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RESUMO

O cloridrato de terbinafina (TBF) ¢ um medicamento antifiungico de amplo espectro utilizado
para tratar varias infec¢des flingicas na pele, cabelo e unhas, incluindo micoses causadas por
dermatofitos e outras infecgdes cutaneas. Portanto, a determinagdo quantitativa deste composto
em formulagdes farmacéuticas e € de extrema importancia. Diversas pesquisas tém se dedicado
ao desenvolvimento de métodos analiticos avangados para quantificar este fArmaco de forma
rapida, acessivel, exata e sensivel. Nesse contexto, este estudo apresenta a caracterizagdo de
eletrodos a base de carbono para a determinacdo de TBF em amostras farmacéuticas, como
matéria-prima e comprimidos. Pela primeira vez na literatura, utilizou-se o eletrodo de carbono
impresso (SPCE) para a quantificagdo de TBF. Adicionalmente, o eletrodo de carbono vitreo
(GCE) foi empregado para investigar o comportamento redox do analito. Ambos os eletrodos
foram comparados em relagdo ao seu desempenho eletroquimico por meio de estudos de
voltametria ciclica (CV) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). Além disso, por
meio de estudos de pH e velocidade de varredura, observou-se que a oxidacao de TBF envolve
um numero igual de protons e elétrons. Para o GCE e SPCE, a reagdo na superficie do eletrodo
ocorre irreversivelmente, sendo controlada por um processo misto de difusdo e adsor¢do. A
técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) foi selecionada para ambos os eletrodos e
otimizada para melhorar a sensibilidade analitica. Quanto ao GCE, a curva de calibragdo foi
construida na faixa de 2,5 a 30 pgL'; o limite de deteccdo (LOD) foi estimado em 0,072 pgl-
!, Para o SPCE, a curva de calibracdo foi construida na faixa de 5 a 100 pgL; o limite de
detecgdo (LOD) foi estimado em 1,48 ugL!. A TBF foi quantificada em amostras de matérias-
primas obtidas por diferentes fornecedores e também foi quantificada em comprimidos
contendo o farmaco pelo método de calibracdo externa. Analises estatisticas ndo revelaram

diferencas significativas de precisdo e exatidao entre o método voltamétrico e o cromatografico.

Palavras-chave: terbinafina; eletrodo de carbono impresso, eletrodo de carbono vitreo; matéria

prima; comprimidos.



ABSTRACT

Terbinafine hydrochloride (TBF) is a broad-spectrum antifungal medication used to treat
various fungal infections on the skin, hair, and nails, including mycoses caused by
dermatophytes and other cutaneous infections. Therefore, the quantitative determination of this
compound in pharmaceutical formulations is of utmost importance. Several research efforts
have been dedicated to the development of advanced analytical methods to quantify this drug
quickly, affordably, accurately, and sensitively. In this context, this study presents the
characterization of carbon-based electrodes for the determination of TBF in pharmaceutical
samples, such as raw materials and tablets. For the first time in the literature, the screen printed
carbon electrode (SPCE) was used for the quantification of TBF. Additionally, the glassy
carbon electrode (GCE) was employed to investigate the redox behavior of the analyte. Both
electrodes were compared regarding their electrochemical performance through cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS) studies. Furthermore,
through pH and scan rate studies, it was observed that the oxidation of TBF involves an equal
number of protons and electrons. For GCE and SPCE, the reaction on the electrode surface
occurs irreversibly, controlled by a mixed diffusion and adsorption process. Square wave
voltammetry (SWV) was selected for both electrodes and optimized to enhance analytical
sensitivity. For GCE, the calibration curve was constructed in the range of 2.5 to 30 ugL'; the
limit of detection (LOD) was estimated at 0.072 ugL'. For SPCE, the calibration curve was
constructed in the range of 5 to 100 pugL!; the LOD was estimated at 1.48 pgL™!. TBF was
quantified in raw material samples obtained from different suppliers and also quantified in
tablet form using the external calibration method. Statistical analyses revealed no significant

differences in precision and accuracy between the voltammetric and chromatographic methods.

Keywords: terbinafine; printed carbon electrode; glassy carbon electrode; raw material; tablets.



10

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Locais de acdo dos antifingicos. Adaptado de Goodman et al., 1996 (UTZ;

GOODMAN; GILMAN, 1966). ..c..uiiiiiiiiiniieieeieeitesieeesit ettt sttt 19
Figura 2. Estrutura molecular de TBF..........c.coooiiiiiiiii e 20
Figura 3. Classificacdo dos métodos eletroanalitiCos..........c.cceecveeerieeenieeenieeeiieenns 23

Figura 4. Sistema de trés eletrodos impressos em relagdo a uma célula quimica
CONVENCIONAL ...ttt ettt et b et eat e s bt e bt e b sbe et e et e ebeenbeeaee 32
Figura 5. Espectroscopia de impedancia eletroquimica para m GCE e¢ e SPCE
utilizando a sonda K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s 5,0 mmol L' em KC1 0,1 mol L™ . .......c.coco......... 39
Figura 6. Voltamogramas ciclicos para 70 umol L' de TBF em tamp3o B-R 0,1 mol
L', (A) relagdo em intensidade de corrente; (B) relagdo em densidade de corrente................ 40
Figura 7. Voltamogramas ciclicos para 70 umol L' de TBF sobre o GCE em solugéo
B-R 0,1 mol L' em diferentes valores de pH (3,0 2 6,0). ......cocvovrrreieieieeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeenae 41
Figura 8. Gréfico de barras do valor de pH vs. intensidade de corrente de pico da TBF
sobre 0 GCE em tampao BR 0,1 Mol L ........coooviiiiiiiiiieieeeeceeeeeeeeeeeeeee e 42
Figura 9. Variagdo dos potenciais de pico de oxida¢ao da TBF em fun¢do do pH do
eletrOlito SODIE 0 GCE. ......oiiiiiiie et et et s 42
Figura 10. Voltamogramas ciclicos para 70 pumol L-1 de TBF sobre o SPCE em
solucdo B-R 0,1 mol L'! em diferentes valores de pH (2,0 2 7,0). ...cvovevveeeeeereeeeeeeeeeeeeenenns 43
Figura 11. Grafico de barras do valor de pH vs. intensidade de corrente de pico da
TBF sobre o SPCE em tampao BR 0,1 mol L. ........c.oooviiiioieecceeeeeeceee e 44
Figura 12. Variacdo dos potenciais de pico de oxidagdo da TBF em funcao do pH do
letrolito SODIE 0 SPCE......c.uiiiiiiieeeee ettt 44
Figura 13. Voltamogramas ciclicos para TBF 70 pmol L™ para diferentes eletrélitos
N0 GCE. ..ottt ettt ettt st e b e st e ne e en 45
Figura 14. Voltamogramas ciclicos para a TBF 70 umol L' sobre o GCE em

diferentes concentragdes de tampdo BR (pH 6,0) com velocidade de varredura de 50 mV s™.

Figura 15. Voltamogramas ciclicos para TBF 70 pmol L™! para diferentes eletrélitos
N0 SPCE. ...ttt b bbbttt et a e bbbttt 47
Figura 16. Voltamogramas ciclicos para a TBF 70 umol L' sobre o SPCE em

diferentes concentracdes de HSO4 com velocidade de varredura de 50 mV st .................... 48



Figura 17. Voltamogramas ciclicos para 70 umol L' de TBF sobre o GCE com

variacdo da velocidade de varredura de 10 — 175 MV 8™ oo 49
Figura 18. (A) Grafico da Ip vs v para 70 umol L' de TBF sobre o GCE. (B) Ip vs
Vet 50
Figura 19. Gréfico do log I vs log v para 70 pmol L' de TBF sobre o GCE. .......... 50
Figura 20. Voltamogramas ciclicos para 70 pmol L de TBF sobre o SPCE com
variacdo da velocidade de varredura de 10 —200 MV S ...oooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeen, 51
Figura 21. (A) Gréfico da Ip vs v para 70 umol L' de TBF sobre o SPCE. (B) Ip vs
Vet 52
Figura 22. Grafico do log I vs log v para 70 pmol L' de TBF sobre o SPCE.......... 52

Figura 23. Voltamogramas para TBF (70 umol L) sobre a superficie do GCE, em
tampao BR 0,1 mol L' (pH 6) utilizando as técnicas LSV, DPV e SWV, em diferentes
velocidades de varredura: (A) 10 mV s, (B) 50 mV s™!, (C) 100 mV s e (D) 200 mV s, ..53

Figura 24. Voltamogramas de SWV sobre o GCE com a variacdo dos pardmetros
experimentais e dependéncia da corrente resultante com a variacao do incremento de potencial
(A,B); variacdo de frequéncia (C,D) e variagdo da amplitude (E,F). .....ccccoevvivviienieniieiene. 54

Figura 25. Voltamogramas para TBF (70 umol L) sobre a superficie do SPCE, em
H,>S04 0,1 mol L' (pH 3) utilizando as técnicas LSV, DPV e SWV, em diferentes velocidades
de varredura: (A) 10 mV s, (B) 50 mV s, (C) 100 mV s e (D) 200 mV s, ...coovvvvevnneeee. 56

Figura 26. Voltamogramas de SWV sobre o SPCE com a variagdo dos parametros
experimentais e dependéncia da corrente resultante com a variagdo do incremento de potencial
(A,B); variacdo de frequéncia (C,D) e variacdo da amplitude (E,F). ....ccccoeviiniiiniiniine. 57

Figura 27. Relagdo entre o potencial de pico e o logaritmo da frequéncia no GCE. 58

Figura 28. Mecanismo sugerido para o processo de oxidacao de TBF na superficie do
GCE. ettt ettt a ettt h bt a e eh e bt et e h bt et h bt e et ae e 59

Figura 29. Mecanismo de oxida¢do de TBF.Adaptado de Chengyin Wang, 2007...59

Figura 30. (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentragdes de
TBF no GCE e a (B) curva analitiCa..........cceecuveeeiiiieiiiieeccieecee et e e 62

Figura 31. (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentragdes de
TBF no SPCE e a (B) curva analitiCa. ...........cccuierieeiieniieeiieeieeieeete ettt s 64

Figura 32. Resposta de corrente relativa de cada interferente potencial. (A) no GCE;

(B) 110 SPCE. ..eooevveoeeveeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeseeeees e eess e e s s e eesseseesseeseessessessseeeees s eeeseeesesseeeesrens 67



12

Figura 33. Avaliagdo da repetibilidade interdia no GCE. (A) Voltamogramas ¢ (B)
Grafico de barras correspondente (N=5). .....ccccuiiriiieriieeeiie et eee e e e sree v e e sereeeseeeeenes 68
Figura 34. Avaliagdo da repetibilidade interdia no SPCE. (A) Voltamogramas e (B)
Grafico de barras corresSpondente (N=5). .....c.eecuierieriiierieeiierieeieeeieerree e eiee e eaeesereeseeseneas 69
Figura 35. Voltamogramas no GCE do doseamento de TBF em (A) matérias primas e
(B) COMPTIIMIAO. ...evviiiiiieeiiie ettt e e et e e s e e st eesstaeesssaeessseeesssaeessseeensseeesseennns 70
Figura 36. Voltamogramas no SPCE do doseamento de TBF em (A) matérias primas
€ (B) COMPIIMIAO. .. .eiiiiieiieiie ettt et e et e e e ite e bt e sabeensaesabeenseeenseenseesnseas 70
Figura 37. Estudos de recuperacdo por HPLC de amostras de TBF. (A) MPA; (B)
MPB; (C) MPC; (D) Comprimido e (E) Padrao. As condi¢des cromatograficas estdo descritas

N1 SESSAO 4. et —————ee e et ——————————ettan—————aaeeeetua———————— 73



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Propriedades fisicas, quimicas e eletroquimicas desejadas para um eletrodo

Tabela 2. Vantagens e desvantagens dos procedimentos de modificagdo comumente
UEHIZAAOS. ¢ttt ettt et e a e bt et eat e bt et et e bt et e e enaeen 26
Tabela 3. Aplicagdo do eletrodo de carbono vitreo em diferentes amostras
FATIMACEULICAS. . vieiiiieeiee ettt et e et e et e e et e e e te e e s beeesateeessseeesssaeesssaeesseeesssaeassseeensseennsseennes 29
Tabela 4. Aplicacdo do eletrodo impresso de carbono em diferentes amostras
FATINACEULICAS. ..ottt ettt et h ettt s st et et saeesbe et e saeebeenee 31
Tabela 5. Parametros a serem considerados na validacao analitica. ......................... 34

Tabela 6. Parametros analiticos para a determinacdo voltamétrica de TBF no GCE.

