftitulante e catalisador
(GREENHOW e LADIPO, 1985). A determinacio potenciométrica de
diazepam utilizando eletrodos de ion-seletivo para diazepam com
diferentes materiais eletroativos em matriz de PVC, foi investigada por
NIE et al (1990). A maioria dos eletrodos apresentaram resposta
Nernstiana entre 10% a 10°mol.L™", um tempo de vida de 3 meses e um
desvio padraoc de 2,3%. O diazepam também foi determinado pela

titulacdo potenciomeétrica com tetrafenilborato de sodio utilizando estes
eletrodos como eletrodo indicador.
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As farmacopéias oficiais (BRITISH PHARMACOPOEIA, 1980;
UNITED STATES PHARMACOPOEIA XXI, 1985) descrevem analises
espectrofotomeétricas para medida de diazepam e oxazepam em forma de
dosagens. Estes métodos requerem uma dissolugao prévia em meio de
acido sulfurico ou cloridrico. Estas drogas sdo susceptiveis a hidrélise
acida com subsegilente ruptura do anel. A cinética da hidrélise de tais
compostos tem sido exaustivamente estudada (MORO et al, 1991,
NUDELMAN e WAISBAUM, 1995a e 1995b). ABDEL-HAMID e
ABUIRJEIE (1988) relataram que o0s métodos espectofotométricos
apresentaram resultados variaveis e ndo significativos, indicando que os
procedimentos oficiais ndo s&o especificos para drogas intactas e néo
revelam a presenca dos produtos de degradacdo. Por esia razao, €

necessario o desenvolvimento de procedimentos para solucionar estes
problemas.

A polarografia tem sido considerada como um método analitico
excelente para a determinacdo de 1,4-benzodiazepinas em fluidos
biologicos. E de utilidade clinica, possuindo maior sensibilidade que as
anélises espectrofotométricas e apresenta sensibilidade comparavel a
maioria dos métodos espectrofluorimétricos e de cromatografia gasosa
com detector de ionizagdao de chama. A técnica € util para medidas
simples e rapidas de excrecdo urinaria e quando os niveis no sangue e
no plasma de 1,4-benzodiazepinas e seus metabdlitos estado na faixa de

50 a 100ng.L”" ou acima, em situagdes toxicolégicas (BROOKS e SILVA,
1975; PATRIARCHE et al.,1979).

O diazepam ¢é analisado pela técnica polarografica, com énfase no
fendmeno de reducdo no eletrodo de mercurio. O grupo funcional >C=N-
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da origem a uma onda polarogréfica de redugdo com dois elétrons, que &

utilizado em métodos de andlise nas formulagdes e fluidos biolbgicos.

JACOBSEN e JACOBSEN determinaram a concentracdoc de
diazepam em produtos farmacéuticos (1972) e em amostras biologicas
(1973), utillizando a técnica polarografica, com exiracao prévia, porem
utiizando eletrdlitos que levaram a hidrélise do diazepam. Esta hidrélise
pode afetar a exatiddo da analise polarografica. Um polarograma obtido
em meio acido apresentou duas ondas catédicas indicando que o

ingrediente ativo encontrava-se sob reacdo de hidrdlise (SMYTH e
GROVES, 1982).

A tecnica polarografica foi aplicada no estudo de metabdlitos
urinarios de diazepam em seres humanos (DUGAL et al, 1973) e na
identificacdo e determinacdo dos metabdlitos biliares de diazepam em
ratos (BESNER et al, 1973). Nas duas situacbes, os metabdlitos
urinarios foram convertidos em suas respectivas amino e
metilaminoclorobenzofenonas e a sua soma foi determinada
polarograficamente através do pico catédico da benzofenona total. Os
resultados foram comparados aos obtidos pela andlise das benzofenonas
separadas pela cromatografia gasosa com detector de ionizacdo de

chama, apresentandc boa concordédncia com o0s obtidos pela
cromatografia gasosa.

BROOKS e SILVA (1975) apresentam uma revisdo sobre a
aplicacdo da polarografia de pulso diferencial na determinacdo de
1,4-benzodiazepinas e seus metabodlitos, comparando-a a outros
métodos em termos de simplicidade e flexibilidade. Contudo, os
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problemas relacionados com a extracdo da droga em produtos
farmacéuticos ndo sao profundamente discutidos.

A polarografia de pulso diferencial foi aplicada na determinacao de
diazepam em urina. Este método apresentou-se mais adequado em
analises toxicologicas (ELLAITHY et al., 1977).

A polarografia de pulso diferencial foi utilizada na determinacao de
diazepam em formulagées farmacéuticas. Um pico bem definido foi
obtido pela reducdo do grupo azometino. O procedimento analitico foi
descrito para a determinacio da droga, apresentando um desvio padréo

de 1,2% e um limite de detecgdo de 2,4x10"mol-L" (SREEDHAR e
REDDY, 1992).

GARCIA et al. (1993) apresentaram um método para a extracdo e
separagao do diazepam em comprimidos e sua quantificagdo com
técnicas eletroanaliticas. O eletrélito suporte utilizado foi uma solucdo
tampao acetato pH 4,6 e o ingrediente ativo foi dissolvido em
dimetilsulfoxido. Este método evita a hidrélise de diazepam. O estudo de
reducédo polarografica em eletrodo de mercurio utilizando a técnica de
pulso diferencial apresentou uma correlacao linear na faixa de
concentracéo de 4,8-96x10°mol-L™", e os erros foram menores que os
obtidos pelo método espectrofotométrico.

Entre as muitas publicacdes que surgiram na literatura em que a
eletroquimica € usada para a identificacdo e determinacao de drogas, a
eletrorreducéo destas substancias foi feita em eletrodo gotejante de
mercurio (EGM). Mas 0 uso deste eletrodo foi limitado na regido de
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potencial anddico, devido & oxidacdo do mercurio. E por esta razao que
eletrodos sodlidos sdo empregados na oxidacdo de compostos.

Menor atencdo tem sido dada ao estudo da oxidagao eletroquimica
em eletrodos sélidos (SMYTH et al, 1982; SMYTH e IVASKA,, 1985;
VOLKE ef al, 1975), os quais fornecem informacdes complementares
aos dados de redugdo e assim expandem a aplicabilidade do método
analitico para estas moléculas e seus metabdlitos.

Em estudos realizados por BISHOP e HUSSEIN (1984), o diazepam
ndao apresentou atividade anédica em eletrodos classicos, utilizando-se
solucdo aquosa.

O procedimento oxidativo de 1,4-benzodiazepinas, em particular, em
um eletrodo rotatérioc de disco de ouro e platina foi investigado por
VOLKE ef al (1975), o qual encontrou resposta no eletrodo para
oxazepam, diazepam e flurazepam no eletrélito suporte de perclorato de
tetraetilamonio 0,1mol.L”" em acetonitrila. O diazepam apresentou uma
onda anoddica definida com um minimo tipico € um potencial de meia
onda em +1,50V vs ECS. O oxazepam e o N-desmetildiazepam foram
razoavelmente dificeis de oxidar, sendo o oxazepam oxidado a +1,55V
em eletrodo rotatério de platina. A presenca de apenas 5% de agua
causam o desaparecimento da onda anddica. Das benzodiazepinas
estudadas, apenas o flurazepam foi oxidado no eletrodo de disco de ouro
(E1o=+1,0V).

O comportamento de eletrodos de pasta de carbono e carbono vitreo

foi investigado e comparado com os resultados obtidos com eletrodo a
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base de grafite misturado com polietileno de baixa densidade e aplicado
a drogas. Observou-se que a resposta do eletrodo foi grandemente
influenciada pela natureza do substrato. Na oxidacédo de diazepam,
utilizando a técnica de pulso diferencial, nenhum pico anddico foi
observado para eletrodo de pasta de carbono, mas um pico foi cbservado
e detectado em EPCM com polietileno, uma vez que a oxidacdo do
solvente ocorreu em potencial altamente positivo (PRETE et al., 1984;
KAUFFMANN et al., 1985).

SMYTH e IVASKA (1985) investigaram a oxidacao eletroquimica de
1,4-benzodiazepinas e alguns de seus metabdlitos, utilizando um eletrodo
de carbono vitreo e o eletrdlitoc de suporie solucdo tampao Britton-
Robinson (pH 2 a 10), e também NaOH com 10% de metanol. Diferentes
mecanismos de oxidacdo foram evidentes, tais como, a N-oxidagao e a
formacdo de cation radicalar no atomo de N-1 com subsequentes
reacbes de acoplamento. O diazepam apresentou-se eletroinativo sob
estas condigbes, devido ao fato de a densidade eletrénica do atomo N-1
ser reduzida pela deslocalizacdo do grupo carbonila e/ou efeito estérico
neste atomo pelo substituinte metila.

O estudo das propriedades oxidativas da aminoclorobenzofenona
(produto final da hidrélise de diazepam) torna-se um método alternativo
para sua determinacdo voltamétrica. Estudos voltamétricos sobre
aminoclorobenzofenona sio escassos. Um estudo eletroanalitico foi
apresentado para trés aminoclorobenzofenonas, metabdlitos de
oxazolam, cloxazolam e haloxazolam e de benzodiazepinas como
clordiazepam, nordiazepam, oxazepam e demoxazepam (FERNANDEZ
et al., 1995). Este estudo foi realizado utilizando eletrodo de carbono
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vitreo com diferentes técnicas voltamétricas. O objetivo foi o de conseguir
informacbes sobre o comportamento oxidativo destes compostos,
servindo de base para o desenvolvimento de métodos voltamétricos para
a determinacac dos mesmos, por um caminho indireto. O comportamento
oxidativo apresentado pelas trés amino-halobenzofenonas (2-amino-2',5-
diclorobenzofenona, 2-amino-5-bromo-2'-fluorbenzofenona e 2-amino-
clorobenzofenona) € muitc complexo e a elucidagdo dos mecanismos da

reacao requer o isolamento dos produtos de oxidacdo seguido de
caracterizagao espectroscopica.

