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Resumo

Estudou-se o comportamento eletroquimico da L-dopa em solucao de acetato de sodio 0,1
mol L, pH 3,0, v = 100 mVs' e fez-se a determinacdo eletroanalitica em formulagdo
farmacéutica Prolopa® utilizando a técnica de voltametria ciclica. O comportamento
voltamétrico da L-dopa foi caracterizado por dois picos (Epa = 535 mV e E,c = 340 mV vs
Ag/AgCl). Foi realizada a analise de alguns critérios em fungdo da variacdo da velocidade
do potencial, que caracterizaram o processo eletrédico como sendo eletroquimicamente
irreversivel e controlado por difusdo, sugerindo a presenca de uma reagdo quimica acoplada
a transferéncia eletronica no processo de oxidagdo da L-dopa. Utilizando as melhores
condic¢des de trabalho foi aplicada uma metodologia analitica (método da adi¢cdo de padrao)
para determinagao de L-dopa em uma formulagdo farmacéutica Prolopa®. A curva
analitica de trabalho foi construida no intervalo de concentragdes de 5,0){10'4 a 7,0){10'3
mol L' e o limite de deteccio (LD) obtido foi de 2,1x10* mol L. Para garantir a
confiabilidade dos resultados foram avaliados alguns parametros de validagdo de métodos
entre eles precisao e exatidao, sendo encontrado 100,76 mg de L-dopa em uma formulagao

farmacéutica e um erro relativo (Er) de 2,06%

Palavras-chave: L-dopa, formulagdes farmacéuticas, métodos eletroanaliticos.



Introducao

A levodopa (L-dopa), 3 (3,4-dihidroxifenil) L-alanina — Figura 1) € um importante
neurotransmissor ¢ precursor bioldgico das catecolaminas." A L-dopa estd presente em
varias espécies da familia das leguminosas. No Brasil foi e ainda ¢ extraida das sementes da
espécie Stylozobium aterrimum, conhecida vulgarmente como “mucuna preta”, planta
propria da regido tropical, pouco exigente e resistente a pragas. Entretanto, atualmente
prefere-se obté-la por outros meios, mais econdmicos através da sintese quimica, a partir da
3-(3,4metilenodioxifenil)-L-alanina ou da L-tirosina, bem como, da fermentacdo da L-
tirosina. E um po cristalino, branco a esbranquigado, inodoro, insipido e que, na presenca
de umidade, ¢ rapidamente oxidado pelo oxigénio atmosférico e escurece.” E levemente
solivel em 4agua, facilmente soluvel em acido cloridrico diluido, e insoluvel em alcool.
Apresenta ponto de fusdo entre 284 °C — 286 °C, formula molecular CoH;NO4 € massa

molar 197,19g/mol.’

HO COOH

HO NH,

Figura 1: Estrutura quimica da L-dopa

A L-dopa ¢ um medicamento utilizado no tratamento de pacientes portadores da
doenga de Parkinson. A doenca de Parkinson (DP) ¢ uma das doengas neuroldgicas mais
prevalentes em individuos acima de 50 anos, afetando todas as classes sociais, racas, e
sexos, sendo ligeiramente mais comum no sexo masculino. As primeiras manifestagoes da
DP deve-se a diminui¢do da producao da dopamina em areas cerebrais relacionadas com o
movimento voluntario. A dopamina ¢ uma catecolamina e um neurotransmissor sintetizado
por células nervosas que age em regides do cérebro promovendo entre outros efeitos, a

sensagdo de prazer e de motivagdo. Clinicamente os sinais e sintomas da DP s3o: tremor de



repouso, rigidez muscular e redugdo dos reflexos posturais. Além desses sintomas motores
descritos, apresenta também sintomas de ordem afetiva, cognitiva e comportamental. *

No entanto a dopamina ndo pode ser administrada oralmente, porque ndo penetra a
barreira da corrente sanguinea. A solugdo encontrada foi utilizar um precursor da
dopamina. A L-dopa ¢ convertida em dopamina por reagdo da enzima dopa-descarboxilase
compensando a deficiéncia da mesma no organismo, penetrando facilmente a barreira da
corrente sangiiinea. ’