Tabela 8. Trabalhos envolvendo a determinacdo de TBF através de técnicas
VOILAIMELTICAS. ..ottt ettt ettt et e et e et e e eab e e bt e sate e beeeabeenbeeeabeeseesaneas 65
Tabela 9. Parametros estatisticos obtidos a partir das analises por GCE e SPCE das
AMOSLIAS A€ TBE. ..ottt st 72
Tabela 10. Parametros estatisticos obtidos a partir das analises por HPLC das amostras
4 S 3 SRR 72
Tabela 11. Aplicagdo do teste estatistico t de Student para o0 método proposto pelo
GCE em comparag@o com 0 HPLC. .......cccciiiiiiiiiieece et 73
Tabela 12. Aplicacdo do teste estatistico t de Student para o método proposto pelo

SPCE em comparacdo com 0 HPLC. ..ot 73



TBF
ERG1
LSV
Cv
DPV
SWV
GCE
SPCE
Pt

BDD

HPLC

UPLC

EIS

LOD

LOQ

Ep
Ip

MPA
MPB
MPC

14

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Cloridrato de terbinafina

Enzima esqualeno epoxidase

Voltameria linear (do inglés, linear sweep voltammetry)

Voltametria ciclica (do inglés, cyclic voltammetry)

Voltametria de pulso diferencial (do inglés, differential pulse voltammetry)
Voltametria de onda quadrada (do inglés, square wave voltammetry)

Eletrodo de carbono vitreo (do inglé€s, glassy carbono electrode)

Eletrodo de carbono impresso (do inglés, screen printed carbono electrode)
Eletrodo de platina

Eletrodo de ouro

Eletrodo de diamante dopado com boro (do inglés, boron doped diamond
electrode)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, high performance liquid
chromatography)

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (do inglé€s, ultra performance liquid
chromatography)

Espectroscopia de impedancia eletroquimica (do inglés, electrochemical
impedance spectroscopy)

Limite de detec¢do (do inglés, limit of detection)

Limite de quantificacao (do inglés, limit of quantification)

Potencial de pico

Corrente de pico

Densidade de corrente

Velocidade de varredura

Matéria prima A

Matéria prima B

Matéria prima C



2.2

2.3

24

2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

4.2

4.3

4.4

5.2
5.3

5.4

5.5
5.6

SUMARIO

INTRODUGCAQ ...eeeerercnenenenenesesesesesesesesesesssesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 17
REVISAO BIBLIOGRAFICA .......oovuerrerrerreesessessesssssssssessssessessessessessessesssssssessesss 18
Infeccoes fingicas e derivados de alilaminas.......................ocooiiiiiiiiiiien, 18
Cloridrato de Terbinafina ................cooiiiiiiiiiiice e 19
Determinacio de cloridrato de terbinafina................................ 21
Métodos eletroanaliticos ................coooiiiiiiiiiiiiiiiiei e 22
VOItameEtria .....oooooiiiiiiiii ettt et 24
Eletrodos de trabalho ... 25
Eletrodo de carbono VItreo ................ccoooiiiiiiiiiiiiienie e 28
Eletrodos IMPIeSSOS..........oooviiiiiiiiiiiiiieieiiiieeeeiieee e et e e e etreeeessaeeeeesneeeesesnsaeeeennes 29
Controle de qualidade e validacio analitica .....................cccooeviiiiniiiiniiee, 32
OBIETIVOS cuuiitiitictinstinsntsssisssnsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssns 35
ODJEtivo Geral ...........ooooiiiiiiiiiiie e e e e e e e e 35
ODbjetivos eSPECIfiCOS. ...........ooviiiiiiiiiiiiieee et e e 35
MATERIAIS E METODOS ......cucueueresressessessessessessessesssssssssessessessessessessessssassesss 35
Reagentes € SOIUCOES ............ooccuviiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e s eaaee e e 35
Equipamentos e medidas eletroquimicas ................cccccooeeiiiiiiiiniiinniiece e 36
Preparo das amoOSEIas. ...............oooiviiiiiiiiiiiiee e e e 37
MEtOdO COMPATALIVO .......oooeviieiiiieiie ettt e e e e e e e taeeeeneesnneeenes 38
RESULTADOS E DISCUSSAQ ...c.ouuinrincnsinsiscnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 38
Caracterizacao eletroquimica dos eletrodos ...............c..cccooviiiiiiiniiiiniieiieeee, 38
Comportamento eletroquimico do cloridrato de terbinafina..............ccccueeueeeneen. 39
Efeito do PH ... e et 41
Influéncia do eletrolito SUPOIte ................cociiiiiiiiiiiii e 45
Influéncia da velocidade de vVarredura ...........eceeveecsersecsuecsenssessancssssesssessasssnsnne 48

Sele¢do da técnica voltamétrica e otimizacio dos parametros experimentais.... 53



5.7

5.8

5.9

5.10

16

MecaniSmo de FEACAD ...........ccuvviiiiiiiiiiiiiiiieeeee et e e e e e e rrre e e e e e e e e earraaeeeeas 58
Curva de calibragao ..............ccooooiiiiiiiii e 62
Seletividade e repetibilidade ...................ccoocooiiiiiii e 66

Determinacao de Cloridrato de Terbinafina em matéria prima e comprimidos 69

CONCLUSAOQ caeeeeeeeeenrsensssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssnes 76

RETEIEIICIAS. .. ceeereeerereeeeceeeereessaseeseessecssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 78



1 INTRODUCAO

Pertencente a classe das alilaminas, o cloridrato de terbinafina (TBF) ¢ um antifingico
disponivel tanto para uso topico quanto oral. Devido ao seu perfil micologico e farmacocinético
vantajosos, este farmaco ¢ amplamente utilizado no tratamento de diversas condi¢des fungicas,
como dermatofitoses, pitiriase versicolor e candidiase cutanea. Além disso, a TBF ¢ eficaz no
combate a infecgdes fungicas superficiais, como dermatite seborreica, tinea capitis €

onicomicose (KANAKAPURA; PENMATSA, 2016).

Devido a sua importancia terapéutica, a determinagao de TBF em produtos farmacéuticos e
fluidos fisioldgicos humanos ¢ de grande relevancia, tanto para o controle de qualidade das

preparagdes quanto para o diagnodstico clinico (GUPTA, A. K. et al., 2005).

De acordo com a literatura, a cromatografia liquida de alta performance ¢ a metodologia
mais utilizada para a determinacdo de TBF. Além desta técnica, sdo utilizados também a
espectrofluorimetria, espectrofotometria, eletroforese capilar e técnicas eletroquimicas
(WANG et al., 2008). Entre as técnicas mencionadas acima, as técnicas eletroanaliticas,
incluindo a voltametria, se destacam devido a vantagens como custo moderado, portabilidade,
alta sensibilidade e seletividade, rapida resposta analitica e capacidade de andlise em amostras
com matrizes complexas (OZKAN; KAUFFMANN; ZUMAN, 2015). A determinagdo de TBF

por meio da voltametria € possivel devido a sua natureza eletroativa.

Nos tltimos anos, os sensores eletroquimicos tém desempenhado um papel fundamental em
diversas areas de pesquisa, com destaque para os eletrodos de carbono. Estes eletrodos possuem
caracteristicas quimicas e estruturais unicas, o que os torna extremamente atrativos para estudos

eletroquimicos e aplicagdes eletroanaliticas (DE ROOI1J, 2003).

Em especial, o uso de eletrodos impressos de carbono representa uma ferramenta analitica
que atende a crescente demanda por analises rapidas, sensiveis, seletivas e economicas. Esses
eletrodos sdo capazes de fornecer resultados precisos e confidveis em um curto espago de
tempo, tornando-os ideais para uma variedade de aplica¢des analiticas (MOHAMED, 2016).

Além disto, uma das vantagens dos métodos eletroanaliticos ¢ a capacidade de determinar o
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analito sem a necessidade de separacdo ou pré-tratamento da amostra (ORLANDO

FATIBELLO FILHO et al., 2022).

Nesse contexto, este trabalho investigou pela primeira vez na literatura a utilizacao de
eletrodos de carbono ndo funcionalizados como uma alternativa no doseamento de matérias
primas e comprimidos farmacéuticos comerciais de cloridrato de terbinafina, contribuindo para

o avango das técnicas eletroquimicas na analise de farmacos e medicamentos.

2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Infeccoes flingicas e derivados de alilaminas

Infecgdes fungicas representam uma ameaga séria e continua para a saude e vida humana.
Essas infecgoes podem ser classificadas em trés tipos principais: reacdes alérgicas a proteinas
fingicas, reacdes toxicas a toxinas presentes em certos fungos e infec¢des propriamente ditas,
também conhecidas como micoses (KATHIRAVAN et al., 2012).

Individuos saudaveis podem ser afetados por uma variedade de infec¢des, que podem ser
superficiais, afetando a pele e mucosas, ou até mesmo sistémicas, afetando 6rgaos internos. Os
fungos podem causar desde infec¢des simples, como pé de atleta e infeccdes nas unhas, até
doencas graves que representam risco de vida, como a histoplasmose (KATHIRAVAN et al.,
2012).

Muitas dessas infecgdes sdo causadas por patdgenos oportunistas, que podem estar
naturalmente presentes no proprio organismo (infecgdes por Candida spp.) ou ser adquiridos
do ambiente, como no caso de infeccdes por Cryptococcus spp. e Aspergillus spp.
(KATHIRAVAN et al., 2012). Além disso, esses fungos podem se aproveitar de situagdes de
vulnerabilidade, como o comprometimento do sistema imunologico, para se proliferarem e
causarem infec¢des mais graves.

De forma geral, os medicamentos antifingicos atuam em diferentes locais para combater as
infecgdes fungicas (Figura 1). Estes tém efeitos na sintese de componentes da membrana e
parede celular, na permeabilidade da membrana, na sintese de acidos nucleicos e na funcdo dos

microtubulos/fuso mitético (UTZ; GOODMAN; GILMAN, 1966).



Figura 1. Locais de acdo dos antifungicos (UTZ; GOODMAN; GILMAN, 1966).
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Fonte: Adaptado de Goodman et al., 1996

Agentes fungicidas sintéticos, como as alilaminas, atuam bloqueando a biossintese do
ergosterol por meio da inibicdo reversivel e ndo competitiva da enzima esqualeno epoxidase
(ERG1). Essa enzima ¢ responsavel pela conversao de esqualeno em 2,3-epdxido de esqualeno.
A 1inibicao dessa atividade enzimatica resulta no acumulo de esqualeno, o que pode aumentar a
permeabilidade e causar desorganizag¢ao celular. Entre os membros importantes desse grupo

estdo a naftifina e o cloridrato de terbinafina (CAMPOY; ADRIO, 2017).
2.2 Cloridrato de Terbinafina

A TBF (Figura 2) ¢ um derivado da alilamina, quimicamente representado como
Cloridrato de (E)-N,6,6-trimetil-N-(naftalen-1-ilmetil)hept-2-en-4-in-1-amina. Com uma
massa molecular de 327,89 g mol™ e férmula molecular C21H26NCl, apresenta uma temperatura
de fusdo variando entre 195-198 °C. Quanto a solubilidade, este farmaco ¢ livremente soluvel
em metanol e diclorometano, solivel em etanol e apresenta ligeira solubilidade em agua
(KANAKAPURA; PENMATSA, 2016). De acordo com o Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica (BCS), a TBF pertence a classe II, caracterizada por alta permeabilidade e

baixa solubilidade.
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Figura 2. Estrutura molecular de TBF.

+ HCI

Fonte: elaborado pelo autor.

Assim como outras alilaminas, a TBF atua inibindo a sintese de ergosterol por meio da
inibicdo da enzima esqualeno epoxidase. Esse mecanismo de a¢do impede o crescimento da
parede celular de fungos e bactérias, levando & morte da célula, uma vez que seu contetido fica

desprotegido (KELLER, 2012).

A TBF ¢ uma molécula altamente lipofilica e apresenta caracteristicas farmacocinéticas
distintas, dependendo da forma de administragao, seja em creme topico ou comprimidos orais.
Quando aplicada topicamente, se dissolve nos lipidios da pele, permitindo a penetragdo no
estrato corneo. A absorcdo sistémica ¢ limitada, agindo principalmente no local de aplicacio

(GUPTA, A. K.; MAYS; FOLEY, 2020).

Ja por via oral, rapidamente se distribui pelo organismo, acumulando-se nos tecidos
lipidicos, como pele, unhas e cabelo. A lipofilicidade permite concentra¢des efetivas nos locais
de infecgao fungica, afetando a integridade e fungao dos fungos. Além disso, contribui para a
retencdo e liberacdo lenta do medicamento no local de aplicagcdo, garantindo uma agao

prolongada (GUPTA, A. K.; FOLEY, 2020).

De forma geral, a TBF ¢ utilizada topicamente no tratamento de dermatofitoses, pitiriase
versicolor, candidiase cutanea e outras infec¢des fungicas superficiais, como dermatite
seborreica, tinea capitis e onicomicose. Por conta de sua eficacia, ¢ frequentemente indicada

para terapias de curta duracdo (GUPTA, A. K. et al., 2003).



Virias formulagdes de TBF estdao disponiveis no mercado. No Brasil, € possivel encontrar
na forma de comprimidos de 250 mg para tratamento oral, bem como pomada dermatoldgica
contendo 1% do principio ativo. Nos Estados Unidos, além dos comprimidos, estdo disponiveis
cremes e géis topicos, granulos orais de 125 mg e 187,5 mg, bem como um spray liquido

contendo 15 mgmL™! de ativo (KELLER, 2012).