Nos ultimos anos, com o desenvolvimento de novos eletrodos e
instrumentos, a técnica voltamétrica adsortiva alcangou grande destaque
na quimica analitica. O grande niimero de métodos de determinacéo de
cations e compostos organicos consolida a técnica como adequada para
as determinacdes de pequenas quantidades (10°mol-L™" e 10"?mol-L™).
A sua principal vantagem é o fator sensibilidade por custo investido
(WANG, 1989).

Esta tecnica foi utilizada com varios compostos redutiveis
(diazepam, nitrazepam, papaverina e outros compostos nitroaromaticos)
em eletrodo de mercario de gota pendente (EMGP), no modo pulso
diferencial e corrente continua. As determinacbes foram realizadas na
faixa de 10 a 10®°mol-L™", com erros de 5-7%. Foram considerados 0s
efeitos da mudanca do potencial e do tempo de acumulacdo. O diazepam
foi determinado em solugdo tampao acetato pH 4,6, com potencial de
acumulacao em -0,5V, sem troca do meio (KALVODA, 1984).
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A voltametria adsortiva de redissolugao foi utilizada para o estudo de
imunoglobulina A e sua interagdo com drogas benzodiazepinicas,
observando-se a formagao de um composto fortemente redutivel com
diazepam em EMGP (RODRIGUEZ et al., 1989).

2.2. VOLTAMETRIA COM PRE-CONCENTRAGAO
NAO ELETROLITICA

2.2.1. Introdugao

A demanda para a quantificacdo de substéncias em nivel de tracos e
ultra-tracos de importancias ambiental, industrial e biolégica esta
crescendo continuamente. Na andlise de amostras diluidas €
frequentemente necessario empregar aigum tipo de pré-concentragao,
antes da gquantificacdo. A etapa de pré-concentracdo, além de possibilitar
um aumento na sensibilidade pela acumulacdo da especie de interesse,
pode servir também para isolar o analito da matriz complexa. A técnica
da analise de redissolucdo tem recebido consideravel atengao entre as
técnicas eletroanaliticas, em que a substancia a ser determinada € pré-
concentrada - no eletrodo de trabalho antes da quantificacdo
eletroquimica. A maioria das aplicacbes sdo referentes aos ions de
metais pesados, os quais sdo depositados eletroliticamente e formam
amalgama de mercurio.
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Nos Ultimos anos, houve interesse na analise de importantes
analitos organicos e inorganicos que ndo sdo acessiveis as medidas de
redissolucdo convencional, devido & natureza eletrolitica da etapa de
acumulacdo. O aumento da sensibilidade pela acumulagéo do analito
antes da etapa de medida voltamétrica tem levado ao desenvolvimento
de métodos alternativos de pré-concentracdo, baseados principaimente
na acumulacao adsortiva.

A voltametria, quando seguida de pré-concentracao ndo eletrolitica,
apresenta dois caminhos de pré-concentracdo efetiva, que incluem a
acumulacgio adsortiva em eletrodos convencionais e reacbes especificas
em eletrodos gquimicamente modificados.

2.2.2. Acumulacao adsortiva em eletrodos

convencionais

Em voltametria adsortiva, um processo de adsor¢do espontanea em
um eletrodo estacionario & utilizado como etapa de pré-concentracac
efetiva para medir tracos de importantes espécies que nao podem ser
acumuladas pela eletrdlise. A pré-concentragdo € baseada na
acumulacao interfacial, isto €, ndo inclui qualquer processo faradaico
(WANG, 1989).
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2.2.2.1. Adsorg¢ao na interface eletrodo-solucio

Em eletroquimica, a adsorgdo a superficie do eletrodo, geralmente
significa a atracao de moléculas ou ions a esta superficie. A resposta
voltametrica resultante das espécies adsorvidas € muito maior que da

espécie na solucao e, consequentemente, o limite de deteccdo é
methorado em varias ordens de magnitude.

Anson (1975) desenvolveu generalizacdo sistematica para a base
quimica de adsorgao, estabelecendo regras para prever a adsorcéo de
espécies nos eletrodos. Experimentos preliminares referentes a natureza
da adsorcdo e do processo redox sd3c usualmente realizados

empregando-se técnicas como cronocoulometria, voltametria ciclica ou
pulso diferencial.

A extensao da adsorgcdo é frequentemente relacionada com a
solubilidade do reagente no solvente. Solubilidades menores tendem a
promover fortes adsorcdes. Além da hidrofobicidade do adsorbato, outras
forcas podem conduzir & adsorcdo na superficie do eletrodo. Estas
incluem atracdo eletrostatica entre o adsorbato ibnico e um eletrodo
carregado, interagdes campo-dipolo entre a dupla camada do eletrodo e
os grupos funcionais dos reagentes organicos, ou a quimissorcao de
certos elétrons ou grupos atdmicos sobre superficies de eletrodos
metdlicos. A extensdo destas interacbes e, conseqientemente, o

resultado da resposta adsortiva de redissolucdo depende de vérias
condicdes experimentais.
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2.2.2.2. Eletrodos de trabalho e resposta voltamétrica

O uso de eletrodos estacionarios na voltametria adsortiva de
redissolucdo (VAR) possibilita 0 aumento na concentragcéo superficial,
oferecendo baixo limite de detecgdo. De um modo geral, o eletrodo de
mercurio de gota pendente (EMGP) & o mais utilizado para a
determinacdo de espécies redutiveis, enquanto eletrodos de platina, de
carbono (fibra de carbono, pasta de carbono e grafite impregnado com
parafina), sd0 empregados para medir espécies oxidaveis (WANG,
1985b). O eletrodo de mercurio oferece melhor limite de detecgdo (107° a
10" mol.L™") devido & sua baixa corrente de fundo, quando comparados
com os obtidos em eletrodos solidos (10% a 10° mol.L"). Desvios
padrdes relativos a medidas em replicatas em eletrodo de mercurio estao
na faixa de 2 a 6% e de 5 a 12% em eletrodos sélidos (WANG,1985a).

Em eletroanalises, tem aumentado o uso de eletrodos de pasta de
carbono (EPC), devido a sua aplicabilidade em oxidagbes anddicas,
envolvendo baixa corrente capacitiva e oferecendo uma superficie
facilmente renovavel e modificada e de baixo custo. A pré-concentracao
de certos analitos organicos hidrofébicos em eletrodos de pasta de
carbono envolve um processo de acumulacdo extrativa. Como a pasta de
carbono consiste em uma mistura de grafite em pd com um liquido
organico aglutinante (nujol, silicone, vaselina), existe sempre a
possibilidade de algum composto organico eletroativo ser extraido pela
pasta, devido a sua solubilidade na fase organica (WANG ef al., 1985a).
O alto grau de seletividade em misturas com espécies adsorvidas e
extraidas pode ser alcancado com o ajuste cuidadoso das condigdes

experimentais. Assim, a etapa de acumulacdo extrativa pode ser utilizada



21

para separar, "in situ”", uma espécie eletroativa da outra (WANG et
al.,1985b; WANG e LUO,1984).

A escolha do liquido da pasta & possivel, mas consideracoes
praticas de baixa volatilidade, pureza e economia estreitam a escolha
para poucos liquidos. A composicao da pasta afeta fortemente a
reatividade do eletrodo porque o aumento no contetido do liquido diminui
a taxa de transferéncia de elétrons, assim como a contribuicdo da
corrente. Na auséncia do liquido, o eletrodo de grafite seco produz rapida
transferéncia de elétrons. Apesar de sua popularidade crescente, o
funcionamento exato do EPC ainda nao é totalmente entendido.

A pasta de carbono representa uma matriz conveniente para
incorporacéo de uma variedade de modificadores apropriados, em que o
modificador € simplesmente misturado com a pasta grafite/nujol, nao
necessitando ataques quimicos individualizados para cada modificacdo.
Uma desvantagem da pasta de carbono é a tendéncia do liquido

organico se dissolver em solucdes contendo uma fracdo apreciavel de
solvente organico.

A sensibilidade maxima da resposta voltamétrica pode ser obtida
otimizando-se as condictes de acumulacéo durante a etapa de pre-
concentracédo. As melhores condicOes para acumulacdo maxima sdo
normalmente encontradas éxaminando-se o aumento da corrente de

pico. Em geral, apenas espécies adsorvidas fortemente, com coeficiente
de adsor¢do grande (>10"%cm), sdo adequadas a medidas adsortivas de

redissolucdo e a adsorcdo pode proceder de maneira reprodutivel
(WANG, 1985b).
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A deposicido do analito a superficie do eletrodo é funcio de varios
parametros, como solvente, material do eletrodo, potencial, tempo, pH,
forca ibnica, transporte de massa e temperatura (WANG, 1985a; WANG
et al, 1993; Hu et a/,1993). Analitos diferentes podem responder

diferentemente as mudancas nestes parametros, os quais podem ser
uteis analiticamente.

Além das variaveis envolvidas na etapa de adsorcdo, outros
parametros, como velocidade de varredura, amplitude ou freqiéncia, que
estdo diretamente relacionados com a medida voltamétrica, podem ser
otimizados, influenciando outras caracteristicas de resposta, como a linha

de base, forma de pico, seletividade e reprodutibilidade (HERNANDEZ et
al,. 1992a).

Dependendo das propriedades redox das espécies acumuladas,
estas podem ser quantificadas pela varredura de potencial nas diregbes
catédica ou anddica. Entre os varios modos voltameétricos, os mais
utilizados s@o varredura linear, pulso diferencial e onda quadrada. A
etapa de medida pode ser realizada em uma solugao mais favoravel que
a original, como a transferéncia de uma amostra mais complexa para
uma solugao apenas do eletrolito (troca do meio), entre a etapa de pré-
concentracdo e medida. A seletividade é melhorada desde que
interferéncias das espécies eletroativas da solugcdo sejam eliminadas.
Tais operacdes podem ser acompanhadas usando-se sistemas de
infecdo em fluxo, oferecendo-se vantagens adicionais de rapidez,

reprodutibilidade, volumes pequenos da amostra e automacgao (VILLAR
et al., 1992; KALVODA, 1994).
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Independentemente do modo voltamétrico empregado, a saturacio
da superficie do eletrodo resulta em desvio da linearidade na curva de
calibragc@o. Isotermas de adsorcéo linear sdo obedecidas e a resposta é
linear para niveis baixos do analito (107 a 10"°mol.L™"), para os quais o
método € usualmente empregado. Dependendo das condicdes de
operagao, sao observados desvios da linearidade a altas concentracdes.
A faixa linear varia entre diferentes substancias, baseada em sua
hidrofobicidade, tamanho ou orientagio na superficie (WANG,1985a).
Meios para estender a faixa linear incluem o uso de tempo de pre-
concentracdo curto, velocidade de agitacio baixa e amostras diluidas. O
uso da curva de calibracdo permite quantificar sobre toda a faixa de
concentracdo (WANG ef al., 1985b). O método de adicdo de padrio &
adequado para quantificar na faixa linear, onde trés adicdes sao

recomendadas para assegurar que a resposta esteja na porcdo linear
(ZENG et al., 1993).