Catecolaminas sdo compostos organicos que apresentam um grupo alquilamina
ligado ao anel benzénico que possui dois grupos hidroxilas (catecol). Esses compostos sdo
extensamente usados no tratamento de asma, hipertensdo, doenca de Parkinson e infarto do
miocardio.® As catecolaminas estdo presentes em quantidades relativamente grandes em
muitas formula¢des farmacéuticas, ¢ muito tem sido o esfor¢co para desenvolver um
procedimento analitico, simples, rapido, exato e preciso para sua determinagdo. Diversos
métodos tém sido empregado para a determinag@o de catecolaminas em espécies bioldgicas
e/ou formulagdes farmacéuticas. A determinagdo de catecolaminas em fluidos biologicos
normalmente requer o uso de técnicas analiticas, cromatograficas, fluorimétrica e/ou
detecgio eletroquimica. ’

Técnicas eletroquimicas tém sido uma boa alternativa para a determinagdo de
catecolaminas em formulagdes farmacé€uticas, e varios artigos podem ser encontrados na
literatura. >**

Devido ao grande uso da L-dopa em formulagdes farmacéuticas e fluidos bioldgicos
muitos métodos foram desenvolvidos para sua determinagdo. A literatura reporta diversas
técnicas para sua analise em formulagdes farmacéuticas e fluidos bioldgicos especialmente
espectrofotometria e cromatografia liquida. No entanto, os dois grupos hidroxilas presentes
na L-dopa, indicam que esta substincia deve ser eletroativa, podendo ser facilmente
oxidados, utilizando-se assim métodos eletroquimicos para a sua determinagdo.

Meétodos eletroquimicos sdao poderosas técnicas para analises, apresentando boa
precisdo e exatiddo, alta sensibilidade e baixo custo. Entre diversos métodos
eletroquimicos, a voltametria e/ou amperometria sio métodos apropriados para deteccao de
compostos organicos devido sua simplicidade e rapidez. '°

Uma de suas mais importantes caracteristicas relaciona-se com o fato destas

técnicas possibilitarem o estabelecimento de relagdes diretas entre a concentragdo do
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analito e alguma propriedade elétrica como corrente, potencial, condutividade, resisténcia,
ou carga. Uma outra grande vantagem destas técnicas consiste na possibilidade da medida
ser realizada diretamente na amostra sem necessidade de etapas de pré-purificagdo ou de
separacdes prévias. Essas vantagens, aliadas ao curto tempo na realizagdo das analises, ao
baixo custo da instrumentagdo e dos materiais utilizados, fizeram com que elas sejam cada
vez mais intensamente utilizadas. '

Neste trabalho foi utilizada a técnica de voltametria ciclica. A voltametria ciclica
(CV) tem se tornado uma ferramenta popular nos ultimos anos para o estudo de reacdes
eletroquimicas. Este método ¢ talvez o mais versatil para o estudo de espécies eletroativas.
Sua versatilidade combinado com a sua facil detec¢do tem resultado no uso extensivo da
CV nos campos da eletroquimica, quimica inorganica, quimica orgénica, e bioquimica. '

A voltametria ciclica (CV) € uma técnica de grande interesse na area eletroquimica
em geral porque pode ser usada qualitativamente ou quantitativamente na investigagao de
uma série de processos onde reagdes de oxi-reducdo estdo envolvidas. Nesta técnica o
eletrodo de trabalho de uma dada cela eletroquimica tem a sua resposta de corrente (i)
registrada em funcio de uma varredura de potencial (E) com diferentes velocidades (mVs™)
e formas (triangular, quadrada, etc). Quando este registro ¢ digitalizado, obtém-se um
voltamograma (ixE) que pode ser tratado matematicamente para fornecer informacgdes
sobre a reversibilidade dos processos de oxi-reducdo e uma série de outros parametros
cinéticos de interesse."?

Assim em virtude de suas possiveis aplicagdes, os métodos voltamétricos tornaram-
se importantes técnicas para o estudo de compostos farmacéuticos e, desta forma, varias
metodologias eletroanalitcas t€ém sido desenvolvidas com bastante intensidade, visando nao
apenas a busca de uma maior sensibilidade, mas também a eliminagdo de interferéncias
presentes nas matrizes, tempo de analise e baixo custo de equipamentos utilizados. *

O conhecimento das propriedades eletroquimicas € do mecanismo de oxidagdo da
L-dopa ¢ de grande importancia no objetivo de investigar as reagdes que ocorrem durante
sua ag¢do biologica.