Devido a sua importancia terapéutica, hd uma variedade de estudos analiticos descritos
para a determinagao deste farmaco em diferentes matrizes, como amostras farmacéuticas,

fluidos corporais e outros materiais bioldgicos. (KANAKAPURA; PENMATSA, 2016).
2.3 Determinacao de cloridrato de terbinafina

Diversas metodologias analiticas sdo relatadas na literatura para a determinacao de TBF
em amostras farmacéuticas, como por exemplo técnicas espectrofotométricas (CARDOSO;
SCHAPOVAL, 1999), espectrofluorimétricas (BELAL et al.,, 2013), cromatograficas
(TAGLIARI et al, 2010a), microbiologicas (CARDOSO; SCHAPOVAL, 2000),
eletroforéticas capilares (MIKUg; VALASKOVA; HAVRANEK, 2005) e eletroquimicas
(MIELECH-LUKASIEWICZ; DABROWSKA, 2014a).

De acordo com a Farmacopeia Americana (USP) , o doseamento de padrao de referéncia
de TBF pode ser realizado tanto por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
acoplado ao detector UV com leitura em 254 nm, como por titulacdo acido-base com o ponto
final determinado potenciometricamente (THE UNITED STATES PHARMACOPEIAL
CONVENTION, 2009).

A andlise por HPLC com detector UV ¢ amplamente empregada na determinacdo de
medicamentos em produtos farmacéuticos. Por outro lado, para a andlise em amostras
biologicas, a HPLC com detector MS/MS (espectrometria de massas em tandem) ¢ a técnica
ideal, combinando a capacidade de separagao da HPLC com a sensibilidade e seletividade do
MS (RUSSO et al., 2018). No entanto, ¢ importante mencionar algumas desvantagens, como o
custo e a manuten¢do do equipamento, bem como o tempo de execucao relativamente longo e
o consumo de grandes volumes de solventes organicos caros, que geram problemas no descarte

de residuos (KANAKAPURA; PENMATSA, 2016).
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Neste contexto, as técnicas eletroquimicas vém ganhando espaco por oferecerem alta
sensibilidade, tempos de analise curtos e redu¢do no consumo de solvente, volume de amostra
e tempo de preparagdo da amostra, utilizando instrumentagdo barata em comparagdo com

técnicas espectrofotométricas ou de separagdo (POZA-NOGUEIRAS et al., 2019).

Por exemplo, Katarzyna et al. investigaram a oxidacao eletroquimica de TBF utilizando
eletrodos de diamante dopado com boro (BDD) e carbono vitreo (GCE). Os estudos
empregaram técnicas voltamétricas, incluindo voltametria ciclica (CV), voltametria de pulso
diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV). Através do uso do BDD, obteve-se
uma relagio linear entre corrente e concentracio entre 5,44 x 107 e 5,18 x 10° mol L' com
SWV eentre 7,75 x 107 € 8,55 x 10° mol L! com DPV. No GCE, obteve-se uma relagio linear
entre 7,75 x 107 ¢ 8,55 x 10°® mol L' com SWV e entre 7,75 x 10”7 ¢ 1,05 x 10° mol L' com
DPV. A sensibilidade, precisao e seletividade dos métodos foram avaliadas. Estes eletrodos
foram aplicados para determinar a concentragdo de terbinafina em preparagdes farmacéuticas,

como comprimidos e creme (MIELECH-LUKASIEWICZ et al. , 2014).

Ja Wang et al. desenvolveram um eletrodo de carbono vitreo modificado com acido
cisteico e nanotubos de carbono (CNTs) com base na oxidagdo eletroquimica da L-cisteina. A
presenca do acido cisteico, que possui propriedade de troca cationica, resultou em um aumento
significativo na resposta de corrente, permitindo a determinacao sensivel de TBF por
voltametria. Com o uso da técnica DPV, obteve-se uma relagao linear da concentracao na faixa
de 8,0x 10®a 5,0 x 10 mol L. Esse método possibilitou a determinagao eletroanalitica direta
da terbinafina em fluidos biologicos, eliminando a necessidade de pré-tratamento da amostra

(WANG et al., 2008).

A determinagdo de TBF por voltametria ¢ viavel devido a sua natureza eletroativa. Nesta
técnica, as informagdes sobre o analito sao obtidas por meio da medida da corrente em relagdo

ao potencial aplicado, sob condi¢des de polarizagdo do eletrodo (GUPTA, V. K. et al., 2011).

2.4 Meétodos eletroanaliticos

Os métodos eletroanaliticos s3o técnicas analiticas que envolvem a medi¢do de
propriedades elétricas, como potencial, corrente, resisténcia ou carga elétrica de um analito ou

de um processo envolvendo o analito. Essas medidas podem ser utilizadas tanto de forma



qualitativa quanto quantitativa para caracterizar e quantificar espécies quimicas (BRETT;

BRETT, 1993)

A Figura 3 apresenta um diagrama que classifica os diferentes métodos empregados na
eletroanalise. Esses métodos sdo divididos em ndo interfaciais, baseados na condutometria, e
interfaciais. Os métodos interfaciais sdo subdivididos em dindmicos e estaticos, dependendo da
passagem de corrente pelo sistema. Os métodos estaticos, nos quais a corrente entre o eletrodo
indicador e o eletrodo de referéncia ¢ praticamente nula (métodos potenciométricos),
contrastam com os métodos interfaciais dindmicos, nos quais hd passagem de corrente pela

interface (com potencial ou corrente controlados) (DE ROOIJ, 2003).

Figura 3. Classificacdo dos métodos eletroanaliticos.
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Fonte: Adaptado de SKOOG et al., 2009.

Entre os métodos interfaciais dindmicos com potencial controlado, destaca-se a voltametria,
amplamente utilizada na eletroandlise, que pode ser dividida em vérios subgrupos (BRETT;

BRETT, 1993).
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Uma das vantagens dos métodos eletroanaliticos ¢ a capacidade de determinar o analito
sem a necessidade de separagdo ou pré-tratamento da amostra. Além disso, essas determinagoes
podem ser realizadas de forma simultdnea ou sequencial com outros analitos presentes na
amostra. Os métodos também permitem a especiacdo quimica de uma mesma espécie e, na
maioria das vezes, sdo sensiveis e de baixo custo. Muitos desses métodos podem ser
miniaturizados e/ou utilizados in situ, onde a analise € necessaria, como por exemplo, em testes
de ponto de cuidado, analise de amostras ambientais, entre outros (ORLANDO FATIBELLO
FILHO et al., 2022).

2.5 Voltametria

Entre as diversas técnicas eletroanaliticas disponiveis, destaca-se a voltametria. Nesta
técnica, as informagdes sobre o analito sdo obtidas por meio da medicao da corrente em funcao
de um potencial aplicado, com o eletrodo sendo polarizado. E realizada em uma célula
eletroquimica com trés eletrodos. Durante os experimentos, a corrente flui entre o eletrodo de
trabalho e o contraeletrodo, enquanto o potencial do eletrodo de trabalho ¢ medido em relagao

ao eletrodo de referéncia (SKOOG et al., 2005).

De forma mais detalhada, o eletrodo de trabalho (WE) representa a interface onde ocorre
o processo de interesse do estudo, como a oxidag¢do ou redugdo das espécies quimicas. Ja o
eletrodo auxiliar ou contraeletrodo (CE) ¢ a interface onde ocorre o processo oposto ao do
eletrodo de trabalho. Ou seja, ele atuard como catodo quando o WE for anodo e como anodo
quando o WE for catodo. Este eletrodo ¢ indispensavel para manter a eletroneutralidade da
solu¢do e nao limitar o processo de interesse. Por fim, o eletrodo de referéncia (RE) ¢ a
referéncia para a aplicacdo ou medida de potencial do WE. O RE ¢ geralmente formado por
duas interfaces em equilibrio, de modo que o potencial ndo seja modificado por pequenas

perturbagdes na quantidade de ions da solugao (ORLANDO FATIBELLO FILHO et al., 2022).

De forma geral, a voltametria ¢ amplamente empregada por quimicos analiticos,
inorganicos, fisico-quimicos e bioquimicos para estudos fundamentais de processos de
oxidacdo e redugdo em varios meios, processos de adsor¢do as superficies e mecanismos de
transferéncia de elétrons nas superficies de eletrodos. Para fins analiticos, diversas formas da

voltametria encontram-se em uso atualmente (SKOOG et al., 2005).



Os principais modos de operagao voltamétricos incluem o linear, ciclico, pulso
diferencial e onda quadrada. Na voltametria linear (LSV), o potencial aplicado ao eletrodo de
trabalho varia linearmente com o tempo. No entanto, essa técnica ndo ¢ muito sensivel devido
a contribuicdo da corrente capacitiva (ruido), o que a torna menos adequada para aplicacdes

quantitativas (SKOOG et al., 2005).

A voltametria ciclica (CV) ¢ comumente o experimento inicial em um estudo. Sua
eficécia reside na capacidade de observar rapidamente o comportamento redox em uma ampla

faixa de potenciais (GUPTA, V. K. et al., 2011).

As técnicas pulsadas, como a voltametria de pulso diferencial (DPV), sdo capazes de
aumentar a sensibilidade e reduzir os limites de detec¢do de espécies eletroativas. Por outro
lado, a voltametria de onda quadrada (SWV) ¢ uma técnica diferencial de grande amplitude na
qual uma forma de onda ¢ composta por ondas quadradas simétricas (GUPTA, V. K. ef al.,

2011).

Por fim, uma das principais vantagens da SWV em compara¢do com outras técnicas
voltamétricas ¢ que sua teoria e os modelos matematicos utilizados para diagnosticar tipos de
processos redox foram desenvolvidos considerando também as reagdes redox totalmente

irreversiveis (DE SOUZA et al., 2004).

Em geral, as técnicas voltamétricas demonstram excelente seletividade e sensibilidade,
pois o analito pode ser prontamente identificado pelo seu potencial de pico voltamétrico. No
entanto, a sensibilidade da analise voltamétrica ¢ amplamente determinada pela eficiéncia do
eletrodo de trabalho. Portanto, ao utilizar diferentes eletrodos de trabalho ou modificar sua
superficie, € possivel alterar a reatividade para melhorar seu desempenho (POURNARA et al.,

2019).

2.6 Eletrodos de trabalho

O eletrodo de trabalho ¢ um dos trés eletrodos em uma célula eletroquimica usada na

técnica de voltametria. Ele ¢ responsavel pela reacao eletroquimica de interesse durante a
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analise. Na tabela 1 sdo apresentadas algumas propriedades desejaveis dos eletrodos so6lidos

para serem aplicados em eletroanalise (CHESNEY, 1996).

Tabela 1. Propriedades fisicas, quimicas e eletroquimicas desejadas para um eletrodo ideal

Alta condutividade elétrica

Dureza elevada e duravel

Microestrutura homogénea em todo o volume

Propriedades fisicas, quimicas ¢ eletronicas reprodutiveis

Estabilidade quimica

Corrente de fundo baixa e estavel

Estabilidade morfoldgica e microestrutural em uma ampla faixa de potencial de trabalho

Cinética rapida de transferéncia eletronica para uma ampla gama de sistemas Redox

Facilmente fabricado, modelado e de baixo custo

Fonte: Adaptado de Fatibello et al, 2022.

Entre os principais eletrodos de trabalho solidos utilizados, destacam-se os eletrodos
metalicos (como platina, ouro, niquel, prata e cobre), amalgamas (mercurio e ligas de mercurio
com outros metais), filmes de bismuto, eletrodos ndo metalicos (carbono grafite e carbono
vitreo) e diamante dopado com boro (BRETT; BRETT, 1993).

Além disso, os eletrodos de trabalho podem ser modificados com materiais condutores
e semicondutores. Essas modificagdes visam aumentar a sensibilidade e a seletividade das
medidas eletroquimicas (MURRAY, 1980).

Existem vérias metodologias para modificar os eletrodos, cada uma com suas
vantagens e desvantagens. Essas modifica¢cdes podem resultar em eletrodos mais sensiveis e
seletivos, mas também podem aumentar a complexidade e os custos da analise. A escolha da
metodologia de modificacdo deve levar em consideragdao esses fatores, bem como as
caracteristicas da amostra e a precisio requerida na andlise. Alguns exemplos estdo citados na

Tabela 2 (BOUMYA et al., 2021).

Tabela 2. Vantagens e desvantagens dos procedimentos de modificagdo comumente utilizados.

Técnica Vantagens Desvantagens

-Operagao simples, facil acesso ao | -Requer supervisdo cuidadosa para

Pasta equipamento e baixo custo; alcangar reprodutibilidade.




-Melhor estabilidade que filmes

-Rapido e facil de produzir

-Dificil controlar uniformidade da

pasta

Formagao de filme (técnica de

-Baixo custo.

-Rapido e facil, pode produzir

-Os filmes ndo sdo uniformes.

-Controlar a espessura, porosidade

drop casting) filmes relativamente espessos. do filme em areas grandes ¢
dificil.
-O material deve ser soluvel.
-Baixo custo -Configurac¢do do processo,
-Facil de implementar. corrente ou tensao necessaria.
- Controle preciso da espessura do
Eletrodeposigdo filme e uniformidade. -A configurac¢do ¢ o manuseio sdo

mais complicados do que outros
métodos baseados em deposicao

direta.

Polimerizagdo eletroquimica

-Facilidade de sintese.

- Controle reproduzivel sobre a
espessura do filme.
-Capacidade de usar diversas
geometrias de eletrodos.