2.2.2.3. Problemas e solucgdes

O maior tipo de interferéncia em medidas adsortivas de redissolucio
& a presenca de outras espécies de superficie ativa na solucdo que
contém a amostra. Tais espécies competem com os sitios de adsorcao,
resultando na diminuicdo da sensibilidade (GRATTERI ef al, 1991). A
afinidade, com relacdo a superficie, depende n3o apenas das espécies
envolvidas mas também das condigcGes experimentais.
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Conhecidos os efeitos de co-adsor¢do, torna-se necessario eliminar
ou minimizar estes efeitos. Interferéncias causadas por surfactantes
podem ser reduzidas diminuindo-se o tempo de pré-concentracao
(KALVODA, 1984). Podem ocorrer diferencas quando o equilibrio de
adsorcac para o analito e interferentes é atingido apos diferentes
periodos. Em situagbes onde ha uma diminuicio do pico, curvas de
calibracio e adicdo de padrio feitas uniformemente podem corrigir esses

efeitos observando-se, porém, uma alteracdo na faixa linear (WANG,
1985a).

Os efeitos dos interferentes neste tipo de voltametria podem levar a
sérios problemas, especialmente quando amostras biologicas sédo de
interesse (ZAPARDIEL et al, 1992; WANG et al., 1993). S&o sugeridas
técnicas de separacdo para isolar o analito de interferentes, como
extracdo com eéter etilico, seguido pela evaporacio e dissolugao
(HERNANDECZ et al., 1988b); tratamento pela cromatografia de exclusdo
molecular (sobre Sephadex) (KALVODA, 1984), ou em coluna de
extracdo Sep-Pak (O’'DEA et al., 1991).

Além da competicao sobre os sitios da superficie, o interferente pode
produzir um pico de redissolucdo. Desta forma, duas espécies podem ser
determinadas simultaneamente, dependendo de seus potenciais de pico
e concentracdes relativas (VILLAMIL ef al, 1993). Se os componentes da
mistura apresentam o mesmo potencial de pico adsortivo, a sua altura
depende da concentracéo total; porém, se seus picos nao sdo aditivos,
torna-se necessario uma separacido (Hu et al, 1992). Espécies
eletroativas que n&o adsorvam na superficie do eletrodo podem interferir,

dependendo de seu potencial de pico e de sua concentracdao. Uma
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possivel solu¢ao para eliminar este tipo de interferéncia é o procedimento
com troca de meio. Apdés a adsorcio scb condicdes controladas, o
eletrodo € transferido para a solucdo de eletrdlito adequado, onde a
medida voltamétrica é realizada, resultando na eliminacdo da corrente da
outra especie. Esta operacio requer a lavagem do eletrodo durante a
transferéncia para remover solugbes da amostra aderida na superficie.
Por causa da instabilidade mecéanica do eletrodo de mercurio de gota
pendente (EMGP), muitas aplicacées com troca de meio tém envolvido
medidas de espécies oxidaveis em eletrodos sélidos (WANG, 1989).

A utilidade dos eletrodos sdlidos é geralmente dificultada pela
gradual passivacao da superficie do eletrodo. Esta diminuicdo de
atividade do eletrodo é muitas vezes atribuida a adsorc3o de produtos de
reacao, do proprio analito ou da grande variedade de surfactantes
organicos eletroinativos. A redugdo da corrente de pico ou, em casos
extremos, a completa inibicdo de transferéncia de elétrons pode ser
observada. Nestes casos, 0 método nao pode ser utilizado. Contudo, a
superficie do eletrodo pode ser tratada antes da etapa de medida para se
obter uma superficie reprodutiva e, assim, conseguir correntes de pico
reprodutiveis semelhantes as obtidas por EMGP. Geralmente, é
requerida uma etapa eletroquimica, seguida de varredura voltamétrica,

para remover os adsorbatos remanescentes da superficie (VILLAR et al.,
1993).

Uma vantagem da VAR é a possibilidade de se trabalhar com

amostras diluidas, com decréscimo de interferéncias (BERZAS et al,
1993).
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2.2.2.4. Determinacao de tragos de compostos organicos

A analise por redissolugdo convencional refere-se tradicionalmente &
determinacéo de metais tracos. Em alguns casos, tracos de compostos
organicos sao determinados pela formacio de filme pelo método de
redissoluc&o catédica, baseado na reacdo com ions merctrio formados
eletroliticamente. Nos ultimos anos, a VAR tem se mostrado adequada a

medidas de compostos organicos que exibem propriedades de superficie
ativa.

Moléculas orgénicas adsorvem sobre superficies de eletrodos em
solugbes aquosas, principalmente devido a sua hidrofobicidade. Em
geral, a menor solubilidade de compostos organicos resulta em maior
adsorc@o. Alem deste efeito pronunciado de hidrofobicidade, a estrutura
molecular tem outros efeitos importantes, como a presenca de sistemas
com anéis aromaticos, que conduzem a uma boa adsorcac da molécula
num eletrodo de mercurio, permitindo a pré-concentracdo e posterior
medida voltamétrica. Tal comportamento & atribuido aos elétrons livres
do orbital p (VILLAMIL ef al, 1993; LE GALL e VAN DER BERG, 1993).

Compostos organicos nado eletroativos também podem ser
quantificados, usando-se procedimentos que envolvem reacbes de

derivatizacao apropriada antes do passo de pré-concentracido (HU et al.,
1992).

A atividade interfacial de numerosos compostos organicos de
importancia farmacéutica, biolégica e ambiental tem sido explorada em

sua medida adsortiva de redissolucdo a nivel de tracos. Estudos
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eletroquimicos tém sido realizados em grupos de drogas
psicoterapéuticas, as benzodiazepinas, por HENANDEZ et al. {1988b),
KAVOLDA (1984) e ZAPARDIEL et al. (1992), com determinacdo na
faixa de ng/mL. Outra droga terapéutica do grupo tioxanteno, o
cloroprotixeno, apresenta forte adsorgdo em carbono vitreo , sendo
detectado em nivel de 2ng/mlL, pelo procedimento adsortivo de
redissolucao (TUZHI et al., 1991). Estudos tém demonstrado que drogas
do tipo fenotiazina, como cloropromazina, podem ser pré-concentradas
em eletrodo de pasta de carbono pela extracdo e adsorcio (WANG et al.,
1985b). O cloroprotixeno tem uma estrutura similar a da cloropromazina,
contudo nao apresenta resposta voltamétrica em EPC. A diferenca em
procedimentos eletroquimicos sugere que a extracio de cloroprotixeno
da solucao para pasta de carbono é dificultada. A pré-concentracio do
cloroprotixeno € atribuida a adsorgio na superficie do carbono vitreo.

Procedimentos adsortivos de redissolucdo tém permitido a
determinacdo de compostos de importdncia ambiental. O uso de
herbicidas e inseticidas nas lavouras conduz a uma acumulacdo em
solos e sementes, podendo estar presentes como poluentes em agua,
frutas e leites. Estudos a baixas concentractes foram realizados com
metoprotrina e terbutina (PEDRERO et al., 1993), em aguas de irrigaco;
tetrametrina (HERNANDEZ et al, 1993), em solos cultivados; e dinoseb
(PEDRERO et al, 1991), em macads. Uma substancia potencialmente
carcinogénica, 4-nitro-bifenil, a qual a populacio é exposta diariamente,
originaria de magquinas industriais, veiculos a diesel e sistemas de
aquecimento, foi determinada por VAR. Os niveis existentes na
atmosfera foram de ug/mL ou ng/mL (niveis de ultra-tracos). Usando-se

6timas condicbes de adsor¢do em EMGP, limites de determinacdo de
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120pg/mL foram obtidos. O método foi aplicado em agua de chuva em
area com possivel fonte de contaminacdo (HERNANDEZ ef al., 1993).

Embora a VAR tenha sido voltada inicialmente para a determinacao
de compostos de baixo pesoc molecular, atuaimente s3o realizados
estudos com macromoléculas bioldgicas. Biomacromoléculas quase
sempre possuem atividade superficial; assim, elas sdo muito adequadas
a medidas adsortivas de redissolugdo. Estudos de macromoléculas
biologicas, tais como proteinas e acidos nucléicos, sdo de importancia
fundamental para o entendimento biolégico, bem como para o
desenvolvimento de metodologia eletroanalitica. Porém, estudos de
adsorcao de macromoléculas s3o muitas vezes dificeis de explicar. A
principal razao esta nas mudangas conformacionais que ocorrem quando
a proteina ou acido nucléico é adsorvido na superficie do eletrodo. A soro
albumina bovina (FLORES ef al, 1991) foi determinada pelo
procedimento voltamétrico adsortivo de redissolucdo no modo onda
quadrada, que oferece vantagens de rapidez e sensibilidade para
monitorar proteinas adsorvidas. FLORES e ALVAREZ (1992) realizaram
um estudo voltamétrico comparativo de uma enzima globular, adenosina
deaminase, pelo uso de duas técnicas sensiveis: pulso diferencial e onda
quadrada, em que o composto foi pré-concentrado em eletrodo de
mercurio de gota estatica pela adsorcio. A aplicacdo do modo onda
quadrada para a redissolugdo da enzima adsorvida apresentou-se mais
sensivel com sinal 50 vezes maior que o obtido em pulso diferencial.
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2.2.3. Acumulagio sobre eletrodos modificados

A investigacao ampla e crescente de eletrodos modificados mostra
as novas perspectivas e o sucesso destes eletrodos na soiucdo de
problemas analiticos. Além da eletroanalise, que tem se destacado como
uma das areas mais ativas neste campo, os eletrodos quimicamente
modificados (EQM) tém sido utilizados para outros fins que ndo
analiticos, incluindo estudos basicos de eletrocatélise, de cinética de
transferéncia de elétrons, de permeacio de membranas, de sintese
eletroorganica e fotoeletroquimica (SOUZA, 1997).