Investigacdes sobre o comportamento eletroquimico da L-dopa foram descritos por
Liu e seus colaboradores,'’ o mecanismo de eletro-oxidagdo da L-dopa foi estudado por
voltametria ciclica e por espectro-eletroquimica de UV-vis. Os resultados obtidos revelam

que o mecanismo de eletro-oxidacdo para a L-dopa em solucdo neutra sobre eletrodo de
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carbono vitreo constitui um processo irreversivel seguido de reagdes quimicas, onde a
dopaquinona formada durante a oxidagdo da L-dopa gera novos produtos eletroativos. Para
solugdes acidas o processo passa a ser quase-reversivel envolvendo a participacdo de 2
elétrons, onde € possivel verificar a reducao da dopaquinona.. Além disso, estudos sobre o
efeito da velocidade de variacdo de potencial indicaram que o processo ¢ controlado por
difusdo das espécies e ndo por adsorgao.

Yan e colaboradores,” investigaram o comportamento eletroquimico da L-dopa
sobre eletrodo de carbono vitreo modificado utilizando voltametria ciclica,
cronoamperometria e cronocoulometria. Os resultados mostraram que o processo ¢
controlado por difusdo e envolve dois elétrons e dois protons. Além disso, nos estudos
sobre a influéncia do pH no mecanismo de eletro-oxidagdo verificou-se que para solugdes
acidas (pH 3,0 e 5,0) ¢ visivel a redugdo do produto formado na oxidacdo da L-dopa
(dopaquinona) e que para solugdes neutras (pH 7,0 ¢ 9,0) o pico referente a redugdao nao
aparece.

Bergamine ¢ seus colaboradores,” utilizando a técnica de voltametria ciclica e de
amperometria determinaram a L-dopa em duas formulagdes farmacéuticas sem tratamento
prévio pelo método da adi¢do de padrio. O limite de detecgdo encontrado foi de 9,9x107
mol L' e a taxa de recuperacio foi de 104+4% e 108+8% para duas formulagdes
farmacéuticas. Além disso, estes autores estudaram a influéncia do pH e da velocidade de
variagdo de potencial no comportamento eletroquimico da L-dopa 1,0x10* mol L' em meio
de acetato de sédio 0,1 mol L. Os resultados mostraram que o processo & controlado por
difusdo.

Um dos objetivos do trabalho proposto ¢ a aplicagdo de uma metodologia
eletroanalitica para a determinagdo do composto L-dopa em formulagdes farmacéuticas,
visando também a validacdo do método proposto, a fim de assegurar que os resultados
obtidos atendam as exigéncias das aplicagdes analiticas assegurando a confiabilidade dos
resultados, pois a necessidade de se mostrar a qualidade de medigdes quimicas, estd sendo
cada vez mais reconhecida e exigida. Para garantir que o novo método analitico fornega
informagdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, se faz necessario validar o método.

Varios autores definem validagdo de métodos e pode-se dizer que os conceitos
continuam evoluindo e estdo constantemente sob consideragdo pelas agéncias reguladoras.

Todos os 6rgdos regulamentadores exigem que um procedimento analitico seja validado.
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Uma das defini¢des de validagdo proposta pela ANVISA pode ser transcrita como: “A
validacdo deve garantir, através de estudos experimentais que o método atenta as
exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.”"

Varios artigos e revisoes tém sido publicados a respeito de validagdo de métodos
analiticos, os quais descrevem defini¢cdes, procedimentos, parametros e estratégias de
validacdo.

Porém nenhuma publicacdo descreve especificamente a respeito de validagdao de
métodos eletroquimicos. No entanto, baseado nos ensaios e especificacdes existentes nas
monografias da United States Pharmacopeia, relata que ndo importa se o método em
questdo € ou nao cromatografico, os principios gerais podem ser aplicados com sucesso
para qualquer um deles. *

Os parametros analiticos normalmente encontrados para validacdo de métodos sdo:
seletividade, linearidade e faixa de aplicagdo, precisdo, exatiddo, limite de detecgdo, limite
de quantificagdo e robustez. Esses termos sdo conhecidos como parametros de desempenho
analitico, caracteristicas de desempenho, e algumas vezes como figuras de mérito. Alguns
desses parametros serdo estudados no presente trabalho, com o objetivo de demonstrar que

o método analitico ¢ adequado para seu propdsito.
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Objetivos