- Dopagem ¢ simultanea.

-Dificil remover o filme da
superficie do eletrodo.
-A modificagdo pos-covalente do

modificador em massa ¢ dificil.

Fonte: Adaptado de Boumya et al, 2021.

De forma geral, os eletrodos nao modificados sdo uma opgao interessante quando ndo se
necessita de alta sensibilidade. Eles oferecem um sistema mais simples e estavel, com custos

reduzidos de produgdo e uso (REDIVO et al., 2018).

No controle de qualidade das industrias farmacéuticas, sdo comumente utilizados alguns
tipos de eletrodos de trabalho para analise quantitativa. Entre eles, destacam-se o eletrodo de
carbono vitreo (GCE), o eletrodo de platina (Pt), o eletrodo de ouro (Au) e, mais recentemente,
os eletrodos de carbono impressos (SPCE) (ANTONACCI et al., 2020; CLARES et al., 2022;
SIMOES; XAVIER, 2017). Esses eletrodos desempenham um papel essencial no controle de
qualidade dos produtos farmacéuticos, permitindo a determinacao exata de substincias ativas,

impurezas e outros parametros relevantes (CAVALHEIRO et al., 2012).

Neste contexto, os sensores eletroquimicos podem auxiliar no desenvolvimento de
métodos analiticos validados em conformidade com as regulamentacdes da industria

farmacéutica (KAUFFMANN; VIRE, 1993).
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2.7 Eletrodo de carbono vitreo

Os eletrodos de carbono se destacam devido as suas propriedades nao toxicas, baixo custo,
boa condutividade elétrica, ampla faixa de potencial e a capacidade de utilizagdo tanto em meios
aquosos quanto nao aquosos (USLU; OZKAN, 2007). Sua ampla faixa de potencial € resultado
de uma reagdo de oxidacdo com cinética lenta, o que os torna vantajosos em comparagdo com
os eletrodos metalicos. Adicionalmente, os eletrodos de carbono apresentam correntes de
oxidagdo de fundo significativamente menores do que os eletrodos metélicos

(MICHALKIEWICZ; SKORUPA; JAKUBCZYK, 2021).

Os eletrodos de carbono mais conhecidos podem ser classificados em duas categorias:
homogéneos e heterogéneos. Na categoria homogénea, estdo inclusos o carbono vitreo, grafite,
fulerenos, nanotubos de carbono e o diamante. Ja na categoria heterogénea, encontram-se as
pastas de carbono (USLU; OZKAN, 2007). O desempenho analitico desses eletrodos ¢
amplamente influenciado pelo tipo de carbono e pelo método de pré-tratamento empregado

(BAIG; SAJID; SALEH, 2019).

O eletrodo de carbono vitreo ¢ amplamente utilizado devido as suas excelentes propriedades
mecanicas e elétricas, ampla faixa de potencial, natureza quimicamente inerte e
impermeabilidade a gases. E praticamente hermético, exibe uma porosidade extremamente
baixa, conduz eletricidade e contém pequenas quantidades de gases e outras impurezas. Além
disso, ¢ facilmente montado, polivel e compativel com todos os solventes comuns, apresentando
um desempenho relativamente reprodutivel (USLU; OZKAN, 2007). O material é preparado
submetendo os precursores organicos a uma série de tratamentos térmicos a temperaturas de até
3000 °C, por meio de um programa de aquecimento cuidadosamente controlado em atmosfera
inerte. O processo de carbonizacdo ¢ realizado muito lentamente, aumentando a temperatura
entre 300 e 1200 °C para garantir a eliminac¢do de oxigé€nio, nitrogénio e hidrogénio. Devido a
sua alta densidade e pequeno tamanho de poro, nenhum procedimento de impregnagdo ¢é
necessario. O carbono vitreo também ¢ altamente resistente a corrosdao acida, e sua estrutura
consiste em planos grafiticos organizados aleatoriamente em uma topologia complexa,

contendo 100% de sp? (USLU; OZKAN, 2007).



Os eletrodos de carbono vitreo sdo frequentemente polidos com alumina ou pasta de
diamante para melhorar seu desempenho. A ativagao térmica € outra técnica utilizada para
aumentar a taxa de transferéncia de elétrons. Além disso, o pré-tratamento eletroquimico, como
a ciclagem entre +1,0 e -1,0 V, cria uma superficie ativa e reproduzivel, melhorando seu
desempenho analitico. Essas técnicas podem ser aplicadas para investigar a seletividade e a

sensibilidade desses eletrodos (HOLZE, 1994; MCCREERY, 2021).

Exemplos de eletrodos de carbono vitreo para determinacao de produtos farmacéuticos em

suas formas farmacéuticas estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3. Aplicacao do eletrodo de carbono vitreo em diferentes amostras farmacéuticas.

Farmaco Método LOD Aplicacao Referéncia
Zolpidem DPV 2x1077 molL! Comprimidos (RADI; BEKHIET;
WAHDAN, 2004)
Metronidazol DPV 6x10”° molL! Diferentes formas (LU et al., 2004)
farmacéuticas
Simvastatina DPV 2.7x107 molL"! Comprimidos (CORUH;
SWV 5.5x107 molL"! Soro OZKAN, 2006)
Carvedilol AdSDPV 2.06x10” molL™! Comprimidos (DOGAN;
AdSSWV 2.37x10” molL™! Fluidos bioldgicos OZKAN, 2005)

2.8 Eletrodos impressos

Atualmente, os testes laboratoriais comerciais sao frequentemente complexos e caros,
o que dificulta sua aplicacao em situagdes de controle de qualidade, monitoramento ambiental
e de saude no local, conhecidas como in situ e ponto de atendimento. Para contornar esses

desafios, os eletrodos impressos t€m sido cada vez mais utilizados, reduzindo a necessidade de
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transporte ¢ preparacao de amostras para laboratorios centralizados. Esses eletrodos oferecem
uma alternativa acessivel e eficaz, permitindo que os pesquisadores realizem medigdes no local,

onde sdo mais necessarias (MOHAMED, 2016).

A fabricacdo dos eletrodos impressos envolve a técnica de impressao em tela. Essa
técnica permite a produgdo em massa de eletrodos de filme espesso com diversas aplicagdes
em eletroquimica e sensoriamento. Os eletrodos impressos sao compostos por camadas de tintas
condutivas ou ndo condutivas depositadas sequencialmente em substratos inertes (GARCIA-

MIRANDA FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021).

Diferentes tipos de eletrodos impressos podem ser fabricados, dependendo das tintas
utilizadas e das aplicacdes pretendidas. Os eletrodos impressos mais comuns incluem eletrodos
de carbono, eletrodos de metal (como ouro e platina) e eletrodos de prata. Cada tipo de eletrodo
possui caracteristicas especificas que os tornam adequados para diferentes aplicacdes

(GARCIA-MIRANDA FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021).

Os eletrodos impressos de metal, como ouro e platina, sdo utilizados em aplicagdes
que requerem maior resisténcia a corrosdo e maior estabilidade quimica. Eles sio comumente
empregados em aplicagdes de sensoriamento eletroquimico de alta precisao (GARCIA-

MIRANDA FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021).

Os eletrodos impressos de prata sio amplamente utilizados devido a sua alta
condutividade elétrica e baixo custo. Eles sdo frequentemente utilizados em aplicacdes que
requerem alta sensibilidade e baixos niveis de ruido de fundo, como em biossensores

eletroquimicos (GARCfA-MIRANDA FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021).

Os eletrodos impressos de carbono sdo particularmente populares devido a sua baixa
toxicidade, baixo custo, boa condutividade elétrica e ampla faixa de potencial. Eles sdo
frequentemente utilizados em aplicagdes de sensoriamento quimico e biologico, bem como em
dispositivos de armazenamento e conversao de energia (FLETCHER, 2016). Exemplos de
eletrodos impressos de carbono para determinacdo de produtos farmacéuticos em suas formas

farmacéuticas estdo listados na Tabela 4.



Tabela 4. Aplicacao do eletrodo impresso de carbono em diferentes amostras farmacéuticas.

Farmaco Método LOD Aplicacio Referéncia
Propranolol (PRO) 0,056 umolL! Formulagdes
farmacéuticas
Timolol (TIM) 0,042 umolL™! (KHORSHED:;
KHAIRY;
Amlodipina (AML) DPV 0,18 umolL! BANKS, 2019)
amostras de urina
Amilorida (AMI) 0,0107 pmolL"! humana
Triantereno (TRI) 0,006 pmolL!
Colecalciferol SWV 19.4 pmol L™! comprimidos de (GONCALVES;
(vitamina D3) suplemento RODRIGUES;
comercial RAMOS, 2023)
Riboflavina SWV 0.03 pmolL™! Formulagdes (RADONIQI et al.,
(vitamina B2 ou farmacéuticas 2024)
VB2)

Em especial, o processo de fabricagao dos SPCE comeca com a produ¢do de uma tinta
de carbono. Essas tintas sdo compostas por particulas de grafite, um aglutinante polimérico e
diversos aditivos para fungdes de dispersdo, impressao e adesdo. A formulagdo exata da tinta €

considerada informacao proprietaria pelos fabricantes (MORRIN; KILLARD; SMYTH, 2003).

As variagdes na composi¢do da tinta, como o tipo, tamanho ou carga das particulas de
grafite, juntamente com as condi¢gdes de impressao e cura, podem ter um impacto significativo
na reatividade de transferéncia de elétrons e no desempenho analitico dos sensores de carbono
resultantes. Essa consideracdo ¢ fundamental para garantir a qualidade e a consisténcia dos

eletrodos produzidos (MORRIN; KILLARD; SMYTH, 2003).

As particulas de grafite s3o o material do eletrodo ativo, o aglutinante ¢ incluido para

melhorar a afinidade da tinta pelo substrato em termos de propriedades de adesao e resisténcia
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mecanica, ¢ os solventes sao usados para ajustar a viscosidade da tinta para o processo de
impressao. Os substratos mais comumente usados na tecnologia de impressao em tela sdao
materiais a base de ceramica, plastico e papel. Os substratos cerdmicos permitem alcangar
temperaturas de cura mais altas do que aquelas que podem ser alcancadas com substratos

plasticos (MORRIN; KILLARD; SMYTH, 2003).

Durante as andlises voltamétricas, no lugar da célula eletroquimica convencional
equipada com trés eletrodos, tém-se um sistema acoplado como pode ser observado na Figura
4 (GARCIA-MIRANDA FERRARI; ROWLEY-NEALE; BANKS, 2021). Comparando com o
sistema de trés eletrodos tradicional, o volume de analito para o eletrodo impresso ¢ muito

menor do que o sistema tradicional para analise eletroquimica.

Figura 4. Sistema de trés eletrodos impressos em relagdo a uma célula quimica convencional.
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Fonte: elaborado pelo autor.

2.9 Controle de qualidade e validacao analitica

O controle de qualidade nas industrias farmacéuticas ¢ fundamental para garantir a
segurancga, eficicia e qualidade dos produtos, seguindo diretrizes € normas rigorosas

estabelecidas por organizagdes reguladoras internacionais, como a FDA (Food and Drug



Administration), OMS (Food and Drug Administration) e ICH (International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use) (HALEEM et

al., 2015).

Além do ICH, as principais diretrizes farmac€uticas no controle de qualidade sdo
estabelecidos também pelas farmacopeias, como por exemplo a Farmacopeia dos Estados
Unidos (USP), Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.) e a Farmacopeia Brasileira. Todas fornecem

padrdes de qualidade de matérias primas e formas farmacéuticas (HALEEM et al., 2015).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) utiliza esses padroes
como referéncia para regulamentar e controlar a produgdo e comercializagao de medicamentos.
Dessa forma, a ANVISA adota as diretrizes € normas das farmacopeias para garantir que os
medicamentos fabricados no pais atendam aos requisitos de qualidade, seguranca e eficacia

estabelecidos internacionalmente (HUYNH-BA; BEUMER SASSI, 2018).

Uma das principais formas de regulamentacdo utilizadas pela ANVISA sdo as RDCs
(Resolugdes da Diretoria Colegiada), que estabelecem normas e diretrizes para diversos setores

da industria, como alimentos, medicamentos, cosméticos, produtos para saude, entre outros.

Dentre as principais RDCs que tratam do controle de qualidade de medicamentos,
destacam-se a RDC 166/2017. Esta resolug¢ao aborda conceitos aplicaveis a métodos analiticos
empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos bioldgicos em todas as fases
de producio. Ela estabelece que os parametros de validacdo e seus critérios de aceitagdo devem
ser definidos de acordo com as caracteristicas do analito e a natureza do método (AGENCIA

NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Todo processo de validagdo deve demonstrar que o método analitico produz resultados
confidveis e ¢ adequado a finalidade a que se destina, de forma documentada e mediante
critérios objetivos. A utilizagdo de método analitico ndo descrito em compéndio oficial
reconhecido pela ANVISA requer a realizagdo de uma validagdo analitica, conforme

parametros estabelecidos nesta resolugdo, levando-se em consideragdo as condi¢oes técnico-

operacionais (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Os principais topicos a serem abordados no processo de validacao incluem: seletividade,

linearidade, efeito matriz, faixa de trabalho, precisdo, exatiddo, limite de detec¢do, limite de
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quantificagdo e robustez (Quadro 1). Os resultados desses estudos sao entao comparados com

critérios pré-definidos para determinar se o método atende aos requisitos estabelecidos

(AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Tabela 5. Parametros a serem considerados na validagao analitica.