A maioria das aplicagdes analiticas de eletrodos modificados
envolve técnicas voltamétricas ou amperométricas, sendo também
descritos na literatura alguns casos como eletrodos seletivos. Um
poderoso recurso aplicado a detectores em fluxo é a utilizacdo de EQM.
Um estudo foi apresentado por BALDWIN e THOMSEN (1991) sobre a
utilizacdo destes detectores em analise de injecdo em fluxo e em
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A alta sensibilidade, combinada com a seletividade da medida
eietroquimica, € a principal razao da utilizag&o dos eletrodos modificados.
Isto pode ser obtido por meio da pré-concentracdo da espécie de
interesse ou por eletrocatilise. A utilizacdo de recobrimento com
membranas poliméricas que bloqueiam o acesso de espeécies
interferentes & superficie do eletrodo também leva ao aumento da
sensibilidade e da seletividade. Embora a utilizacdo de EQM nao seja
restrita a pré-concentracdo, apenas esta aplicacdo serd considerada
neste estudo.
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Em EQM, o fendmeno de pré-concentracio envolve uma interacao
entre a espécie a ser pré-concentrada e um agente modificador. O
processo de acumulacédo pode ocorrer via complexacao, adsorcdo, troca
idbnica ou ligacdo covalente. Este agente modificador apresenta, sob
condigOes especificas, envolvendo ou nao a aplicacéo de potencial, uma
particular afinidade pela espécie alvo, o que confere seletividade a
medida voltamétrica. A espécie assim pré-concentrada pode ser
determinada por uma técnica voltamétrica apropriada.

Informacbes detalhadas sobre as formas de aplicacédo
eletroanaliticas e os métodos de preparacdo mais comuns de EQM
podem ser encontradas em excelentes artigos disponiveis na literatura
(BARD, 1983; MURRAY ef al, 1987, REDEPENNING, 1987: MERZ,
1990). Entre os aspectos mais importantes da preparacdo dos eletrodos
modificados encontra-se a escolha do material para o eletrodo de base,
cuja superficie sofrerd modificacdo. Este substrato deve apresentar
caracteristicas eletroquimicas apropriadas e deve ser adeguado ao
método de imobilizagdo escolhido. Entre os materiais convencionais

estdo o ouro, a platina, o carbono vitreo, o mercurio na forma de fime e g
pasta de carbono.

Os métodos utilizados para imobilizar um modificador na
superficie do eletrodo incluem adsorcdo irreversivel polimerizacao
eletroquimica, cobertura com polieletrolitos funcionalizados, ataque
covalente e incorporagdo na matriz de pasta de carbono.
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Comparados a outros tipos de eletrodos modificados, sdo de
interesse especial aqueles formados com pasta de carbono, devido a sua
preparacéo simples com uma grande variedade de modificadores, sua
facil regeneracdo, por troca de superficie ou através de limpeza

eletroquimica e mesmo quimica, e sua baixa corrente de fundo
observada.

Um meétodo simples de preparacéo é misturar o modificador com a
pasta de carbono, quando se obtém o eletrodo de pasta de carbono
modificado (EPCM). O modificador, sendo um componente eletroativo ou
ndo, fornece ao eletrodo uma caracteristica especifica para a
determinacdo de certas substancias, tornando possivel a realizacao
simultanea de separacdo e pré-concentracio em matrizes complexas.

O uso da pasta de carbono como um material de eletrodo para
sensores eletroquimicos, no periodo de 1990 a 1993, foi apresentado por
Kaicher et al. (1995); numerosas publicacbes demonstram a ampla
aplicabilidade de pasta de carbono no campo da analise eletroquimica,
tais como voltametria, amperometria e potenciometria, e também como
um eletrodo para deteccdo em sistemas em fluxo.

Os modificadores como trocadores idnicos, adsorventes e ligantes

tém sido amplamente empregados para controlar uma pré-concentracdo
preferencial do analito.

Modificacdes em eletrodos de pasta de carbono tém sido
realizadas com C,s, uma fase estacionaria de cromatografia liquida, na
determinacao de tifluadon (GONZALES ef al,1990). A base deste
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procedimento € a retencdo e acumulacio do analito sobre o modificador,
seguidas pela medida de sua concentracdo, usando-se a voltametria
cictica. Foram utilizados eletrodos com este mesmo modificador na
determinacgdo de bentazepam (HERNANDEZ et al, 1992c), inseticidas
organofosforados (HERNANDEZ et al.,1993) e efedrina (CHICHARRO et
al.,1994). Na determinacdo do pesticida benomil, foi utilizada uma fase
estacionaria de colunas de cromatografia gasosa, OV-17, para a

modificacao do eletrodo de pasta de carbono (HERNANDEZ et al.
1992b).

HERNANDEZ et al. (1990) realizaram modificacdes em eletrodos de
pasta de carbono com sepiolites para determinacdo de linuron;
bentonites e hectorites para determinacdo de compostos organicos
(HERNANDECZ et al., 1988a). Uma resina trocadora de cations com grupo
funcional -CO.Na, Acell Pius CN, foi utilizada como modificador para a
determinacao de fenilefrina (PERLADO et al., 1995).

Eletrodos de pasta de carbono também tém recebido grande
atencdo no campo de biosensores (GORTON, 1995). Estes eletrodos séo
atrativos para modificacdo com uma variedade de materiais biolégicos,
como proteinas, tecidos de plantas e células, principalmente, pelo fato de

que podem ser faciimente modificados sem a necessidade de métodos
quimicos rigorosos.




3. EXPERIMENTAL

3.1. EQUIPAMENTOS

As medidas voltamétricas no modo pulso diferencial foram feitas em
um polarégrafo EG & Princetton Applied Research (PAR) modelo 264A
acoplado a um registrador X-Y PAR modelo RE 0089. Duas células foram
utilizadas, uma na qual a solucdo foi pré-concentrada e a outra contendo
um eletrdlito adequado para a medida voltamétrica. Os eletrodos
componentes da célula voltamétrica foram os seguintes:

a. eletrodo de trabalho - eletrodo de pasta de carbono modificado;
b. eletrodo de referéncia - eletrodo de Ag/AgCl, KCI saturado da
Methrom (mod. 6.0724.140);

c. eletrodo auxiliar - eletrodo de platina da Radelkis (mod. OH -
0961P).
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Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em um Potenciostato
Ecochemie Autolab PGSTAT 20 interfaciado com microcomputador,
sendo utilizado o0 mesmo conjunto de eletrodos.

Os ajustes de pH foram feitos com um eletrodo de vidro combinado
em pH-metro B274 Micronal.

3.2. REAGENTES

As pastas de carbono modificadas foram preparadas a partir das
seguintes substéncias:

- grafite em pg, Fluka;
- 6leo mineral, Sigma;
- Carbopack B, 60-80 mesh, Supelco.

Outros modificadores utilizados foram: crisolita:; silica, Davisil; Cqg
fase estacionaria de cromatografia liquida preparada com 50% de
PMODS (polimetiloctadeciisiloxano) sobre silica Davisil (tamanho de
particulas de 10um e didmetro de poros de 6nm) preparada de acordo
com Hespanhol (1993); Montmorinolita, Aldrich; Carbowax 20M, Altec:
Cromorsob T, 40-60 mesh, ANSPEC, silica funcionalizada com 6xido de

titanio preparada de acordo com KUBOTA et al. (1991); Alumina, 10 um,
Phase separation.

A solucdo tampéao Britton-Robinson foi preparada a partir de acido
acético glacial, acido fosforico e acido bérico. As solucbes foram
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preparadas adicionando-se a quantidade necessaria de NaOH ou HCI
10mol.L™" para obter o valor de pH apropriado.

Na preparagéo da solucdo de eletrdlito suporte foi utilizado cloreto de
litio em solucdo aquosa 0, 1Tmoi.L" e solucio de HCI 0,1mol.L”" em etanol
30%.

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.3. PROCEDIMENTO

3.3.1. Preparac¢ao do eletrodo de trabalho

As pastas de carbono foram preparadas misturando-se 50% de
grafite em pd, 40% de dleo mineral e posteriormente 10% do agente
modificador, na quantidade necessaria para se obter a propor¢cao em
massa desejada. Apés homogeneizacio, preencheu-se com cada pasta
a ponta de um tubo de vidro de 12cm de aitura e diametro interno de
3mm, com a base inclinada. O contato elétrico foi feito através de um fio
de platina, inserido na pasta e soldado a um fio de Ni/Cr (Fig. 3). A
superficie da pasta foi polida sobre papel suifite apoiado em uma placa
de vidro lisa.
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FIGURA 3. Representacao esquematica do eletrodo de trabalho.

3.3.2. Preparacao da solugio padrio.

O padrao de diazepam utilizado foi da Cristélia Produtos Quimicos
Farmacéuticos Ltda, grau de pureza 98,8%.

Foram pesados 0,00300g de diazepam, solubilizados e diluidos a
100mL em etanol. As benzofenonas foram obtidas a partir de aliquotas
desta solucao submetida a hidrélise acida (solucio de HCI 6,0mol.L™") por
um tempo minimo de 1 hora, neutralizada com hidréxido de sddio (NaOH
10,0mol.L™) e o volume completado com tampao Britton-Robinson
0,04mol.L™" (pH 4,0).
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3.3.3. Voltametria ciclica

O eletrodo de pasta de carbono modificado foi submetido & etapa de
pré-concentracdo contendo 6,29mg.L" de diazepam em tampéo Britton-
Robinson 0,04mol.L™(pH 4,0) e transferido para a célula de medida com
5mL de solugédo de LiCl 0,1mol.L™". Os voltamogramas ciclicos foram

registrados, com velocidade de varredura linear de 1 a 100mV.s™, na
faixa de potencial de 0,5 a 1,3V.

