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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um método eletroanalitico para determinar
dipirona em medicamentos comerciais contendo apenas dipirona ou mistura de dipirona
e cafeina. A metodologia desenvolvida utiliza a técnica Analise por Injecdo em Batelada
(BIA) com deteccdo amperométrica (AMP) e eletrodo de diamante dopado com boro
(DDB). O método proposto apresentou uma faixa linear entre 0,1 a 25 mg L, baixos
limites de deteccdo (LD = 0,1278 mg L) e de quantificacdo (LQ = 0,4262 mg L) e
elevada frequéncia analitica (100 injecfes por hora). Além disto, o sistema proposto é
simples, robusto e portatil. Os resultados obtidos pela metodologia proposta foram
semelhantes aos obtidos pelo método recomendado pela farmacopeia brasileira (titulacdo
iodimétrica). Além disto, as dosagens encontradas por ambos os métodos ficaram

préximas aos valores rotulados nos medicamentos.
Palavras-Chave: Dipirona, Analise por injecdo em batelada, Amperometria.

INTRODUCAO

Farmaco € substancia principal da formulacdo do medicamento, responsavel pelo
efeito terapéutico, sendo um composto quimico obtido por extragdo, purificacdo, sintese
ou semi-sintese.

No Brasil, dentre os farmacos analgésicos, podemos destacar a dipirona (DI) como

a mais comercializada. De acordo com Vale (2005) ela é responsavel por 31,8% do



mercado nacional, seguida pelo paracetamol com 29,7%, e em terceiro o0 &cido
acetilsalicilico com 27,1%. Existem no Brasil 125 produtos a base de dipirona, dos quais
71 deles estdo associados a outra substancia e mais de 80% das vendas ocorrem sem
prescricdo meédica.t

A dipirona foi comercializada em 1922, com o nome de Novalgina. Sua
comercializacdo tornou-se crescente em todo o mundo, podendo ser encontrada no
mercado sob diversos nomes comerciais e ser distribuido como Unico ou associado a
outros farmacos.2

A dipirona é o nome popular do sal sédico do acido 1-fenil-2,3-dimetil-5-
pirazolona-4-metilaminometanossulfonico, ver Figura 1. A dipirona pode ser
comercializada em diferentes formulacdes farmacéuticas, tais como: solugdo oral,

injetavel, comprimidos e supositorios.

Figura 1: Representacdo estrutural da dipirona sodica.
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A Superdosagem pode provocar disturbios renais transitorios (oligdria ou andria,
proteindria e nefrite intersticial). Cuidados: repouso no leito, lavagem gastrica com
carvao ativado, monitorizacdo das funcgdes vitais com terapéutica de suporte;
eventualmente, diurese forcada e dialise. *4°

Devido a esta popularizagéo, da Dipirona é de grande importancia a existéncia de
métodos simples e confiaveis para a avaliacao de suas formulacdes, visando a seguranca
dos medicamentos consumidos pela populagéo.

O método recomendado pela farmacopeia brasileira para a determinagdo de

dipirona em comprimidos € a titulagdo iodimétrica. Basicamente, 0 método consiste em



titular o medicamento dissolvido com uma solugdo padronizada de iodo 0,05 mol L*
utilizando-se como indicador uma solugdo de amido 2% (m/v).’

Vaérios procedimentos espectrofotométricos sdo relatados na literatura para a
determinacéo de dipirona na regido do UV visivel, envolvendo reacfes com diversos
reagentes. Além disto, outras metodologias sdo relatadas empregando a fluorimetria,
quimioluminescéncia e cromatografia liquida de alta eficiéncia.?