Parametro Identificacao Teste de Teste de Doseamento
avaliado Impurezas: Impurezas:
. . -dissoluciio
quantitativo ensaio limite (quantificagiio)
-uniformidade de
conteudo
-poténcia
Exatidao nao sim ndo sim
Precisdo nao sim nao sim
Repetibilidade
Precisdo nao sim nao sim
Intermediaria
Seletividade nio sim sim sim
Limite de nao nao sim nao
deteccao
Limite de nao sim nao nao
quantifica¢do
Linearidade nao sim nao sim
Intervalo nio sim nao sim

Fonte: Adaptado da RDC 166/2017, ANVISA.




3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolvimento e validagdo de uma nova metodologia analitica para a
quantificacdo de cloridrato de terbinafina em amostras farmacéuticas utilizando eletrodo de

carbono vitreo e o eletrodo de carbono impresso.
3.2 Objetivos especificos

* Investigar o comportamento eletroquimico de TBF no GCE e SPCE,;

* Auvaliar valores 6timos de pH do meio e escolher o eletrdlito ideal;

* Escolher a técnica voltamétrica com melhor relagdo entre perfil e sinal analitico;

» Otimizar os parametros da técnica selecionada;

* Avaliar as caracteristicas da metodologia proposta através dos dados obtidos na curva
de calibracdo e os valores de limite de deteccdo (LOD) e quantificacio (LOQ);
(validagdo);

* Aplicar os métodos otimizados pelo GCE e SPCE na determinagdo de TBF em matéria
prima e comprimidos;

* Realizar ensaios complementares para validacdo da metodologia proposta, de acordo

com a RDC 166/2017.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e solu¢coes

Todas as solucdes foram preparadas a partir dos reagentes sem etapas prévias de
purificacao, utilizando agua ultra-pura (Millipore Milli-Q) com resistividade de 18,2 MQ cm.
Solugdes-estoque cloridrato de terbinafina (0,005 mol L) (reagente cedido pelo laboratorio
NITFar-ntcleo de inovacdes e tecnologias farmacéuticas) foram preparadas para a realizagio

dos experimentos. O tampdo B-R (Britton-Robinson) (0,1 mol L) foi preparado utilizando os
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acidos acético, borico e fosforico (Vetec) e os valores de pH ajustados através de uma solugao

de NaOH (0,1 mol L) (Vetec).

O tampido Citrato de Sédio (0,1 mol L) foi preparado através do uso de 4cido citrico e
citrato de sédio di-hidratado da marca Sigma Aldrich. O tampdo Fosfato (0,1 mol L) foi
preparado com fosfato de potdssio monobdsico anidro e fosfato de sodio dibasico hepta-
hidratado (Merck). O tampao Fosfato Salino (PBS 0,1 mol L!) foi preparado com cloreto de
sodio, cloreto de potassio, fosfato de sodio dibasico e fosfato de potassio monobasico (Merck).
O tampio MC Ilvaine O tampdo Mcllvaine (0,1 mol L) foi preparado com 4cido citrico e
hidrogenofosfato dissoédico (Merck). O tampao Glicina-HCI (0,1 mol L) foi preparado com
uma solugdo de glicina (Merck) e HCI 37% (Synth). Por fim, uma solucio de 4cido sulfurico
(0,1 mol L") foi preparada através de uma solucdo de H2SO4 98% (Nuclear).

4.2 Equipamentos e medidas eletroquimicas

Uma célula eletroquimica com volume de 10 mL foi utilizada, com a capacidade de inser¢ao
de trés eletrodos. Ag/AgCl saturado em KCIl foi escolhido como eletrodo de referéncia, um fio
de platina (Pt) como contra-eletrodo e o eletrodo de trabalho selecionado foi o eletrodo de
carbono vitreo (GCE). Ja para a analise com o eletrodo de carbono impresso (SPCE) ndo ¢
necessario utilizar célula eletroquimica, pois em sua configuracao ja esta acoplado o sistema de

trés eletrodos, pronto para analise através de um pequeno volume de amostra (50 microlitros).

As medidas eletroquimicas foram realizadas com um potenciostato/galvanostato Palm
Sens® 2 (Palm Instruments BV, Holanda), conectado a um computador utilizando os softwares
PSTrace versoes 4.8 e 5.2 para a aquisi¢ao e processamento de dados. O tratamento dos dados
foi conduzido com o software Origin Pro 2016. A agitagdo das solucdes na célula eletroquimica
durante os experimentos foi realizada por meio de um agitador magnético da marca IKA Lab.

As medigdes de pH foram efetuadas com um pHmetro da marca Ohaus, modelo Starter 3100.

Ja a caracterizacdo dos eletrodos foi feita através da técnica de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS) e avaliou a resposta eletroquimica dos eletrodos no par redox
[Fe(CN)s]*/ [Fe(CN)6]* em uma solugio de 0,1 mol L' de KCI. Os dados foram coletados na

faixa de frequéncia de 0,10 Hz a 100 kHz aplicando uma voltagem senoidal de 10 mV por meio



de um potenciostato portatil PalmSens4 (Palm Instruments BV, Holanda) e do software

PSTrace (versao 5.2).

A investigacao do comportamento redox de TBF foi conduzida por meio da coleta de dados
de voltametria ciclica (CV). A avaliacao abrangeu uma faixa de potencial de 0,0 Va 1,2 V (vs.

Ag/AgCl(sat)) a uma taxa de varredura de 50 mV s

A determinagdo de TBF foi realizada empregando voltametria de onda quadrada (SWV)
nos intervalos estudados de frequéncia (f: 10 — 100 Hz), amplitude de pulso (a: 10 — 100 mV),
e incremento de potencial (AEs: 1 — 10 mV). Apos a otimizagdo dos parametros técnicos, a

curva de calibragao foi estabelecida utilizando o método de calibragao externa.

4.3 Preparo das amostras

As matérias primas de TBF foram fornecidas por quatro farmacias de manipulacio
diferentes, aqui identificadas como A, B e C. J4 os comprimidos comerciais foram obtidos em

farmacia local, contendo 250 mg de TBF.

Para o doseamento pelo GCE, as matérias primas foram pesadas de acordo com a faixa linear
otimizada pelo método. Para as medidas voltamétricas uma solucdo estoque de cada matéria
prima foi preparada na concentracio de 0.2 mg mL™!. Em seguida, 1 mL desta solu¢do foram

levados a célula eletroquimica contendo 9 mL de solugdo tampao BR 0,1 mol L! (pH 6).

Ja& o doseamento pelo SPCE, as matérias primas também foram pesadas de acordo com a
faixa linear da curva de calibragdo. Para as medidas voltamétricas uma solugao estoque de cada
matéria prima foi preparada na concentragio de 1 mg mL™!'. Em seguida, 60 pL desta solugiio
foram diluidas em 940 uL de solugiio de H2SO4 0,1 mol L (pH 3). Por fim, desta solugio final
uma aliquota de 50 pL foi pipetada sobre a superficie do SPCE.

Os comprimidos obtidos comercialmente foram preparados de acordo com a faixa linear dos
métodos otimizados. Para as medidas voltamétricas, um comprimido foi diluido em 500 mL de
agua ultrapura e agitado em uma balan¢a magnética por 20 minutos para atingir a concentragao

final de 0,5 mg mL"! (solucdo estoque). Para a analise com o GCE, a solugdo estoque foi diluida



38

novamente para obter uma concentracio final de 0,01 mg mL™!. Por fim, para a analise com o

SPCE, a solucio estoque foi diluida para obter uma solugo final de 0,5 mg mL™".

4.4 Método comparativo

A analise por HPLC foi conduzida utilizando um sistema Shimadzu LC-10A (Kyoto, Japao),
que incluia uma bomba LC-10AD, um detector UV SPD-10AV (ajustado para 254 nm),
unidade controladora SCL-10Avp e inje¢ao de amostra através de uma valvula Rheodyne 7125
com um loop de 20 pL. Foi utilizada uma coluna C18 Vertical® de fase reversa (250 mm x 4,6
mm i.d. - 5 pm) mantida a 40 + 1 °C. A fase movel consistia em metanol e dgua (95:5 v/v) e foi
eluida isocraticamente a uma taxa de fluxo de 1,2 mL min™'. O volume de injecdo foi de 20 pL
para todos os padrdes e amostras, com areas de pico integradas automaticamente usando um

programa de software Shimadzu Class VP V 6.14 (TAGLIARI et al., 2010).

Para a andlise de matérias-primas, as amostras foram diluidas em metanol para obter uma
concentragdo final de 1,5 mg mL"', de acordo com a faixa linear no método otimizado.
Posteriormente, as amostras foram filtradas através de uma membrana hidrofilica de

politetrafluoroetileno de 0,22 pm (PTFE/L FILTRILO®) antes da inje¢do no HPLC.

O processo de preparagdo do comprimido envolveu a pesagem de 5 unidades, obtengdo da
massa individual média, dilui¢ao em 100 mL de metanol e agitagdao a temperatura ambiente por
4 horas. A mistura foi entdo filtrada e posteriormente diluida para uma concentragdo final de

1,5 mgmL".

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao eletroquimica dos eletrodos

A Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS, do inglés, Electrochemical
Impedance Spectroscopy) ¢ uma técnica eficaz e ndo invasiva que possibilita obter
informagdes precisas sobre as propriedades da interface na superficie do eletrodo. No
presente estudo, realizaram-se medicoes de EIS no SPCE e GCE, utilizando
K3Fe(CN)s/K4Fe(CN)s como sonda redox durante o processo. A Figura 5 apresenta os
diagramas de Nyquist (-2’ vs. Z’) para ambos.



Figura 5. Espectroscopia de impedancia eletroquimica para m GCE e e SPCE utilizando a

sonda K3Fe(CN)s/KsFe(CN)s 5,0 mmol L' em KCI1 0,1 mol L .
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Por meio do circuito equivalente de Randles, torna-se possivel modelar o sistema
eletroquimico, com a resisténcia figurando como um dos parametros essenciais nesse
contexto. A andlise do ajuste do modelo em relagdo ao espectro de impedancia possibilita a
obtengdo do valor da resisténcia a transferéncia de carga (Rct) para cada eletrodo. Para o
GCE, o valor calculado de Rct foi de 4,85 kQ, enquanto para o SPCE foi de 6,96 kQ. Esses
resultados indicam que o GCE apresenta uma menor resisténcia a difusdo e resisténcia de
transferéncia de carga em comparagdo ao SPCE. Tal observagdo ¢ condizente com as
expectativas, considerando que o GCE possui uma superficie mais homogénea e menor area
em compara¢do ao SPCE. Além disso, a rugosidade da superficie dos SPCE ¢ um fator

potencial que influencia a resposta do EIS (RANDVIIR, 2018) .
5.2 Comportamento eletroquimico do cloridrato de terbinafina

Medidas eletroquimicas de voltametria ciclica foram realizadas para investigar o
comportamento da TBF frente ao GCE e SPCE. A Figura 6 mostra os voltamogramas

obtidos para 70 pmol L'! de TBF em uma solugio de tampdo B-R (pH 4).
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos para 70 umol L™! de TBF em tampao B-R 0,1 mol L!. (A)

relagdo em intensidade de corrente; (B) relagdo em densidade de corrente.
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As medidas de intensidade de corrente foram coletadas entre 0,00 V a 1,20 V com
velocidade de varredura fixada em 50 mV s!. Nessa janela de potencial a TBF sofreu oxidagio
irreversivel em 1,035V no GCE e em 0,775V no SPCE. Nao foram observados picos de reducao

no sentido de varredura inversa.

Como a area de ambos eletrodos ¢ diferente, com 0,070 cm? para o GCE e 0,125cm? para
o SPCE, a fim de comparacao do desempenho destes eletrodos ¢ necessario calcular a densidade

de corrente (J), através da formula (DE ROOI1J, 2003):

J = % (Equacao 1)

Nessas condigdes, a corrente de pico do TBF foi de 2,702 pA para o GCE e 3,034 pA
para o SPCE. Portanto, ¢ possivel determinar o valor de J. No GCE, J ¢ de 38,23 pA/cm? e no
SPCE, J ¢ de 24,15 pA/em?.

De acordo com a literatura o grupo amino da molécula de TBF sofre a oxidacdo nessa
faixa de potencial, tanto para o eletrodo de carbono (GCE), como no eletrodo de diamante

dopado com boro (BDD) (MIELECH-LUKASIEWICZ; DABROWSKA, 2014a).



5.3 Efeito do pH

Para investigar a influéncia do pH e elucidar o mecanismo de reag¢do na superficie do
GCE e no SPCE, utilizou-se uma solugiio tampao B-R 0,10 mol L"! como eletrolito suporte,

variando o pH na faixa de 2,0 a 7,0.

Para o GCE, os resultados apresentados na Figura 7 demonstram um aumento na
intensidade da corrente e um deslocamento do potencial para valores mais negativos a medida
que o pH aumenta de 3,0 a 6,0. Em valores de pH inferiores a 3,0, a corrente registrada apresenta
uma contribui¢do significativa da corrente capacitiva, sendo impossivel distinguir a corrente

faradaica de interesse.