3.3.4. Etapas para otimizacdo das condigdes de
trabalho

Para a realizacdo de medidas efetivas, o eletrodo foi imerso na
solucdo do eletrdlito de suporte e submetido a varias varreduras
(condicionamento da superficie) e, posteriormente, as etapas de pré-
concentracao em circuito aberto, medida voltamétrica e renovacao da
superficie.

a. Pré-concentracdo (acumulagdo): o eletrodo modificado foi imerso em
5,00mL de solucdo padrdo de diazepam (0,067 a 2,02mg.L™") diluida
em solucéo tampao Britton-Robinson 0,04mol.L™' com pH entre 1,8 a
11,0 (ajustado com NaOH). A solucéo foi agitada e o circuito mantido
aberto durante um tempo pré-determinado (5 a 30 minutos). Apds

este tempo, o eletrodo foi seco com papel absorvente, para eliminar
qualquer residuo da solucdo de acumulacio.
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b. Medida eletroquimica: a seguir o eletrodo foi transferido para a célula
de medida, contendo 25,0mL de solugio de LiCl 0,1mol.L™" (pH 4,0),
renovada a cada medida, iniciando a varredura de potencial no modo
pulso diferencial de 0,5V a 1,3V versus Ag/AgCl. Utilizou-se uma
velocidade de varredura de 5mV.s™ e a amplitude de pulso de 25mV.

Este procedimento & conhecido como “troca de meio”, ou seja, a pré-
concentragdo é feita em um meio e a medida voltamétrica em outro.
Isto permite eliminar interferéncias e escolher eletrdlitos de suporte
mais adequados a medida voltamétrica, entre outros procedimentos.

c. Renovacao da superficie: apdés a determinacdo voltamétrica, a

superficie do eletrodo foi renovada através da troca total da pasta. A
quantidade da pasta para renovacdo da superficie foi de
aproximadamente 15,62mg.

3.3.5. Determinacdo de diazepam em produto

comercial

Para cada série de analise foram utilizados dez comprimidos de
diazepam adquiridos aleatoriamente em farmacias de Campinas. Os
comprimidos de diazepam da Windson Produtos Quimicos e

Farmacéuticos Ltda foram os Unicos adquiridos sem receitudrio médico.

Os comprimidos, de 5mg cada, foram pesados (+0,01mg) e
triturados até a obtencdo de um pé fino. Pesou-se a quantidade
necessaria para preparar uma solucdo de aproximadamente 10“*moi.L™
(28,45mg.L™"), que foi tratada com etano! sob agitacao por 20 minutos. A
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solucao foi filtrada e diluida para 50mL. Aliquotas da solucdo etandlica
foram hidrolisadas e, posteriormente, neutralizadas com NaQH em
fenolftaleina e diluidas em solucao tampao Britton-Robinson 0,04mol.L"
(pH 4,0). A concentracdo de diazepam foi determinada pelo método da

adicdo de padrao usando as mesmas condicbes experimentais do
padrao.

3.3.6. Limpeza do material

Os materiais utilizados nas etapas de pré-concentracio e medida ,
voltamétrica foram lavados com HNO; 40% e, a seguir, varias vezes com
agua destilada.




4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESCOLHA DO MODIFICADOR

A fim de encontrar as melhores condigbes para a determinac&o do
hidrolisado de diazepam sobre a superficie do eletrodo, foram realizados
estudos preliminares com diversos eletrodos de pasta de carbono
modificada. Os modificadores selecionados foram suporte ou fase
estacionaria de cromatografia (liquida ou gasosa) ou adsorventes, que
tém sido usados em separacdes ou em determinacdes de compostos
organicos. Os modificadores foram silica, alumina, Carbowax 20M, C.s,
crisolita, montmorilonita. Todos os eletrodos foram preparados com 10%
do modificador. Pdde-se observar que os modificadores de maior
polaridade (por exemplo, alumina e silica) apresentaram menor
repetibilidade, quando se tentou a regeneracdo da superficie. Isto pode
ter acontecido devido as mudangas nas propriedades das superficies
destes solidos pois a atividade, algumas vezes, se encontra afetada pela
retencdo de moléculas de alta polaridade. Em outras técnicas analiticas a
superficie da silica é submetida a determinados processos de
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desativacao, com o proposito de diminuir a retencdo de moléculas muito
polares, mantendo assim a superficie uniforme, contribuindo para
melhorar a reprodutibilidade das analises (COLLINS et al, 1990).

Nestes estudos preliminares utilizou-se solucdo de pré-concentracio
HCI 0,1mol.L/etanol 30% (DUGAL et al, 1973). A utilizacdo de eletrodo
de pasta de carbono para voltametria em solugbes acidas contribuiu para
uma baixa reprodutibilidade, devido a penetracio do acido no eletrodo,
obtendo-se assim, resultados mais satisfatorios em meios levemente
acidos ou neutros (ELVING e KRIVIS, 1958).

A corrente de pico obtida com eletrodos modificados com silica,
alumina, silica funcionalizada com TiO, e Carbopack foram maiores que
as obtidas com eletrodo de pasta de carbono sem modificador. Crisolita e
montmorinolita, apesar da grande adsorcdo, ndo possibilitaram a
obtencdo de uma pasta homogénea e uma linha base linear. O EPCM
com Carbowax 20M apresentou uma linha base que se alterava a cada
varredura. Apenas Csg e Carbopack apresentaram boa resolucéo para o
pico anodico e melhor linha base. As correntes de pico para estes
modificadores s&o mostradas na Figura 4.

O eletrodo modificado com Carbopack foi selecionado para este
estudo por possibilitar a obten¢do de uma pasta bem homogénea e por
ter apresentado boa reprodutibilidade nas determinacgdes. Outro aspecto
considerado quanto & escolha do Carbopack foi o fato de que a utilizacao

deste material como modificador em pasta de carbono no se encontrava
na literatura.
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O Carbopack B & um carvao grafitizado. Este adsorvente é obtido a
partir do aquecimento prolongado do material inicial, geralmente, petréleo
ou gas natural a temperatura de 2700-3000°C em atmosfera inerte,
gerando um material cuja superficie & praticamente livre de ligacdes
insaturadas, radicais livres e ions, consistindo-se de 4tomos na mesma
configuracdo eletronica sp®. E um adsorvente nio poroso, caracterizado
por uma superficie altamente homogénea (ENGEWALD et al.,1990).
Este adsorvente tem se mostrado uma fase estacionaria valiosa em
colunas empacotadas e capilares. Algumas de suas propriedades tornam
este material diferente de outros adsorventes afetando seu
comportamento  cromatografico. Possui também  propriedades
hidrofobicas, podendo ser utilizado para retencéo e pré-concentracio de
compostos organicos contidos no ar e em amostras de agua (BRUNER
ef al,1990). Ele tem sido utilizado em extracdo liquido-sdlido de
pesticidas (DI CORCIA e MARCHETTI, 1991), benzeno e sulfonatos
aromaticos (ALTENBACH e GIGER, 1995).

A Figura 4 apresenta uma comparacdo das correntes obtidas entre
os diferentes modificadores, usando-se o procedimento descrito na parte
experimental (3.3). Inclui também a resposta obtida com eletrodo de
pasta de carbono sem modificador e com Carbopack na quantidade
selecionada (40%).

A incorporacdo de diazepam na superficie do EPCM é iiustrada na
Figura 5. A vantagem de se utilizar o estagio de pré-concentragdo antes
da etapa de medida torna-se evidente.
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Modificador

Corrente de pico para diferentes eletrodos de pasta de
carbono modificados com 10% do modificador.

Modo: voltametria de pulso diferencial; t.. = 10 minutos; célula
de pré-concentracdo: 0,67mgl” de diazepam em solugéo
tamp&o Britton-Robinson 0,04mol.L™" (pH 4,0); célula de
medida: LiCl 0,1molL™? (pH 4,0); velocidade de varredura,
5mV.s™'; amplitude de pulso = 25mV.
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FIGURA 5. Voltamograma de pulso diferencial obtido com EPCM, com
10 minutos de pré-concentragdo (curva A) e sem pré-
concentracao (curva B).

Modo: EPC com 40% de Carbopack; célula de pré-
concentracdo: 0,58mg.L" de diazepam em solugdo tampao
Britton-Robinson 0,04mol.L™" (pH 4,0); célula de medida: LiCl
0,1mol.L"; velocidade de varredura 5mV.s”; amplitude de
puiso = 25mV.
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4.2. PREPARAGCAO DO PADRAO E DA AMOSTRA

O diazepam no apresentou pico de oxidagdo na faixa de potencial

estudada, porém a hidrélise do diazepam permitiu que a benzofenona
formada fosse oxidada.

A hidrdlise de diazepam ocorre em HCl em temperaturas elevadas.
Um dos meétodos propostos para se obter a benzofenona (DUGAL et al.,
1973) envolve o tratamento de diazepam em solucdo de HCI 6mol- L™ por
uma hora a 100°C em banho-maria. Nesta pesquisa, apds a hidrdlise
acida, foi necessaria a diluicdo em solvente adequado, porém o ajuste de
pH foi dificultado pela solucdo fortemente acida. Na maioria dos
trabalhos, adota-se o procedimento de evaporacao, mas neste caso,
além de ser lento, verificou-se perda do material e, portanto, optou-se por
um procedimento alternativo. Neste procedimento, o produto da hidrdlise
fol neutralizado com NaOH (utilizando fenolftaleina como indicador) e
diluido em solucéo tamp&o adequada, o que resultou num menor gasto
de tempo, sem o inconveniente de haver perda de material.