Ja para métodos eletroquimicos sdo poucos o0s procedimentos utilizados para
determinar a dipirona. Como: Belal® utilizou um procedimento utilizando a polarografia
classica para a determinacdo simultanea de &cido ascérbico e dipirona em farmacos.
Perez-Ruiz e colaboradores® propuseram um eletrodo de carbono vitreo para a
determinacédo de dipirona em um sistema de analise por injecdo em fluxo. Medeiros et
al.1° desenvolveram um sistema FIA com deteccdo biamperométrica para a quantificagio
de dipirona. Marcolino- Junior et al.'! desenvolveram um procedimento para a
determinacdo amperométrica de dipirona em formulagdes farmacéuticas utilizando um
eletrodo de pasta de carbono acoplado a uma célula eletroquimica em um sistema de
analise por injecdo em fluxo.

A quimica eletroanalitica compreende um grupo de métodos analiticos baseados
nas propriedades elétricas de um analito em solugdo, tais como correntes, resisténcia,
diferenca de potencial e carga. Em alguns casos as propriedades elétricas sdo medidas em
funcdo do tempo. Tem como principais vantagens os baixos limites de detec¢édo e o baixo
custo da instrumentacéo.

Em geral a deteccdo eletroquimica oferece algumas vantagens frente a deteccdo
outras técnicas analiticas de deteccdo, tais como:

a) as medidas podem ser normalmente realizadas sem purificaces ou separacdes
prévias;

b) o analito pode interagir diretamente com a superficie do eletrodo de trabalho,
tornando desnecessaria a adi¢do de reagentes;

c) é possivel a analise de amostras contendo particulas sélidas dispersas;

d) baixo custo de aquisicdo e manutengdo dos equipamentos e materiais
utilizados;

e) possibilidade do uso de materiais alternativos e dispositivos miniaturizados®’.

Para as medidas eletroquimicas geralmente é utilizada uma célula eletroquimica,
composta por um reservatorio para a insercdo do eletrolito suporte e de trés eletrodos

(eletrodo de referéncia - ER, eletrodo auxiliar — EA e o eletrodo de trabalho — ET). Nesta



configuracdo, processos de oxi-reducdo nao espontaneos podem ocorrer na superficie do
ET. Comercialmente, sdo conhecidos alguns materiais de eletrodo de trabalho, tais como
eletrodos metélicos e eletrodos de carbono, como o grafite, carbono vitreo e diamante
dopado com boro (DDB).

O eletrodo de trabalho de diamante devido ao seu grande gap de energia (do inglés
band-gap) de mais de 5 eV, o diamante puro é normalmente um isolante, e ndo pode ser
usado com um material para eletrodo®. Porém, diamantes podem se tornar condutores
quando dopados com alguns elementos®®. Atualmente, o dopante mais utilizado é boro,
porém sendo possivel também a dopagem com fosforo e de nitrogénio.

Os eletrodos de diamante dopado com boro (DDB) possuem um numero
importante de propriedades eletroquimicas distinguiveis de outros eletrodos utilizados,
tais como carbono vitreo, grafite pirolitico e pasta de carbono. Algumas destas

propriedades s&o*3:

a. Estabilidades a corrosdo em meios muito agressivos;

b. Baixa e estavel corrente de fundo;

C. Estabilidade de resposta em longo prazo;

d. Fraca adsorcao de moléculas polares e

e. Larga janela de potencial em meio aquoso e ndo aquoso.

Em funcdo dessas propriedades Unicas, o eletrodo de diamante dopado com boro
estd sendo cada vez mais utilizado no desenvolvimento de procedimentos eletroanaliticos
para a determinagdo de compostos orgéanicos e inorganicos.

Além da célula eletroquimica, para realizar medidas eletroquimicas € necessario
escolher a técnica eletroquimica utilizada, de maneira a definir qual perturbacdo sera
aplicada no sistema.

A voltametria ciclica é a técnica mais utilizada para a aquisicdo qualitativa de
informacdes sobre reacdes eletroquimicas. Na voltametria ciclica, o potencial aplicado ao
eletrodo de trabalho varia continuamente com o tempo na forma de onda triangular,
partindo de um valor inicial Ei, até um valor limite pré-determinado, Ev. Ao alcancar Ev,
a direcdo da varredura é invertida e um caminho inverso € percorrido até chegar a Ef, que
pode ser o valor do potencial Ei, ou outro valor de potencial pré-estabelecido. O sinal de
corrente registrado da origem ao voltamograma que se trata de um gréafico da corrente em
funcéo do potencial aplicado.