Em valores de pH superiores a 6,0, a solugao contendo o tampao e a terbinafina precipitou
e a intensidade do sinal diminuiu. Portanto, ndo foi possivel investigar valores de pH mais

alcalinos do tampao B-R.

Figura 7. Voltamogramas ciclicos para 70 umol L' de TBF sobre o GCE em solugio B-R 0,1
mol L'! em diferentes valores de pH (3,0 a 6,0).
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Além disto, na Figura 7 observa-se que o pico de oxidacao tem valores maximos de
corrente em pH 6,0, o que pode ser melhor observado no grafico de barras, representado na

Figura 8.
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Figura 8. Grafico de barras do valor de pH vs. intensidade de corrente de pico da TBF sobre

o GCE em tampdo BR 0,1 mol L.

No grafico de Ep vs. pH, mostrado na Figura 9, verifica-se uma relacao linear entre
pH 3 a 6, com equacdo da reta E (V) = 1,3204 — 0,069 pH (R? = 0,991). Observa-se um valor
de coeficiente angular de - 69 mV proximo ao caracteristico de processos que envolvam o
mesmo numero de protons e elétrons (59,2 mV), sugerindo entdo um processo com n protons e

n elétrons (DE ROOI1J, 2003).

Figura 9. Variacdo dos potenciais de pico de oxidagdo da TBF em fun¢ao do pH do eletrolito
sobre o GCE.
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Ja para o SPCE, conforme evidenciado na Figura 10, o estudo de pH revela um
aumento na intensidade da corrente e um deslocamento do potencial para valores mais
negativos & medida que o pH se eleva de 2,0 para 4,0. Entre o pH 5 e 7, observa-se um
deslocamento para potenciais mais negativos, contudo, a largura do voltamograma aumenta,
tornando desafiador identificar um valor de corrente de pico definido. Para valores de pH
superiores a 6,0, a solu¢do contendo o tampao e a terbinafina também precipita.

Adicionalmente, a corrente capacitiva cresce a medida que o pH aumenta, e somente
na faixa de pH 2 a 4 ¢ possivel discernir um perfil mais consistente do voltamograma, no qual
os picos sao identificados mais facilmente. Esta relagao pode ser melhor observada no grafico

de barras da Figura 11.

Figura 10. Voltamogramas ciclicos para 70 umol L-1 de TBF sobre o SPCE em solugdo B-R
0,1 mol L'! em diferentes valores de pH (2,0 a 7,0).

1 T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

E vs. Ag/AgCl (sat.) / V
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Figura 11. Gréfico de barras do valor de pH vs. intensidade de corrente de pico da TBF sobre

o SPCE em tampdo BR 0,1 mol L.

35

No grafico de E versus pH, representado na Figura 12, ¢ evidenciada uma relagao
linear entre pH 2 e 6, expressa pela equagdo da reta E (V) = 0,9972 — 0,049 pH (R? = 0,97).
Nota-se um valor de coeficiente angular de - 49 mV, aproximadamente proximo ao valor
caracteristico de processos que envolvem o mesmo numero de protons e elétrons (59,2 mV),

sugerindo assim um processo com n prétons e n elétrons (DE ROOI1J, 2003).

Figura 12. Variacao dos potenciais de pico de oxidagdo da TBF em fung¢ao do pH do

eletroélito sobre o SPCE.
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E importante ressaltar que a terbinafina (TBF) é uma substincia com caracteristicas
basicas (pKa=7,10) e, em solugdes com pH mais elevado (acima de 7), ela se encontra na forma
ndo protonada. Além disso, devido a concentracdo de ions hidroxila no meio ser maior, pode
ocorrer a formag¢ao de um complexo insoluvel de terbinafina. Esse fendmeno ¢ conhecido como
precipitagdo alcalina e ocorre quando a solubilidade de um composto diminui

significativamente em um ambiente alcalino (KANAKAPURA; PENMATSA, 2016).

5.4 Influéncia do eletrdlito suporte

O eletrdlito suporte desempenha um papel fundamental nas investigagdes eletroquimicas,
garantindo a neutralidade de carga e influenciando os resultados das medigdes. Sua escolha e
condi¢gdes de uso devem ser cuidadosamente consideradas para obter resultados precisos e
confiaveis (AIKENS, 1983). De acordo com os resultados obtidos no estudo do pH, foi avaliado
a influéncia do eletrélito suporte na resposta eletroquimica da oxidacdo da TBF no GCE e

SPCE.

Para o GCE diferentes eletrdlitos foram avaliados em pH 6,0, pois essa condi¢do
apresentou a intensidade de corrente mais pronunciada. Os voltamogramas correspondentes

estao apresentados na Figura 13.

Figura 13. Voltamogramas ciclicos para TBF 70 umol L' para diferentes eletrélitos no
GCE.

Tampao écido citrico 0,1M
Tampao BR 0,1M

Tampao fosfato 0,1M
Tampao PBS 0,1M

I/ nA

T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

E vs. Ag/AgCl(sat.) / V
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A natureza do eletrdlito foi investigada em tampdo B-R 0,1 mol L™!, tampdo 4cido citrico
0,1 mol L', tampdo fosfato 0,1 mol L' e tampao PBS 0,1 mol L!. A resposta que apresentou a
melhor relagdo entre intensidade de corrente e definicdo de pico de oxidacao foi obtida com
tampdo B-R 0,1 mol L' em pH 6,0. Portanto, essa solugdo foi selecionada para os estudos
subsequentes, nos quais foi realizada uma variagdo na concentragao do eletrélito suporte, indo

de 0,05 a 0,4 mol L!. Os voltamogramas correspondentes estdo registrados na Figura 14.

Figura 14. Voltamogramas ciclicos para a TBF 70 umol L' sobre o GCE em diferentes

concentracdes de tampdo BR (pH 6,0) com velocidade de varredura de 50 mV s™.

Tampao BR 0,05M
Tampdo BR 0,1M
Tampdo BR 0,2M
Tampao BR 0,3M
Tampao BR 0,4M

I/pA

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

E vs. Ag/AgCl (sat.)/ V

Na concentragdo de 0,1 mol L observa-se uma resposta eletroquimica mais

pronunciada para a TBF, com um perfil voltamétrico mais definido e uma melhor resolug¢do do



sinal, o que implica em uma maior seletividade na determinag¢do. No entanto, a0 aumentar a
concentracdo do eletrolito de 0,2 mol L' até 0,4 mol L', a intensidade de corrente aumenta,
mas também ocorre um aumento da corrente capacitiva, resultando em um alargamento do pico.

Isso pode estar associado ao fato de que o aumento da concentragdo de eletrélito suporte
também pode aumentar a viscosidade da solugdo, o que pode afetar a taxa de difusao dos ions.
Em alguns casos, um excesso de eletrolito suporte pode levar a um aumento na corrente
capacitiva ndo faradaica, distorcendo os sinais eletroquimicos de interesse (THOMAS;
HENZE, 2019). Desta forma, os estudos subsequentes foram conduzidos em tampao BR 0,1
mol L' (pH 6,0).

Ja para o SPCE, o perfil voltamétrico de maior interesse ocorreu entre o pH 2 e 3. Desta
forma, foram avaliados como eletrodlito suporte as solugdes tampao BR 0,1M em pH 2 e 3, Mc
Ilvaine 0,1M em pH 3, Glicina HCI 0,1M em pH 3 e a solugdo de H>SO4 0,1M em pH 3. Os

voltamogramas correspondentes estdo registrados na Figura 15.

Figura 15. Voltamogramas ciclicos para TBF 70 pmol L™ para diferentes eletrdlitos no SPCE.

16 4 | e Mc Ilvaine 0,1M pH 3
1 | = Glicina HC1 0,1M pH 3
144 Tampéo BR 0,1M pH 2

Tampao BR 0,1M pH 3
—H,S0, 0,IM pH 3

I/ pA

T T T T T T
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2

E vs. Ag/AgCl (sat.) / V

A resposta que apresentou a melhor relacao entre intensidade de corrente e definicao de
pico de oxidagdo foi obtida em solugdo de H>SOs4. Portanto, essa solugdo foi selecionada para
os estudos subsequentes, nos quais foi realizada uma variagdo na concentragdo do eletrolito
suporte, indo de 0,05 a 0,2 mol L. Os voltamogramas correspondentes estio registrados na

Figura 16.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos para a TBF 70 pmol L' sobre o SPCE em diferentes

concentra¢des de H>SO4 com velocidade de varredura de 50 mV s™.

——H,S0, 0,05 M
67 |——H,SS0,0,1M
| |—H,80,02M

I/ uA

T T T T T T T
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2

E vs. Ag/AgCl (sat.) / V

Na concentragdio de 0,1 mol L observa-se uma resposta eletroquimica mais
pronunciada para a TBF, com um perfil voltamétrico mais definido e uma melhor resolugdo do
sinal, o que implica em uma maior seletividade na determinacao.

Em resumo, para o GCE o eletrolito suporte escolhido foi o tampdo BR 0,1M pH 6 e
para o SPCE foi escolhido a solugdo de HSO4 0,IM pH 3. E importante ressaltar que o
cloridrato de terbinafina possui pka de 7.10 e em ambos eletrodos avaliados este analito se

encontra na sua forma protonada (KANAKAPURA; PENMATSA, 2016).

5.5 Influéncia da velocidade de varredura

A relacdo entre a corrente e o potencial do pico, juntamente com a taxa de varredura,
fornece informagdes importantes sobre o mecanismo eletroquimico na superficie do eletrodo.
A Figura 17 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos no GCE na faixa de 10 a 175 mV s,

em tampdo B-R 0,1 mol L, com uma concentragdo fixa de 70 pmol L! de TBF.



Figura 17. Voltamogramas ciclicos para 70 umol L' de TBF sobre o GCE com variagio da

velocidade de varredura de 10 — 175 mV s\,

175 mVs™!

T
10 mVs_1

I/ uA

T T T T T T T T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E vs. Ag/AgCl (sat.) / V

Através dos dados obtidos no estudo de velocidade, ¢ possivel obter informagdes sobre a
natureza da espécie eletroativa. Ao plotar os graficos da corrente de pico (Ip) em fungdo da
velocidade (v e v/?), é possivel distinguir se o processo eletroquimico é caracterizado por

adsor¢ao na superficie do eletrodo ou por difusao livre (DE ROOIJ, 2003).

Na Figura Figura 18A, os valores de Ip vs a v indicam um processo difusional, o que
pode ser confirmado na Figura 18B, onde os valores de Ip vs v/’ sdo plotados. A analise dos
dados revela duas regides de linearidade distintas: uma em baixas velocidades e outra em altas
velocidades. As equagdes das retas correspondentes sdo: i (WA) = 10,51 v — 0,49 (R* = 0,998)
ei(uA)=24,78 v 4,61 (R*=10,999).

De acordo com a literatura, quando a corrente de pico (Ip) varia linearmente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura (v'?), tem-se um processo controlado por difusio

(AIKENS, 2000).
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Figura 18. (A) Grafico da Ip vs v para 70 umol L' de TBF sobre o GCE. (B) Ip vs v!%.
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Outra maneira de determinar se o processo de oxidacdo de TBF na superficie do GCE ¢

controlado por difusdo ou adsorcao, ¢ por meio da correlagdo entre o logaritmo da corrente de

pico (Ip) e o logaritmo da taxa de varredura (v), conforme demonstrado por Shih e

colaboradores (SHIH et al., 2004).

Em processos difusionais a inclinacdo do grafico de log de Ip vs. log v ¢é igual a 0,5,

enquanto em processos adsortivos, obtém-se uma inclinacdo de 1,0 para o mesmo grafico.

Entretanto, inclinagdes com valores entre 0,5 e 1,0 indicam a ocorréncia de processos mistos,

controlados tanto por difusao quanto por adsor¢cdo (SHIH et al., 2004).

Figura 19. Grafico do log I vs log v para 70 umol L' de TBF sobre o GCE.
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Através dos dados obtidos na Figura 19, verifica-se a equacao da reta como log I=
1,2320 + 0,7382 log v (R?=0,986). O valor do coeficiente angular (0,73), situado entre 0,5 e
1,0, indica um processo difusional com contribui¢do adsortiva, o que estd de acordo com os
resultados experimentais. Na pratica, o GCE requer etapas adicionais de limpeza, pois o analito
tende a se aderir fortemente a superficie do eletrodo. Além da limpeza convencional em pasta
de alumina, ¢ necessario lavar o eletrodo com etanol e coloca-lo em banho ultrassonico por

cerca de cinco minutos.

Ja para o SPCE, a Figura 20 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos na faixa de 10

2200 mV s, em tampdo B-R 0,1 mol L'}, com uma concentragio fixa de 50 pmol L"! de TBF.