A solugdo de HCI 0,1mol.L™" em etanol 30% também foi utilizada
para diluir as amostras de padrao para a etapa de acumuiacao (DUGAL
et al. 1973), porém foi observada uma diminuicdo na corrente, da ordem
de trés vezes a corrente de pico em relacdo a solugdo tampéo Britton-
Robinson. O uso do soivente organico ndo aumenta apenas a
solubilidade do diazepam, mas também reduz a possibilidade de forte
adsorcao na superficie do eletrodo, sendo esta uma diferengca marcante
para meios aquosos onde a adsorcido &€ comum (EVANS, 1979). Assim,
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verificou-se que a acumulacdo de diazepam a superficie do eletrodo era
dependente da natureza do solvente utilizado.

4.3. CARACTERIZAGAO ELETROQUIMICA DOS PROCESSOS
ELETRODICOS

A Figura 6 mostra um voltamograma ciclico repetitivo obtido em LiCl
0,7mol.L™" (pH 4,0) com eletrodo de pasta de carbono (modificado com
40% de Carbopack), mantido em contatc com uma solucéo contendo
6,26mg.L" de diazepam em solugo tampdo Brition-Robinson
0,04mol.L”" (pH 4,0), durante 10 minutos de pré-concentracdo. Numa
primeira varredura de potencial foi observado um pico anddicc com
decrescimo na corrente de pico em varreduras sucessivas. Isto & uma
indicacdo de eliminacdo do produto da superficie ou a formacdo de
substancia nao eletroativa.

Os voltamogramas da Figura 6 demonstram também a
irreversibilidade do processo devido & auséncia da onda catédica. A
auséncia total do pico reverso em um voltamograma ciclico é o aspecto
mais marcante de um sistema irreversivel.

Entretanto, outros pontos precisam ser considerados para a
caracterizac@o de processos eletrodicos, pois ha situagdes em que a
auséncia do pico reverso é devida a velocidade da reagao quimica ou a

natureza dos produtos formados, como mencionado acima, em relacao
aos produtos néo eletroativos.




47

20
15
<.E 10 -
-
9
—
o
b
O
O
5 —t
0 o .
l L l 3 l L ;
T I 1 E 1 E T I L}
0,4 a6 0.8 1,0 1,2 1.4

E (mV) vs ECS

FIGURA 6. Voitamograma ciclico repetitivo.

Modo: EPC com 40% de Carbopack; t.. = 10 minutos; célula de
pré-concentracdo: 6,26mg.L™" de diazepam em solugdo tampao
Britton-Robinson 0,04mol.L™" (pH 4,0); célula de medida: LiCl
0.1mol.L™" (pH 4,0); velocidade de varredura: 50mV.s™: A = 10
varreduras sucessivas sobre a mesma superficie do eletrodo,

onde o nimero indica a varredura; B = branco.
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Na Figura 7 € apresentado um gréafico referente ao estudo do efeito
da velocidade de varredura sobre a corrente de pico na faixa de 1 a
100mV.s". Na curva apresentada, a corrente de pico é diretamente
proporcional a raiz quadrada da velocidade de varredura, sendo obtida

uma reta, o que também é um indicativo de processo irreversivel.

Segundo a literatura, os grupos aminos aromaticos sdo oxidados
irreversivelmente em potenciais altos, e outras reacées que quebram a
molécula podem ocorrer sobre a superficie do eletrodo, como é o caso do
diazepam, resultando em uma perda do pico de reducdo na varredura

reversa (VILLAR et al, 1992; ELVING e KRIVIS, 19568; LEE e ADAMS,
1962, ROSS et al, 1975).

No presente caso, um estudo mais detalhado do processo eletrédico
ndo € necessario, sendo suficiente a caracterizacdo de um pico bem
definido, quer seja catddico ou anddico (dependera do sistema), para que
as medidas de corrente de pico, em funcio da concentracao, possam ser

feitas, permitindo a construcéo de curvas de calibracio e/ou de adicoes
de padrao.

A Figura 8 mostra um voltamograma de puiso diferencial obtido em
LiCl 0,1mol.L”" (pH 4,0), quando o eletrodo permanece 10 minutos imerso
em uma solucdo contendo 1,30mg.L" de diazepam. Um pico bem
definido € observado com um méximo de intensidade a um potencial de
pico em 1,04V.
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FIGURA 7. Variacdo da corrente anédica com a velocidade de

varredura.

Modo: voltametria ciclica; EPC com 40% de Carbopack;
velocidade de varredura de 1 a 100mV.s”: célula de pre-
concentragdo: 6,26mg.L”" de diazepam em solucdo tampéo
Britton-Robinson 0,04mol.L”" (pH 4,0); célula de medida: LiCl
0,1moal.L™" (pH 4,0).
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FIGURA 8. Voltamograma de pulso diferencial obtido com EPCM.

Modo: EPC com 40% de Carbopack; t.. = 10 minutos: (A) célula
de pré-concentragdo: 1,3mg.L™ de diazepam em solucao tampao
Britton-Robinson 0,04mol.L™" (pH 4,0); célula de medida: LiCl
0,1mol.L”" (pH 4,0); velocidade de varredura 5mV.s™: amplitude
de puiso = 25mV; (B) branco.
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4.4. PARAMETROS OPERACIONAIS

Alguns parametros operacionais foram estudados, tais como

geometria do eletrodo, pré-tratamento, amplitude de puiso e velocidade
de varredura.

4.4.1. Geometria do eletrodo

Uma fonte de erro que afeta a reprodutibilidade de eletrodos de
pasta de carbono € a retencao de bolhas de ar em sua superficie, que
ocorre devido a rugosidade da superficie. Isto pode ser eliminado
construindo-se um eletrodo com base inclinada (Figura 3). Esta
geometria permite que durante a imersao do eletrodo em uma solucao, o
ar escape pela tangente da superficie inclinada, evitando a formacéao de
bolhas (CHEEK e NELSON, 1978; ALEIXO et al., 1993).

4.4.2. Pré-tratamento do eletrodo

A utilizagao dos eletrodos sélidos € normalmente dificultada pela
gradual passivacdo da superficie do eletrodo. Esta diminuicdo de
atividade do eletrodo é geralmente atribuida a adsor¢ao de produtos de
reacdo, do proprio analito ou de uma grande variedade de surfactantes
organicos eletroinativos; consegiientemente a reducdo da corrente de
pico cu a completa inibicdo (em casos extremos) de transferéncia de
elétrons pode ser observada. Nestes casos, 0 método nio pode ser
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utilizado. Contudo, a superficie do eletrodo pode ser tratada antes da

etapa de medida para se obter uma superficie reprodutiva e, assim, picos
reprodutiveis (WANG, 1985b).

ApOs a etapa de quantificacdo, verificou-se a possibilidade de
regeneracao da superficie do eletrodo. Neste sentido, apds varias
varreduras de potencial de 0,5 a 1,3V no modo pulso diferencial ou
mantendo-se o potencial constante, ndo se observou a regeneracao da
superficie do eletrodo. Solugbes de limpeza como etanof 30%-90% e HC
0,1mol.L™" em etanol 30% foram utilizadas, mas ndo foram eficientes. A
resposta produzida pelo eletrodo n&o foi reprodutivel, entao a superficie
do eletrodo foi renovada mecanicamente apés cada determinacédo com
troca totai da pasta, seguida pelo polimento da superficie em folha de
papel. Antes de cada pré-concentracio, o eletrodo foi colocado na célula
de medida e as varreduras foram registradas na mesma faixa de
potencial. Assim, depois de trés varreduras, a superficie do eletrodo
mostrou-se adequada para nova acumulacdo. A renovacio da superficie
fol importante para garantir a obtencéo de resultados reprodutiveis.

4.4.3. Velocidade de varredura e amplitude de pulso

Foi observado um aumento na intensidade da corrente com um
aumento na velocidade de varredura, porém para baixas concentracdes
do padrao houve diminui¢do na resolucdo. Na variacao da amplitude de
25mV para 50mV n&o foram verificadas alteracdes em corrente de pIiCoO.

A velocidade de 5mV.s™ e amplitude de 25mV foram encontrados como
6timos valores.




4.5. FATORES QUE AFETARAM AS ETAPAS DE
PRE-CONCENTRAGAO E MEDIDA

No uso analitico do eletrodo de pasta de carbono, por se tratar da
técnica voltamétrica adsortiva, duas etapas sdo requeridas: pré-
concentracdo e medida. Estes procedimentos foram realizados em
células separadas, de maneira que foi necessario otimizar as variaveis
analiticas e instrumentais de voltametria de pulso diferencial na qual as
medidas foram feitas.

4.5.1. Etapa de pré-concentracio

4.5.1.1. Efeito do pH

Para estabelecer as condigbes sob as quais o hidrolisado de
diazepam foi adsorvido, foram preparadas solucdes de 1,30mg.L™" de
diazepam em solugdo tampéo Britton-Robinson 0,04mol.L™" em diferentes
valores de pH (ajustado com NaOH), usando-se eletrodo de trabalho com
40% de Carbopack. Um tempo de acumulagdo de 10 minutos com
agitacdo constante foi adotado na célula de pré-concentracdo. As
medidas foram feitas por voltametria de pulso diferencial em solugao de
LiC1 0,1mol.L™" (pH 4,0), utilizando-se uma amplitude de pulso de 25mV e
uma velocidade de vamedura de 5mV.s’. Os resultados sao
apresentados na Figura 9. Pdde ser verificado que um ailto grau de
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adsorgao ocorreu a pH 4,0 e a partir deste pH houve um decréscimo em
corrente com o aumento do pH. Assim, foram utilizadas nos
experimentos solucdes de pH 4,0.