Na amperometria, um potencial constante é aplicado no eletrodo do trabalho em

funcdo do tempo e entdo a corrente do processo redox (reducdo ou oxidacdo) de



determinado analito é proporcional a sua concentracéo, desde que as condi¢des da celula
iniciais sejam mantidas?’.

BIA é uma técnica analitica divulgada pela primeira vez em 1991, atraves de um
trabalho publicado por Wang e Taha'?. Nesta técnica, a solucio de analise ¢ injetada
diretamente na superficie do eletrodo de trabalho localizado numa célula eletroquimica
contendo um grande volume de eletrdlito suporte e inerte (célula BIA).

Na célula BIA, o eletrodo de trabalho esta posicionado na direcdo oposta a da
injecdo, ou seja, ele se encontra na parte de baixo da célula. Para a injecdo das solucbes
de anéalise é utilizada uma micropipeta eletronica. A micropipeta é acomodada em um
orificio (localizado na tampa da célula) posicionado na direcdo exatamente oposta
(frontal) ao eletrodo de trabalho, de modo que todas as injecdes sejam feitas com a mesma
distancia entre a ponteira e o eletrodo de trabalho. Em outros dois orificios localizados na
tampa da célula s&o fixados o eletrodo de referéncia e o eletrodo auxiliar. Opcionalmente
pode também ser inserido um agitador por um orificio na tampa também, para acelerar o
transporte de massa no interior da célula. Por Gltimo, é adicionada a solucdo do eletrdlito
suporte em volume suficiente para que os trés eletrodos tenham contato elétrico entre si.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para a analise de
dipirona em formulagdes farmacéuticas empregando um sistema de analise por injecdo
em batelada (BIA) com deteccdo amperométrica. Para verificar a eficacia desta
metodologia, as analises de medicamentos contendo DI também foram realizadas pelo

método indicado pela farmacopeia (titulacdo iodométrica).

MATERIAL E METODOS

Reagentes, solucdes e amostras

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de pureza analitica, e todas
as solugdes foram preparadas com agua destilada.

A solucéo do eletrdlito suporte (acido sulfarico 0,5 mol L) foi preparada pela
diluicdo do acido concentrado. As solucGes estoques dos padrdes utilizados (dipirona,
cafeina ou ferrocianeto de potassio) foram preparadas pesando-se uma massa apropriada
de cada padrédo e dissolvendo em um baldo volumétrico adequado com a solucdo do
eletrolito suporte. As solucdes injetadas no sistema BIA foram preparadas pela dilui¢do

das respectivas solucdes estoque na solucdo do eletrélito suporte.



As amostras de farmacos DI, V e L, utilizadas para a determinagéo de dipirona
foram adquiridas nas farmacias locais. Para o preparo das amostras, oito comprimidos de
cada amostra foram pulverizados com auxilio de almofariz e pistilo até a obtencdo de um
po fino. Posteriormente, as respectivas massas foram pesadas em balanca analitica e

dissolvidas no eletrélito suporte em um baldo volumétrico.

Analise de dipirona nas amostras por titulacdo iodimétrica

Para a titulacdo o medicamento contendo DI é solubilizado em agua destilada,
acidificada com HCI 0,02 mol L e titulada com uma solucio padronizada de iodo 0,05
mol L, utilizando-se como indicador uma solugéo de amido 1% m/v adicionada proximo

ao ponto final.t

Instrumentacéo

Medidas eletroanaliticas

As medidas eletroquimicas foram realizadas empregando-se um mini
potenciostato portatil (Emstat, Palmsens®) interfaceado a um netbook contendo software
PSLite 1.8 para o controle das técnicas eletroquimicas e respectivas variaveis. Um mini
eletrodo de Ag/AgCI/KClsat. construido em laboratério, um fio de platina e uma placa de
diamante dopado com boro (DDB) (Empresa Adamant Technologies As (La Chaux-de-Fonds,
Suica) foram empregados como eletrodo de referéncia, auxiliar e de trabalho,
respectivamente (Figura 2).