Figura 20. Voltamogramas ciclicos para 70 umol L' de TBF sobre o SPCE com variagio da

velocidade de varredura de 10 — 200 mV s’

0,01 Vs' 50,200 Vs

I/ uA

T T T T T T T T
0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2

E vs. Ag/AgCl (sat.) / V

Ao analisar graficos que representam a corrente de pico (Ip) em relagdo a velocidade (v e
v12) & possivel discernir se o processo eletroquimico é dominado por adsorcdo na superficie do
2

eletrodo ou por difusdo livre.
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Figura 21. (A) Gréfico da Ip vs v para 70 umol L' de TBF sobre o SPCE. (B) Ip vs v!.
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Na Figura 21A, os valores de Ip vs a v indicam um processo difusional, o que pode ser
confirmado na Figura 21B, onde os valores de Ip vs v/”? sdo plotados. A anélise dos dados
revela linearidade apenas de 0,1 até 0,9 Vs™'. A equacdo da reta correspondente é i (uA) = 3,43

v+ 0,66 (R* = 0,986) e indica um processo controlado por difuso.

Ja ao se plotar o log de Ip vs. log v, como mostra a Figura 22, ¢ possivel tragar uma reta
apenas a partir da velocidade de 60 mVs™!. A equacdo da reta final fica log I= 0,8892 + 0,6144
log v (R>=0,980). O valor do coeficiente angular (0,61), situado entre 0,5 e 1,0, indica um
processo difusional com contribuicdo adsortiva, o que estd de acordo com os resultados
experimentais. Na pratica, o SPCE ndo precisa de etapas de limpeza como o GCE, mas tem seu

periodo de uso limitado, pois se trata de um eletrodo descartavel.

Figura 22. Gréfico do log I vs log v para 70 pmol L' de TBF sobre o SPCE.
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5.6 Selecio da técnica voltamétrica e otimizacdo dos parametros experimentais

Trés diferentes técnicas voltamétricas foram estudadas com o objetivo de obter a melhor
resposta analitica para a oxidag¢do do analito: voltametria linear (LSV), voltametria de pulso

diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV).

No GCE, a Figura 23 apresenta o comportamento de cada técnica para diferentes

velocidades de varredura.

Figura 23. Voltamogramas para TBF (70 pmol L) sobre a superficie do GCE, em tampao
BR 0,1 mol L'! (pH 6) utilizando as técnicas LSV, DPV e SWV, em diferentes velocidades de
varredura: (A) 10 mV s, (B) 50 mV s, (C) 100 mV s!' e (D) 200 mV s
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Ao investigar diferentes velocidades, pode-se observar que a técnica de voltametria
linear (LSV) gera um sinal voltamétrico mais alargado, com uma grande contribuicdo da
corrente capacitiva. Em termos de intensidade de corrente, a LSV produz um sinal analitico

maior em comparagao com a voltametria de pulso diferencial (DPV). No entanto, o perfil global
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nao ¢ considerado ideal, uma vez que a corrente capacitiva aumenta com o aumento da

velocidade de varredura.

Por outro lado, a voltametria de onda quadrada (SWV) se destaca ao apresentar uma
maior intensidade de sinal de corrente a medida que a velocidade de varredura aumenta, além

de oferecer uma melhor defini¢do de pico voltamétrico.

Desta forma, a SWV foi selecionada como técnica voltamétrica mais adequada para a
determinacdo de TBF em amostras farmacéuticas. Em seguida, os parametros experimentais
otimizados e avaliados nos seguintes intervalos: incremento de potencial (AEs : 1 — 10mV),
frequéncia de aplicag@o dos pulsos (f: 10 — 50 Hz), amplitude de pulso (a: 10 — 100 mV). Os

voltamogramas sdo apresentados na Figura 24.

Figura 24. Voltamogramas de SWYV sobre o GCE com a variagdo dos parametros
experimentais e dependéncia da corrente resultante com a variacdo do incremento de

potencial (A,B); variag¢do de frequéncia (C,D) e variacdo da amplitude (E,F).
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Os parametros experimentais otimizados para serem utilizados na determinagcdo da TBF
foram uma frequéncia de 40 Hz, uma amplitude de pulso de 70 mV e um incremento de

potencial de 7 mV.

As trés diferentes técnicas voltamétricas avaliados no GCE foram avaliadas também no

SPCE. A Figura 25 traz o comportamento de cada técnica para diferentes velocidades de

varredura investigadas.
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Figura 25. Voltamogramas para TBF (70 umol L!) sobre a superficie do SPCE, em H2SO4
0,1 mol L'! (pH 3) utilizando as técnicas LSV, DPV e SWV, em diferentes velocidades de
varredura: (A) 10 mV s, (B) 50 mV s, (C) 100 mV s e (D) 200 mV s\,
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E possivel observar que a voltametria de onda quadrada (SWV) destaca-se ao exibir uma
maior intensidade de sinal de corrente com o aumento da velocidade de varredura,
proporcionando uma defini¢do de pico voltamétrico aprimorada. Por essa razdo, a SWV
também foi escolhida para a determinacao de TBF em amostras farmacéuticas. Os parametros

experimentais foram otimizados na mesma faixa aplicado ao GCE, como mostra a Figura 26.



Figura 26. Voltamogramas de SWV sobre o SPCE com a variagdo dos parametros

experimentais e dependéncia da corrente resultante com a variagdo do incremento de

potencial (A,B); variagdo de frequéncia (C,D) e variacdo da amplitude (E,F).
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Desta forma, os valores selecionados foram frequéncia de 50 Hz, uma amplitude de pulso

de 50 mV e um incremento de potencial de 10 mV.
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5.7 Mecanismo de reaciao

Com os parametros da SWV otimizados para o GCE, ¢ possivel, nesta etapa, sugerir o
mecanismo de reagdo envolvido no processo de oxidacdo da TBF no eletrodo GCE.
Considerando que a oxidagdo da TBF ¢ um processo irreversivel e com influéncia de adsorgao
além da difusdo (misto), existe uma relagdo linear entre Ep e o logaritmo da frequéncia, com

uma inclinagao de (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003):

AE —2,3RT -0,059V
= ou
Alog f anF an

(Equacao 2)

em que se pode estimar o nimero de elétrons n envolvidos na reagao redox. R, T e F sdo as
constantes na condi¢io padrio (R = 8,314 J mol! K!, T =298 K, F = 96485 C mol™). Para
sistemas irreversiveis, considera-se @ = 0,5. Desta forma, ¢ possivel determinar n através do
dado obtido da inclina¢do da reta, em que y=0,1079x + 0,7531 R?>=0,989. A rela¢do entre o

potencial de pico e o logaritmo da frequéncia sdo apresentados na Figura 27.

Figura 27. Relagdo entre o potencial de pico e o logaritmo da frequéncia no GCE.
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Considerando que o coeficiente angular igual a 0,1079 obtido através da equacao da

reta, obtém-se n = 1,093. Dessa forma, ¢ possivel concluir que estdo envolvidos 1 mol de elétron



e 1 mol de proton na oxidacao de TBF sobre a superficie do GCE, como mostra a Figura 28.
De acordo com mecanismos descritos na literatura para a oxidagdo eletroquimica de aminas
alifaticas terciarias, se espera um mecanismo envolvendo 1 mol de elétron e a formacao de um
radical cationico (ADENIER et al., 2004, DEINHAMMER et al., 1994) . Este resultado
também foi relatado na literatura em investigacdes sobre a oxidagdo de TBF sobre o GCE e em

BDD (MIELECH-LUKASIEWICZ; DABROWSKA, 2014b).

Figura 28. Mecanismo sugerido para o processo de oxidagdo de TBF na superficie do
GCE.

'.?\/\/\.\‘<1€- . :|."
o® | 2

Fonte: elaborado pelo autor.

Wang et al., em seus estudos sobre a oxidacdo eletroquimica do TBF, sugeriram um
mecanismo mais detalhado (Figura 29), no qual h4 a formac¢ao de um produto intermedidrio da
etapa determinante da velocidade (r.d.s) que passa por outros passos elementares em um estado

de quasi-equilibrio, resultando no produto final (WANG et al., 2008).

Figura 29. Mecanismo de oxidagdo de TBF. Adaptado de Chengyin Wang, 2007.
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RyRyMeNH™ — R RyMeN + H™

in quasi-equilibrium

RiRyMeN ———= — R]RgMeNl +e

in quasi-equilibrium

r.d.s.
RiR;MeN" ————= intermediate product

Ja pelo SPCE, a abordagem para estimar o numero de elétrons (n) envolvidos no
processo de oxidagdo da TBF, utilizou-se a técnica de voltametria ciclica a uma velocidade de
varredura média de 50 mV s! (Figura 30A). Além disso, foram utilizadas as curvas de Tafel
corrigidas (Figura 30B), ou seja, foi feita a corre¢@o da corrente e considerou-se apenas o valor
correspondente a contribuicao faradaica (ALECRIM et al., 2016; BRETT; BRETT, 1993;
FATOUROS; KRULIC, 1998).

Figura 30. (A)Voltametria ciclica de TBF (70 umolL ') em tamp3o B-R 0,1 molL-1, v=50
mVs™!, depois da correcio de linha base; (B) Grafico de Tafel e o correspondente In Ipa vs

Epa; (C) SWV voltamogramas para a determinac¢do da meia altura (Wi) de 0,141 V.
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A Figura 30B apresenta a curva corrigida de Tafel, na qual ¢ possivel observar um
comportamento linear (R? = 0,999). Por meio do coeficiente angular obtido neste estudo é
possivel calcular o nimero de elétrons envolvido na reagdo. Para tal, a taxa de transferéncia

eletronica anodica (o) de TBF foi calculada conforme a equagdo a seguir:

_ L,7%R+T
Wiz *F

(Equacao 3)

em que R ¢é a constante dos gases ideais (8,314 J mol! K!), T ¢ a temperatura (298,15
K), F é a constante de Faraday (96485,33 C mol'') e Wy é a largura de pico na meia altura obtida
através do experimento da SWV. Considerando que o Wy, encontrado ¢ de 0,141 V (Figura
30C), ¢ possivel calcular um a de 0,3098. Em seguida, calculou-se o nimero de elétrons (n) de

acordo com a seguinte equagao:

__ R«T+0
axF

n (Equacao 4)

em que R ¢é a constante dos gases ideais (8,314 J mol™! K'!), T ¢ a temperatura (298,15

K), F ¢ a constante de Faraday (96485,33 C mol™), a é o coeficiente de transferéncia eletronica
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calculado anteriormente ¢ 6 ¢ o coeficiente angular encontrado para a regressao linear

apresentada na Figura 30B (0 = 15,407).

Os valores obtidos para o nimero de elétrons na oxidagao da TBF foram de 1,29, valor
este que pode ser aproximado para 1. Estes dados estdo de acordo com o numero de elétrons
encontrado para o GCE e de acordo com a literatura (ADENIER et al., 2004; DEINHAMMER

et al., 1994; MIELECH-LUKASIEWICZ; DABROWSKA, 2014b; WANG et al., 2008) .

5.8 Curva de calibragao

Empregando as condi¢des experimentais otimizadas da SWV descritas na secao
anterior, obteve-se a curva de calibracdo para o GCE e SPCE através do método de

calibragdo externa.

Para o GCE, a Figura 31A traz os voltamogramas obtidos para diferentes
concentragdes de TBF estdo representados. E possivel observar picos bem definidos em
potencial 0,88 V, cuja intensidade de corrente aumenta com o aumento da concentragao de
TBF.

Figura 31. (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentracdes de TBF no

GCE e a (B) curva analitica.
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A Figura 31B mostra que a intensidade de corrente aumenta proporcionalmente
com a concentracdo de TBF no intervalo de 2,5 a 30 pgmL-!. A curva de calibragdo obtida

pode ser expressa como i/ uA =482,21 [TBF] + 0,20, com R? de 0,999.

Ja os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados utilizando as

seguintes equagdes , de acordo com a ANVISA [67]:

3Sb
b

LQ = 1°TS" (Equagdo 6)

(Equagao 5)

em que Sb € o desvio padrao (n=3) do coeficiente linear da equacdo daretae b € o
coeficiente angular. Os valores obtidos foram de LD = 0,072 pgmL"' e LQ = 0,24 pgmL™.

Os parametros analiticos de mérito estdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros analiticos para a determinacao voltamétrica de TBF no GCE.

Parametro analitico Valor
Potencial de pico (V) 0,88
Faixa de trabalho (ug mL) 2,5a30
Coeficiente de determinagio (R?) 0,99
Coeficiente angular (LA) 482,21
Desvio padrdo do coeficiente angular (uA L mg™!) 1,71
Coeficiente linear (LA) 0,20

Desvio padrao do coeficiente linear (nA) 0,01
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Limite de detecgdo (ug mL™) 0,072
Limite de quantificacdo (pg mL™") 0,24

Ja para o SPCE, a Figura 32A traz os voltamogramas obtidos para diferentes
concentragdes de TBF. Picos bem definidos foram registrados em potencial 0,86 V, cuja

intensidade de corrente aumenta com o aumento da concentracao de TBF.

Figura 32. (A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentragdes de TBF no

SPCE e a (B) curva analitica.
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A Figura 32B mostra que a intensidade de corrente aumenta proporcionalmente
com a concentracdo de TBF no intervalo de 5 a 100 pgmL™!. A curva de calibragio obtida
pode ser expressa como 1/ pA = 424,45 [TBF] -0,057, com R? de 0,998. Os valores obtidos
foram de LD = 1,48 ugmL' e LQ = 4,93 pgmL"!. Os pardmetros analiticos de mérito estdo

resumidos na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros analiticos para a determinagdo voltamétrica de TBF no SPCE.