4.5.1.2. Efeito do tempo de acumulagio

A influéncia do tempo de acumulagio na etapa de pré-concentracio
para solucdes de diazepam de 1,30 e 0,13mg.L”" & apresentada na
Figura 10. Em geral, o periodo de acumulacao depende da concentracéo
do analito e do eletrodo de trabalho. Intervalos de tempos tipicos de
acumulacdo para espécies oxidaveis em eletrodos soélidos requer
periodos de pré-concentrac&o longos, 1 a 3 minutos para 1x10 'mol.L™" e
10 a 15 minutos para 1x10°mol.L" (WANG, 1985a, WANG ef al., 1992).
O tempo de acumulacdo necessario para a corrente atingir as condicoes
de equilibrio aumenta quando a concentracéo diminui. Isto confirma que
o estagio de pré-concentracdo é devido a adsorcdo do analito ao
eletrodo. O tempo de acumulacio, além de estar relacionado com a
sensibilidade do eletrodo, reflete-se na duracac da analise. O tempo de
acumulacao escolhido para as andlises foi de 10 minutos. Este foi um
tempo que permitiu uma suficiente acumulagdo para fornecer um bom
sinal analitico e ndo foi demasiadamente longo. O tempo de pré-
concentracdo nao afetou o potencial de pico.

GRICAEP %
e IDTECA CENTRSL




Corrente (uA)

FIGURA 9.

—
w
|

—
N
|

N
=N
i

-
Law )
f

55

Variagcdo da corrente de pico anddica do diazepam com o

pH da solucdo de pré-concentracso.

Modo: voltametria de pulso diferencial; EPC com 40% de
Carbopack; t.. = 10 minutos; célula de pré-concentracéo:
1,30mg.L™" de diazepam em solug&o Britton-Robinson, célula de
medida: LiCl 0,1mol.L" (pH 4,0); amplitude de pulso = 25mV;
velocidade de varredura = 5mv.s™
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= [Diazepam] = 1.30 mg.L'1

O [Diazepam]=0.13mg.L"
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FIGURA 10. Efeito do tempo de pré-concentracdo sobre a corrente de

pico anddica para diazepam.

Modo: voltametria de pulso diferencial; EPC com 40% de
Carbopack; célula de pré-concentracdo: diazepam em solucdo
tampdo Britton-Robinson 0,04mol.L”" (pH 4,0); célula de
medida: LiCl 0,1mol.L™" (pH 4,0); amplitude de pulso = 25mV:

velocidade de varredura = 5mv.s™.
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4.5.1.3. Selecao da concentracido do agente modificador

Outro parametro que afeta a adsorcao é a concentracao (%m/m) do
modificador na pasta. Os resultados obtidos indicaram que porcentagens
maiores levam a correntes maiores. Encontrou-se 40% de Carbopack na
pasta, como a porcentagem mais apropriada. Acima deste valor, a

superficie do eletrodo tornava-se menos reprodutiva, dificultando a
obtencao de superficies lisas.

TABELA 1. Variacdo da corrente de pico com a concentracido de
Carbopack na pasta de carbono.

CARBOPACK (%) CORRENTE (pA)'
10 7,54 £ 0,38
20 8,18 £ 0,29
30 9,24 + 0,32
40 14,01+ 0,18

"Média + estimativa do desvio padréo para trés determinacées.
Modo: voltametria de pulso diferencial; t,. = 10 minutos: célula de pré-
concentracdo: 1,30mg.L"' de diazepam em solugdo tampdo Britton-
Robinson 0,04mol.L™ (pH 4,0): célula de medida: LiCl 0,1mol.L”" (pH 4,0);
amplitude de pulso = 25mV,; velocidade de varredura = 5mV.s™".
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4.5.2. Etapa de medida

Foi adotado o procedimento de acumulacdo fora da célula de
medida, ou seja, com troca de meio, para evitar a deposicdo eletrolitica
ou outra reacao eletrédica de algum possivel interferente durante a
varredura de potencial.

Tendo estabelecido as condicbes que afetaram a etapa de pré-
concentracdo, foram estudadas as variaveis que atuam na célula de
medida, mantendo-se a céluia de pré-concentracio com 1,30mg.L™" de
diazepam em solugdo tamp&o Britton-Robinson 0,04 mol.L™" (pH 4,0),

com agitacdo constante durante 10 minutos e usando-se um eletrodo
com 40% de Carbopack.

4.5.2.1. Efeito do pH

Foi estudada a influéncia do pH na célula de medida com LiCl
0,1mol.L™ (ajustado com HCI ou LiCl), variando o pH de 1,9 a 8,9. Como
se pode observar na Figura 11, a corrente de pico é dependente do pH,
apresentando um valor maximo de corrente em pH 4,0 e diminuindo para
valores maiores. O aumento de pH resultou em alteracdes na forma da
onda de oxidagdo, com um alargamento do pico, verificando-se também
um pequeno deslocamento do potencial de pico para potenciais menos
positivos, indicando gque ions hidrogénio estavam envolvidos na oxidacdo

(ARENAZA et al.,1995). Este deslocamento de potencial levou a uma
diminui¢ao na resolucio.
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A pequena variacdo de potencial com o pH, apresentada na Figura
12, mostra uma mudanca de inclinagio em torno de pH 4,0. Entre pH 1,9

e 4,0 uma inclinac&o de 40,5mV por unidade de pH, e entre pH 5,0 e 8,0
de 56,2mV.

Segundo a literatura, a presenca de mais de uma reta pode implicar
em diferentes espécies de prétons envolvidos no processo de oxidagao.
Contudo, estudos espectrofotométricos tém mostrado a existéncia para
as aminoclorobenzofenonas de uma Unica espécie protonada sobre a
faixa de pH estudada (GARCIA et al, 1993). Valores de pK, para as
amino-clorobenzofenonas s&o escassos. A partir destes fatos, pode-se
concluir que s&o observadas diferentes reacdes de eletrodos devido a
oxidacdo complexa das quais participam aminas aromaticas, originando
uma variedade de produtos em razio das condicbes do meio (aquoso,
n&o aquoso, acido ou basico).
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FIGURA 11. Variacdo de corrente de pico anédica do diazepam com o
pH da solugdo de medida.

Modo: voltametria de pulso diferencial; EPC com 40% de
Carbopack; t.. = 10 minutos: célula de pré-concentracéo:
1,3mgL” de diazepam em solucdo tampdo Britton-Robinson

0,04mol.L™" (pH 4,0): amplitude de pulso = 25mV; velocidade de
varredura = 5mv-s™’.
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Variagéo do potencial de pico do diazepam com o pH da
solucao de medida.

Modo: voltametria de pulso diferencial; EPC com 40% de
Carbopack; t.. = 10 minutos; célula de pré-concentracgio:
1,3mg.L"? de diazepam em solugdo tampio Britton-Robinson
0,04mol.L™* (pH 4.,0); amplitude de puiso = 25mV; velocidade de
varredura = 5mV.s™.




62

4.5.2.2. Efeito do eletrélito de suporte

O eletrdlito de suporte utilizado foi LiCl 0,17mol.L™", apresentando-se
adequado para a determinacao voltamétrica de diazepam, com faixa de
potencial suficientemente positivo para permitir que a onda anddica da
droga fosse observada claramente. Esta solugdo apresentou-se

eletroinativa na faixa de potencial estudada, o que pode ser comprovado
pelos voltamogramas das Figuras 6B e 8B.

4.5.3. Construcio de curva de calibragcido

Sob as condicbes mencionadas, foram estudadas variacbes em
concentragdo de 0,067 a 2,02mg.L™" de diazepam. A Figura 13 mostra
alguns dos voltamogramas obtidos para diferentes concentracbes de
diazepam dentro desta faixa estudada. A evolucio da corrente de pico,
em funcao da concentracdo de diazepam, ¢ ilustrada na Figura 14.

A equacao de regressao linear obtida para os primeiros seis pontos
da curva (0,067 a 1,30mg.L™) foi:

i, =0,11 + 10,93C

onde

ip = corrente de pico (uA)
C = concentracéo de diazepam (mg.L™)

com o coeficiente de correlacio r = 0,9998.
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O desvio de linearidade observado para concentracbes acima de
1,30mg.L™" é provocado pela saturacdo da superficie do eletrodo, que é
um fendmeno usual, em se tratando de pré-concentragdo em eletrodos
modificados. Para concentracbes entre 1,30 e 2,02 mg.i_'1 ha um
comportamento ndo linear. O método de adigdo de padrao é adequado
para quantificar apenas na faixa linear, sendo recomendadas trés adicdes
para assegurar que a resposta esteja na porcao linear (WWANG, 1985a).

As medidas feitas sob condicdes pré-determinadas, num total de 10
determinacbes em dias diferentes, apresentaram um desvio padrdo
relativo de 5,19% para 1,30mg.L" de diazepam
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+0,70V +1,26V

FIGURA 13. Voltamogramas de pulso diferencial em solucdo de LiCl
0,imol.L™ (pH 4,0) em diferentes concentracdes de
diazepam, (a) 0,23; (b) 0,30; (c) 0,49; (d) 0,58; (e) 1,29; (f)
2,01mg.L".

Modo: voltametria de pulso diferencial; EPC com 40% de
Carbopack; tac = 10 minutos; célula de pré-concentracgio:
diazepam em solugio tampéo Britton-Robinson 0,04mol.L™ (pH
4,0); célula de medida: LiCl 0,1mol.L" (pH 4,0); amplitude de
pulso = 25mV; velocidade de varredura = 5mV.s™.
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FIGURA 14. Efeito da concentracdo do diazepam sobre a corrente de
pico.

Mcdo: voltametria de pulso diferencial; EPC com 40% de
Carbopack; tac = 10 minutos; célula de pré-concentracdo:
diazepam em solucdo tampédo Britton-Robinson 0,04mol L™
(pH 4,0); célula de medida: LiC! 0,1mol.L™" (pH 4,0); amplitude
de pulso = 25mV; velocidade de varredura = 5mV.s™.
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4.6. UTILIZACAO DO EPCM DESENVOLVIDO EM
AMOSTRAS REAIS

Uma vez desenvolvido o eletrodo de pasta de carbono modificado
para o diazepam, procurou-se aplicad-lo em determinacdes analiticas de
amostras reais. Optou-se, entdo, por realizar esta aplicacdo na

determinagao de diazepam em remédios na forma de comprimidos.

A determinacéo de diazepam em comprimidos foi conduzida pelo
método de adicdo de padrdo, de acordo com o0s procedimentos
apresentados no item 3.3.5. A Figura 15 ilustra os voltamogramas
obtidos nesta aplicacao. A Figura 16 mostra uma curva de adicdo de
padrao obtida para a analise de diazepam em comprimidos.