Na célula eletroquimica de analise por injecdo em batelada (BIA) (Figura 3) é
possivel trabalhar com um volume de eletrélito de aproximadamente 100 mL. Conforme
apresentado, possui quatro orificios na tampa, sendo dois menores para acomodacao dos
eletrodos de referéncia e auxiliar, um orificio central para o posicionamento do injetor
(pipeta eletronica Eppendorf® Multipette Stream) e um orificio maior para a entrada de
um agitador mecanico construido em laboratorio. Na parte inferior central da célula (néo
apresentada) € posicionada a placa de DDB. Neste trabalho foram utilizadas as técnicas

de voltametria ciclica e amperometria de potencial constante.



Figura 2. Foto do eletrodo de Ag/AgCI/KClsat. (ER), placa de diamante dopado com boro
(ET) e fio de platina (EA).

Figura 3. Foto da célula eletroquimica de BIA.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente, de maneira a obter um melhor resultado na resposta eletroquimica
do eletrodo para determinar dipirona, foi realizado um estudo da ativacéo (pre-tratamento
eletroquimico) do eletrodo. Neste estudo, foi realizado um tratamento anddico (0,1 A por
75 s) seguido de um tratamento catddico (-0,1 A por 300 s) no eletrodo de DDB em meio
de solugdo de acido sulfdrico 0,5 mol L. Na Figura 4 sdo apresentados os voltamogramas
ciclicos para ferrocianeto de potassio em DDB antes e apds esta ativacdo. Conforme
observado, ap6s a ativacdo o eletrodo apresentou melhora na reversibilidade do par redox,
indicando aumento na taxa de transferéncia eletrénica, como sugerem Suffredini et al.?°
baseado nos estudos de impedancia, a melhora no sinal analitico é mais acentuada com o
tratamento catddico quando comparada ao tratamento anddico, devido provavelmente a
presenca de uma camada passiva sobre a superficie do eletrodo apds o tratamento
anddico. Logo, a ativacdo do DDB foi realizada anteriormente as medidas em todos o0s

estudos posteriores.
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Figura 4. Voltamograma ciclico para injecdo de 1,0 mL de solucdo de ferrocianeto de
potassio 50 pmol L sobre o eletrodo de DDB na célula BIA. Legenda: AA= Antes da
ativacio; DA= Depois da ativacio. Condicdes: Velocidade de varredura: 0,1 V s*,
velocidade de dispensa: 25 pL s%; Eletrdlito suporte: solucio de H2SO4 0,1 mol L.



Posteriormente o comportamento eletroquimico da DI e CA sobre a superficie do
eletrodo de DDB foi observado. Inicialmente foram realizados experimentos com DI e
CA separadamente com o eletrodo de BDD, utilizando a deteccdo amperometrica. Neste
estudo, as solucBes foram injetadas na célula BIA diretamente sobre a superficie do
eletrodo de trabalho enquanto este era submetido a aplicagdo de um potencial constante.
Na deteccdo de DI, os potencias foram variados de 0,0 V até + 1,7 V e para CA foram
variados no intervalo de +0,8 V até + 1,7 V (ambos em incrementos de 0,1 V), enquanto
50 puL de solugdo de DI ou CA eram injetados sobre a superficie do DDB na célula BIA.
As correntes de pico obtidas para cada potencial aplicado no eletrodo de trabalho sé&o
apresentadas na Figura 5. A partir destes resultados, foi selecionado o potencial de +1,2
V para a deteccdo de DI, pois deste modo a Dipirona pode ser detectada seletivamente
sem a interferéncia de cafeina, que exibe uma oxidacdo apreciavel em potenciais

superioresa+ 1,4 V.
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Figura 5. Perfil voltamétrico obtido a partir das correntes de pico de DI e CA em funcao
do potencial aplicado no eletrodo de DDB. CondigGes: Eletrélito: H,SO4 0,1 mol L™,
Volume injetado de S50uL.