Parametro analitico Valor
Potencial de pico (V) 0,86

Faixa de trabalho (ug mL") 5a100
Coeficiente de determinagdo (R?) 0,99

Coeficiente angular (LA) 424,45



Desvio padrio do coeficiente angular (WA L mg™)
Coeficiente linear (LA)
Desvio padrao do coeficiente linear (LA)
Limite de detecgdo (ug mL™)
Limite de quantificagdo (ug mL")

7,07
0,05
0,20
1,48
4,93

Ambos eletrodos possuem valores de limites de deteccdo adequado para aplicacao

em amostras farmacéuticas. Para o GCE encontrou-se o valor de 0,072 ug mL™' e para o

SPCE 1,48 pg mL'. Apesar do limite do GCE ser cerca de vinte vezes menor para o

doseamento de matérias primas e comprimidos, ambos estdo adequados para a aplicacdo

analitica desejada. Os valores encontrados neste trabalho podem ser comparados com outros

trabalhos na literatura, como mostra a Tabela 8 a seguir.

Tabela 8. Trabalhos envolvendo a determina¢ao de TBF através de técnicas voltamétricas.

Técnica

Eletrodo de Faixa linear Limite de detec¢ao

trabalho (pg mL™)

(ng mL™")

Referéncia

DPV

SWV

DPV

SWV

DPV

SWV

GCE 0,25 a3,44

GCE 0,25 22,80

BDD* 0,25 a 2,80

BDD* 0,178 a 1,70

Acido 0,026 a 16,39
cisteico/CNTs/GCE*

Polipirrol/ y-

ciclodextrina/BDD* 0,023 20,29

0,083

0,080

0,053

0,077

0,00819

0,0069

(MIELECH-
LUKASIEW
1ICZ;
DABROWS
KA, 2014a)

(MIELECH-
LUKASIEW
ICZ;
DABROWS
KA, 2014a)

(MIELECH-
LUKASIEW
1CZ;
DABROWS
KA, 2014a)

(MIELECH-
LUKASIEW
1ICZ;
DABROWS
KA, 2014a)

(MIELECH-
LUKASIEW
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1CZ, 2023)
SWV GCE 2,5a30 0,072 Este trabalho
Y SPeE >a 100 1,48 Este trabalho

*BDD - eletrodo de diamante dopado com boro

*Acido cisteico/CNTs/GCE — filme de L—cisteina em nanotubos de carbono sobre o eletrodo de
carbono vitreo;

*Polipirrol/ y-ciclodextrina/BDD — eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) modificado com

polipirrol na presenga de ciclodextrina.

5.9 Seletividade e repetibilidade

A seletividade foi avaliada apds condi¢des otimizadas de voltametria de onda quadrada em
tampdo BR 0,1 mol L' (pH 6,0) para o GCE e em solugio de H2SO4 0,1 mol L' (pH 3,0) para
o SPCE. Os excipientes presentes nos comprimidos de TBF foram adicionados individualmente
ao eletrélito de suporte, seguido por concentragdes 10 vezes maiores em relagdo a concentragao
de TBF. Os excipientes descritos na embalagem do comprimido incluem estearato de magnésio,

hipromelose, dioxido de silicio, crospovidona, laurilsulfato de sédio e celulose microcristalina.

A Figura 33 mostra os dados e as barras de erro (n=3). Para todos os compostos testados,
a interferéncia foi inferior a 10%, indicando a alta seletividade do método (JEAN-MICHEL
MERMET; MATTHIAS OTTO; MIGUEL VALCARCEL, 2004).



Figura 33. Resposta de corrente relativa de cada interferente potencial. (A) no GCE; (B) no

SPCE.
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Avaliou-se também a repetibilidade das medi¢des para TBF 50 umol L' sob condi¢des

otimizadas, monitorando o desvio do sinal de corrente de pico. No caso do GCE, o desvio
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padrdo relativo (RSD) obtido para medi¢des intradia foi de 3,023%, enquanto para medi¢des
interdia foi de 1,15% ao longo de cinco dias consecutivos. A Figura 34 apresenta os

voltamogramas e o grafico de barras correspondente, representando os dados coletados.

Figura 34. Avaliagao da repetibilidade interdia no GCE. (A) Voltamogramas e (B) Grafico de

barras correspondente (n=5).
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Ja no caso do SPCE, sob as condi¢des otimizadas, avaliou-se também a repetibilidade entre
as medidas. Para as medig¢des intradia obteve-se RSD de 1,039%, enquanto as medigdes interdia
foi de 1,96% ao longo de cinco dias consecutivos. A Figura 35 apresenta os voltamogramas e
o grafico de barras correspondente, representando os dados coletados. Portanto, com base nos
valores de RSD, ambas metodologias propostas evidenciam uma repetibilidade aceitavel

(AOAC-APPENDIX F, 2016; INMETRO, 2020).



Figura 35. Avaliacao da repetibilidade interdia no SPCE. (A) Voltamogramas ¢ (B) Grafico

de barras correspondente (n=5).
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5.10 Determinacao de Cloridrato de Terbinafina em matéria prima e comprimidos

A determinagdo voltamétrica de TBF foi realizada avaliando-se a concentracao
em diferentes amostras de matérias primas € em comprimidos através do método de
calibracdo externa. No GCE, a concentracdo fixada das matérias-primas foi de 21 pgmL"
!, e um comprimido contendo 250 mg de TBF foi devidamente diluido e preparado para
atingir uma concentracdo final de 10 ugmL'. Mais informagdes sobre o preparo do
comprimido encontra-se na sessdo experimental 4.3, porém vale ressaltar que foi um
procedimento simples, sem processos demorados de preparo e extragdo da amostra.

A Figura 36A exibe os voltamogramas obtidos para TBF nas matérias-primas,
enquanto na Figura 36B estd representado o voltamograma registrado para o
comprimido comercial. A andlise das matérias-primas foi comparada com uma amostra
padrdo de TBF e as porcentagens calculadas estdo resumidas na Tabela 9. A

concentragdo do comprimido também esta registrada nesta tabela.
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Figura 36. Voltamogramas no GCE do doseamento de TBF em (A) matérias primas ¢ (B)

comprimido.
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Ja na analise pelo SPCE, a concentra¢ao das matérias primas foi fixada em 60 pgmL-
!, e um comprimido contendo 250 mg de TBF foi devidamente diluido e preparado para atingir
uma concentragdo final de 50 pgmL'. O preparo do comprimido foi o mesmo do GCE,
mudando apenas a concentragdo final desejada para se adequar a curva analitica.

A Figura 37A exibe os voltamogramas obtidos para TBF nas matérias-primas,
enquanto na Figura 37B esta representado o voltamograma registrado para o comprimido
comercial. Os valores calculados no doseamento da matéria prima e no comprimido estdo

encontrados na Tabela 9 .

Figura 37. Voltamogramas no SPCE do doseamento de TBF em (A) matérias primas ¢ (B)

comprimido.
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Além disso, para fins comparativos, a precisdo fornecida pelo método voltamétrico foi

comparada com o método cromatografico, especificamente cromatografia liquida de alta



eficiéncia (HPLC). As matérias primas ¢ o comprimido foram preparados para atingir uma
concentragio final de 1,5 mgmL!. A analise da amostra foi comparada com uma amostra
padrdo de TBF, e os percentuais calculados estdo resumidos na Tabela 10. Os cromatogramas

sdo registrados na Figura 38.

Com base nos valores de RSD, ambos os métodos apresentaram um nivel notavel de
precisdo, com valores de RSD consistentemente abaixo de 5% para cada um (INMETRO,
2020). Os resultados do teste de recuperacdo também exibiram excelente concordancia com o
método comparativo, com dados de recuperagdo dentro da faixa esperada de 90-110%, como

esperado para esse nivel de concentracao (INMETRO, 2020).

Adicionalmente, para comparar a metodologia desenvolvida pela SWV e pelo HPLC, os
valores das amostras foram normalizados em relagdo ao seu valor de recuperacao e, em seguida,
um teste estatistico foi aplicado para verificar se os métodos diferem entre si. O teste t de
Student para amostras independentes foi escolhido (F. JAMES HOLLER et al., 2009). Para o

teste t de Student para amostras independentes, a férmula para calcular o valor do t-estatistico

¢ dada por:
t =X (Equagao 7)
3,9
ni np
onde:

e X, ¢ X, sdo as médias das duas amostras;
2 0 o2 o PO :
e S{ e S5 sdo as variancias das duas amostras;

e N, en, sao os tamanhos das duas amostras.
Para calcular os graus de liberdade (df) para o teste t, usamos a férmula:

df = n— 1 (Equagao 8)

Para um nivel de significancia de 2,5% (o = 0,025) e 2 graus de liberdade (3 -1=2), o

valor tabulado de t ¢ aproximadamente 4,30. A Tabela 11 e a Tabela 12 trazem os resultados
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do teste t aplicados para as amostras avaliadas, comparando o GCE frente ao HPLC e o SPCE

frente ao HPLC, respectivamente.

E possivel observar que no estudo entre 0 GCE e HPLC todas matérias primas foram
aprovadas, estando abaixo do t tabelado de 4,30. Avaliando o conjunto de dados a exatidao da
metodologia voltamétrica estd de acordo com o método cromatografico. Além disso, os
resultados obtidos pelo RSD e os valores de recuperacdo destacam coletivamente a

confiabilidade e precisao das metodologias SWV e HPLC na quantificagdo do analito.

Tabela 9. Parametros estatisticos obtidos a partir das analises por GCE e SPCE das amostras

de TBF.

Amostra GCE SPCE
Técnica
Adicionado Encontrado RSD Recuperado Adicionado Encontrado RSD Recuperado
mgmL-! mgmL-! % % mgmL-! mgmL-! % %

MP A 0.021 0.0217 2.18 104.76 0.060 0.0602 1.48 100.38
MPB 0.021 0.0222 2.05 100.95 0.060 0.0613 2.67 102.30
MP C 0.021 0.0213 3.26 97.38 0.060 0.0609 1.89 101.53
Comprimido 0.010 0.0106 1.79 100.66 0.050 0.0507 1.63 101.44

Tabela 10. Pardmetros estatisticos obtidos a partir das analises por HPLC das amostras de

TBF.
Amostra HPLC

Técnica

Adicionado Encontrado RSD Recuperado

mgmL-" mgmL-" % %
MP A 1.50 1.59 3.20 106
MPB 1.50 1.53 2.88 102
MP C 1.50 1.53 2.88 102

Comprimido 1.50 1.57 0.89 104.66




Tabela 11. Aplicagao do teste estatistico t de Student para o método proposto pelo GCE em

comparacao com o HPLC.

GCE vs HPLC MPA MPB MPC Comprimido
t tabelado 4,30 4,30 4,30 4,30
t calculado 2,00 0,51 3,54 0,17

Tabela 12. Aplicacdo do teste estatistico t de Student para o método proposto pelo SPCE em

comparacao com o HPLC.

SPCE vs HPLC MPA MPB MPC Comprimido
t tabelado 4,30 4,30 4,30 4,30
t calculado 3,35 0,61 0,56 2,48

Figura 38. Estudos de recuperagcdo por HPLC de amostras de TBF. (A) MPA; (B) MPB; (C)
MPC; (D) Comprimido e (E) Padrao. As condi¢des cromatograficas estao descritas na sessao
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6 CONCLUSAO

Este estudo apresentou uma abordagem inovadora na literatura, utilizando um
eletrodo impresso de carbono para a determinagdo voltamétrica do cloridrato de terbinafina. O
método oferece simplicidade, rapidez, custo-efetividade e geracdo minima de residuos.

A andlise comparativa com o eletrodo convencional de carbono vitreo revelou que
ambos os eletrodos exibiram oxidagdo irreversivel da terbinafina dentro da faixa de 0,775V a
1,035V, consistente com a literatura existente sugerindo oxidagdo do grupo amino da
terbinafina dentro desta faixa de potencial.

A voltametria de onda quadrada foi selecionada para ambos eletrodos e apods a
otimizagdo da técnica foi possivel alcancar excelente seletividade e um limite de deteccao
adequado para a quantificagdo de terbinafina. Quanto ao GCE, a curva de calibragdo foi
construida na faixa de 2,5 a 30 ugL! e o limite de detecgdo (LOD) foi estimado em 0,072 pugL’
!. Para o SPCE, a curva de calibragdo foi construida na faixa de 5 a 100 pgL™! e o limite de

deteccdo (LOD) foi estimado em 1,48 gL,

A exatidao do método voltamétrico foi realizada por comparacao com HPLC, e os
valores de doseamento das amostras de matéria prima e comprimidos foram satisfatérios para
a determinagdo de TBF. Além disso, os eletrodos impressos de carbono demonstraram uma
combinag¢do unica de baixo custo, alta reprodutibilidade, versatilidade, baixa interferéncia de
fundo e compatibilidade com diversos eletrolitos, tornando-os uma escolha atraente para uma

variedade de aplicacdes na industria farmacéutica.

Por fim, os resultados mostraram que os métodos desenvolvidos podem ser aplicados com
sucesso no controle de qualidade do antifingico TBF em matérias primas ¢ comprimidos,

oferecendo uma alternativa promissora aos procedimentos rotineiros atuais.
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