A adicao de padrdo para cada ponto ndo correspondeu as adictes
sucessivas, sendo realizada uma pré-concentracdo para cada adicdo,
com posterior medida. Estes resultados foram comparados a adicdo de
diazepam na amostra, antes da hidrélise, e com a adicdo do diazepam

hidrolisado & amostra também hidrolisada, ndo sendo constatada
diferenca.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos na determinacdo de
diazepam, utilizando-se trés aliquotas de diferentes concentracdes da
amostra original, que se encontram na regido linear da curva de
calibracdo. Os resultados indicaram a presenca de 5,21+0,33mg por

comprimido, e um erro relativo de 4,21% em relacdo ao valor nominal de
5mg.
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Para verificar a exatiddo do método proposto, foi feito o teste de
recuperacdo. Com este pode ser verificada a aplicabilidade de um
método a uma determinada matriz sem a necessidade de comparacéo
com outro método. Essa comparacdo nem sempre & conveniente por
uma série de fatores; dentre eles, o mais importante talvez seja a prépria
natureza da matriz. Cada método de andlise exige um tratamento
especifico da amostra que, algumas vezes, pode modificar as suas
caracteristicas iniciais. Assim, o que é interferente para uma determinada
situacao pode ndo ser em outra e vice-versa. Além disso, os parametros
de medida s&o diferentes para métodos diferentes, levando a erros
também diferentes, e a concentracdo do composto de interesse na
amostra pode estar fora da faixa de trabalho do método de comparacao.
Isto levaria a maior manipulagdo da mesma através de uma etapa de
concentracao ou diluicdo, conforme o caso. Ha ainda a dificuldade de
disponibilidade dos equipamentos e reagentes necessarios para se usar
outro método. O teste de recuperagdo evita estes problemas, uma vez
que € feito exatamente nas mesmas condicbes e nos mesmos
equipamentos usados para a analise pelo método em estudo.

Apos determinar a concentracao de diazepam na solucdo amostra,
foi adicionada a esta uma quantidade conhecida de diazepam,
analisando-se a sua recuperacdo. A Tabela 3 apresenta os resultados da
aplicacao deste método em uma formulacio farmacéutica, incluindo a
aplicacao do teste de recuperacdo pelo método de adigdo de padrao.

O metodo apresentou uma recuperacio média de 102,945 6.




68

! -
+ 0,70V +1,20V

FIGURA 15. Voltamogramas de pulso diferencial para determinacado de

diazepam em comprimidos pelo método de adigdo de
padrao.

Modo: voitametria de pulso diferencial, EPC com 40% de
Carbopack; t.. = 10 minutos; célula de pré-concentragéo:
amostra e padrao de diazepam em solucdo tampao Britton-
Robinson 0,04mol.L" (pH 4,0); célula de medida: LiCl
0,1mol.L”" (pH 4,0); amplitude de pulso = 25mV; velocidade de
varredura = 5mV.s™.
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FIGURA 16. Curva de adicdo de padrdo para determinacdo do

diazepam em comprimidos.

Modo: voltametria de pulso diferenciali EPC com 40%
Carbopack; t,. = 10 minutos; célula de pré-concentracgéo:
amostra e padrao de diazepam em solugdo tampéo Britton-
Robinson 0,04mol.L™" (pH 4,0); célula de medida: LiCl
0,tmol.L" (pH 4,0); amplitude de pulso = 25mV; velocidade de
varredura = 5mV.s™.
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TABELA 2. Resultados obtidos para diazepam em comprimidos (valor

nominal 5,00mg) pelo método de adicdo de padrao.

AMOSTRAS

1
2

3

VALOR
ENCONTRADO!

(mg)
552+0,25
5,11+£0,08

5,02 £0,20

MEDIA + EDP
(mg)

521+£0,33

ERRO
PERCENTUAL?

421%

'Média + EDP (estimativa do desvio padrio) para trés determinacdes.

*Em relagéo ao

valor nominal.

TABELA 3. Teste de recuperacao, pelo método de adi¢do de padrao

nas determinacdes de diazepam em comprimidos.

DIAZERAM NA PADRAO VALOR 7
AMOSTRAS | SUTRA | ADICIONADO | ENCONTRADO REC . 0
(mg-L) (mg-L") (mg-L")
1 0,131+ 0,006 0,137 0,277 +0,009 106,6 +7,9
2 0,250 + 0,004 0,231 0,478 +£ 0,020 98,7 £87
3 0,350 + 0,015 0,210 0,567 +0,020 | 103,2+11,9
MEDIA + EDP 1029£356

'Média + EDP (estimativa do desvic padrio) para trés determinacdes.

*Desvio padréo calculado pela propagacac do mesmo.
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A possibilidade de aplicacdo do método na determinacdo de
diazepam em urina também foi investigada, sendo realizadas medidas

com e sem a separacao prévia de diazepam de sua matriz.

Constatou-se que a composicdo complexa da urina é um fator
limitante para a aplicacdo imediata do método desenvolvido, sendo esta

a razao pela qual ndo foi possivel a obtencéo de resultados definitivos, no
estudo desta matriz.

As amostras de urina, apds a hidrélise acida, foram submetidas a
um processo de extragdo com éter-etilico em meio alcalino, evaporado o

solvente e o0 volume completado com tampdo Britton-Robinson
0,04mol-L™", pH 4,0.

A Figura 17 ilustra os voltamogramas obtidos nesta aplicacdo. Na
Figura 17-1A pode-se verificar a presenca de pico de oxidacdo de outras
substancias presentes na urina, além do pico devido ao diazepam. Em
alguns casos, como na Figura 17-1B, observou-se um aumento da
corrente residual com a completa inibicdo do pico de diazepam,
indicando a existéncia de processo de adsorcdo de componentes da
urina, os quais competem com a droga sobre a superficie do eletrodo,
inibindo sua adsorgdo. Resultados semelhantes foram verificados quando
a amostra nao foi submetida a extragdo (Figura 17-ll), sendo também

obtidos resultados onde se verificou a completa inibicdo do pico de
oxidacdo do diazepam.

Entre 0s principais constituintes da urina que podem atuar como

interferentes na faixa de potencial estudada temos o acido urico (CAl
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et al., 1994), o acido ascorbico (WANG e NASER, 1992), e as proteinas
como albumina e creatinina (DOWNARD e RODDICK, 1994).

Varios trabalhos envolvendo a aplicagdo em amostras bioldgicas
tém sido realizados, utilizando extracdo em fase-solida ou otimizacdo de
metodologias de extracdo com solventes. Futuramente, estes podem ser
caminhos alternativos na solugdo dos problemas, assim como a
utilizacdo de novos modificadores que apresentem maior seletividade e
estudo de possiveis mascarantes dos interferentes.
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+0,50v +1,20V

FIGURA 17. Voltamogramas de pulso diferencial para determinacdo de
diazepam em wurina; (IA) e (IB) amostra submetida &
extracao; (ll) sem extracao.

Modo: voltametria de pulso diferencial;, EPC com 40% de
Carbopack; t.. = 10 minutos; célula de pré-concentracio:
amostra e padrao de diazepam em solugdo tampao Britton-
Robinson 0,04mol.L" (pH 4,0); célula de medida: LiCl
0,1mol.L”" (pH 4,0); amplitude de pulso = 25mV; velocidade de
varredura = 5mv.s™.



5. CONCLUSAO

Um eletrodo de pasta de carbono modificado foi desenvolvido para a
determinagdo voltamétrica de diazepam. Bons resultados foram

alcancados, conforme os estudos experimentais sobre as suas
caracteristicas o demonstraram.

Neste estudo foi utilizado um método de determinacio indireto para
diazepam, uma vez que 0 mesmo ndo apresentou pico de oxidacdo na
faixa de potencial estudada. A benzofenona, obtida apoés a hidrélise acida
de diazepam, apresentou pico de oxidacdo nas condigbes determinadas,
sendo pré-concentrada na superficie do eletrodo, via adsorcao, sem
aplicacao de potencial.

O eletrodo desenvolvido possibilita a determinacao de diazepam,
utilizando-se eletrodc de pasta de carbono modificado com Carbopack,
pela técnica da Voltametria Adsortiva, no modo pulso diferencial. Este
eletrodo € sensivel ao hidrolisado de diazepam em concentracdo de
0,067 a 2,02 mg.Ll’, apresentando linearidade na faixa de 0,067 a
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1,30mg.L™", por um periodo de 10 minutos de acumulacao. Um limite
inferior pode ser alcangado se o tempo de acumulacéo for maior. O limite
minimo detectado foi da ordem de 0,020mg.L™" de diazepam.

As determinagbes em comprimidos realizadas pelo método de
adicdo de padrao apresentaram 5,21+0,33mg de diazepam por
comprimido, com valor nominal de 5mg. O método apresentou uma

recuperagao media de 102,9+5,9%.

A reprodutibilidade e a exatidao das medidas obtidas com o eletrodo
desenvolvido sdo satisfatérias, considerando-se a faixa de concentracio
e o fato deste ser um eletrodo sdélido.

A simplicidade de preparo deste eletrodo, comparada a preparacéo
mais elaborada de outros eletrodos modificados, é um aspecto vantajoso
do eletrodo desenvolvido. A pasta de carbono apresentou-se como uma
matriz conveniente para a incorporacdo do modificador, em que o
Carbopack foi simplesmente misturado com a pasta.

A estabilidade da resposta do eletrodo e a facilidade com que a
superficie do eletrodo pode ser removida e renovada para um novo uso

torna o eletrodo atrativo para aplicacbes que requerem medidas
repetitivas. |

Uma das vantagens deste procedimento sobre outros métodos,
como cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama, sdo o menor custo instrumental, a
facilidade de manipulacdo da amostra e uma boa sensibilidade.
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Vale ressaltar que o0 método desenvolvido mostra-se eficiente na
dosagem de diazepam presente em produto farmacéutico, sendo
simples, de boa exatidao, os dados sdo reprodutiveis e a técnica
apresenta boa sensibilidade.
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