A otimizacdo do volume injetado de dipirona no eletrodo foi investigada. Para
tal, foram injetados em triplicata distintos volumes de solucao de dipirona na célula BIA

(10, 20, 30, 50, 70, 100, 120, 150, 200 e 250uL). A Figura 6 apresenta as correntes de



pico (e os respectivos desvios) para estas injeces. Logo, foi escolhido um volume de

injecdo de 100uL, visto ser uma condicdo na qual a corrente é relativamente alta.
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Figura 6. Correntes de pico (e respectivos desvio) obtidas a partir das inje¢6es de dipirona
em triplicata em distintos volumes injetados (10, 20, 30, 50, 70, 100, 120, 150, 200 e
250uL). CondigBes: Eletrolito: H2SO4 0,1 mol L. Potencial: 1,2V. Velocidade de
dispensa: 134 pL s™.

Posteriormente, foi realizado o estudo das correntes de pico em funcdo da
velocidade de dispensa do injetor. A micropipeta eletrdnica empregada para as injecdes
no sistema BIA (Eppendorf Multipippete Stream) oferece dez velocidades de injecédo
diferentes (niveis 1 até 10). Experimentalmente, foi calculado que estes niveis
correspondem, respectivamente, as seguintes velocidades de injecdo: vi = 24; vo = 34; v3
= 46; V4 = 64; Vs = 83, Vg = 91; v7 = 134; vg = 162; Vo = 200 e vio = 259 uL s*. Entdo,
para investigar as caracteristicas do sistema em fungdo da velocidade de injecdo, trés
aliquotas de 100 uL de uma solugao de dipirona foram inseridas em cada velocidade de
dispensa disponivel. A Figura 7 apresenta as correntes de pico médias (e respectivos
desvios padrdes) em funcdo das velocidades de dispensa. Conforme observado, quanto
maior a velocidade de injecdo, maior a corrente observada. Logo, nos experimentos

posteriores foi utilizada a velocidade de 259 pL s?. Além disso nessa velocidade o



sistema apresentou uma boa repetibilidade, representado pelos baixos desvios padrdes
encontrados na Figura 7.
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Figura 7. Perfil dos picos amperométricos obtidos com injecdes de solucdo de dipirona
50 umol L em diferentes velocidades de injecdo (1 até 10: 24 a 259 pL/s); Condigoes:
Eletrdlito: H2SO4 0,1 mol L. Potencial 1,2V.

Apesar das variaveis até entdo otimizadas (velocidade de dispensa = 259 pL s*
e volume injetado = 100 plL), o sistema ainda apresentava lentiddo na resposta,
consequentemente uma baixa frequéncia analitica (22 inje¢des por hora). Logo, de
maneira a acelerar as respostas, foi investigado o uso de um agitador mecénico na célula
BIA. Neste estudo, oito injecOes de solucéo de Dipirona 15 mg L™ foram realizadas na
auséncia de agitacdo (Fig. 8A), oito injecdes foram realizadas na presenca de agitacdo
mecanica alimentada por uma bateria de 9 V (Fig. 8B, 12 a 82 injecdo) e outras oito
injecdes por cabo USB ligado ao notebook (E = 5 V) (Fig. 8B, 9%a 162 inje¢do). Conforme
apresentado, o agitador mecénico promove uma diminui¢do do tempo de anélise, devido
a diminuicdo da largura do pico. Este fendmeno ocorre, pois o analito é retirado
(“lavado™) mais rapidamente da superficie do eletrodo, devido a convecgdo promovida
pela agitacdo. No entanto, para agitacdes muito intensas (bateria de 9V), a repetibilidade
dos sinais foi um pouco comprometida. Logo, nos experimentos posteriores foi utilizada

a agitacao alimentada por cabo USB do notebook.
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Figura 8. a) Amperograma obtido para injecBes da solugdo de DI 15 mg L™ no sistema
BIA na auséncia de agitacdo e b) na presenca de agitacdo mecéanica alimentada por bateria
de 9V (1* a 8" inje¢do) e por cabo USB conectado ao computador (E =5 V) (9* a 16
injecdo). Volume injetado de 100 pL; Velocidade de injecdo de 259,0 pL s™.

Apds as otimizacdes dos parametros que envolvem a amperometria, a curva
analitica foi construida pela adicdo de solucdes de dipirona de concentracdes crescentes
em triplicata. A Figura 9 apresenta 0 amperograma obtido para injecGes em triplicata de
oito solugdes padrdo de dipirona ((1) 0,26, (2) 1,06, (3) 2,93, (4) 5,06, (5) 10, (6) 15,06,
(7) 20, (8) 25,06 mg L) e de trés amostras de dipirona dissolvidas previamente no
eletrolito suporte. As amostras foram nomeadas como DI, V e L. Na Figura 10 é
apresentada a curva analitica de calibragdo calculada para estas solugdes padrao injetadas.
A equagio da reta obtida foi: (I/ pA) = 0,30192 + 0,331 [DI] mg L e o coeficiente de
correlacdo foi igual a 0,9998. Logo, a curva analitica teve uma faixa linear de 0,1 a 25 mg
L, sensibilidade de 0,331 pAmol? L, limite de deteccdo de 0,1278 mg L e limite de
quantificacdo de 0,4262 mg L.
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Figura 9. Amperograma obtidos para injecbes em triplicata de solugdes de DI em
diferentes concentragdes (1 a 8: 0,26 mg L™ a 25,06 mg L™?). Eletrolito: H,SO4 0,1 mol
L. CondigBes: Velocidade de dispensa: 259 uL s*; volume injetado = 100 pL; Agitador

mecanico alimentado por cabo USB (= 5 V).
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Figura 10. Curva analitica de calibracdo de dipirona calculada a partir das correntes de

pico dos padrdes da Figura 9.



A partir da insercédo das correntes de pico na equacao de reta obtida e considerando
as dissolucdes e diluigcdes realizadas, foram entdo calculados os teores de dipirona em
cada comprimido pelo método BIA-AMP. Conforme apresentado na Tabela 1, os teores
encontrados pelo método proposto foram proximos aos valores rotulados, indicando
exatiddo do método e auséncia de interferéncia da cafeina nas medidas. Além disto, estas
dosagens obtidas foram proximas ao método recomendado pela Farmacopeia brasileira

(titulacdo iodimétrica).

Tabela 1. Dosagens rotuladas de dipirona e obtidas pelos métodos BIA-AMP e titulagéo

iodimétrica.
Dosagem rotulada Teor de DI
Amostras DI CA BIA-AMP Tit. iodimétrica
Dl 500 mg 0mg 489,01 mg 486,09 mg
250 mg 30 mg 232,66 mg 245,61 mg
L 250 mg 30 mg 222,99 mg 254,23 mg
CONCLUSOES

Através dos resultados apresentados neste trabalho foi possivel concluir que o
método proposto (analise por injecdo em batelada com deteccdo amperométrica)
apresenta potencialidade para a determinacao seletiva de dipirona em medicamentos que
contenham dipirona ou mistura de dipirona e cafeina. As dosagens obtidas por este
método foram similares as dosagens calculadas pelo método recomendado pela
farmacopeia brasileira (titulacdo iodimétrica). Além disto, 0 método proposto apresentou

uma boa precisao e rapidez, além de ser portétil e estavel.
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