Este trabalho tem como objetivos estudar o comportamento eletroquimico da L-
dopa utilizando métodos eletroquimicos, através de técnica de voltametria ciclica, bem
como aplicar uma metodologia eletroanalitica para a determinacdo da L-dopa em
formulagdes farmacéuticas, visando obter um método simples, rapido, de baixo custo, com
boa precisdo e exatiddo. Finalmente, ¢ objetivo também validar o método adotado, a fim de

assegurar que os resultados obtidos sejam confidveis e adequados para seu proposito.
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Parte Experimental

3.1 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados neste estudo sdo de grau analitico adquiridos da
Sigma (L-dopa), da Vetec (acetato de sodio, hidroxido de sddio), da Dindmica (4cido
acético glacial), da Arotec (alumina 0,05u). Os reagentes foram utilizados sem purificagdo
prévia. Agua destilada foi utilizada na preparacio das solucdes.

Para os estudos eletroquimicos preparou-se 50 mL de solugdo estoque do padrao L-
dopa na concentracdo de 1,0x107 mol L™ utilizando como eletrélito suporte uma solugio de
acetato de sodio 0,1 mol L, com o pH sendo ajustado para 3,0 utilizando acido acético
glacial. Adicionou-se hidroxido de potassio para obter as solugcdes com pH basico.

Para os estudos eletroanaliticos as solu¢des foram preparadas por diluicao de uma

solugio de L-dopa 7,0x10™ mol L™ para a concentragdo desejada.

3.2 Métodos Eletroquimicos — Equipamentos

As  medidas eletroquimicas ~ foram  realizadas  utilizando-se =~ um
potenciostato/galvanostato EG&G PAR™, modelo 263A, em conjunto com o software
M270 acoplado a um computador.

Os graficos apresentados foram editados no programa de computador ORIGIN™
da empresa Micronal. As estruturas quimicas foram elaboradas no programa de computador
CHEMWINDOW ™ da empresa Softshell.

As medidas de pH foram realizadas em um calibrador Orion 720A, em conjunto
com um agitador magnético Fanem 257.

Para a dissolugdo dos reagentes foi utilizado um ultra-som modelo Matason 14.

3.3 Voltametria Ciclica

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em uma célula eletroquimica modelo
PARC, contendo trés eletrodos: eletrodo de carbono vitreo foi utilizado como eletrodo de

trabalho (E.T.), um eletrodo de fio de platina utilizado como contra eletrodo (C. E.) e
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Ag/AgCl saturado com KCI utilizado como eletrodo de referéncia (E.R.). Sendo que, todos
os valores de potencial mencionados sao referentes a este eletrodo.

A capacidade da célula eletroquimica era de 20 mL. Para o estudo da influéncia de
velocidade (v) e influéncia de pH, 15 mL de solugio de L-dopa 1,0x10° mol L™ foi
preparada como descrita anteriormente no procedimento experimental, foram adicionados a
célula. Antes de registrar cada voltamograma o eletrodo de trabalho foi cuidadosamente
polido com uma pasta de alumina (0,05um), e colocado em banho ultra-som por
aproximadamente 60 s para remover a alumina remanescente, em seguida lavado com
agua destilada. Antes de registrar cada voltamograma ciclico a solugdo foi desoxigenada
por 5 minutos com N,. A faixa de potencial aplicada foi de — 200 mV a 900 mV. A
influéncia da velocidade de variacao de potencial (v), foi estudada variando-se a velocidade

de 10 2200 mVs™ e a influéncia do pH variando-se o pH de 3.0 a 10,0.

3.4 Procedimento para determinacio de L-dopa em comprimidos de

Prolopa®

Um comprimido de Prolopa® 125 mg, segundo o fabricante contém 100 mg de L-
dopa e 25 mg de benserazida, foi macerado até¢ um fino pd. O p6é macerado foi dissolvido
em uma certa quantidade de solugdo acetato de sodio 0,1 mol L™ (eletrdlito suporte) e
transferido quantitativamente para um baldao volumétrico de 500 mL. A amostra foi agitada
e levada ao ultra-som, por aproximadamente 3 minutos.

Uma aliquota de 15 mL da amostra foi adicionada na célula eletroquimica e a
solucdo foi desoxigenada por 5 minutos com N,. Como no procedimento anterior o eletrodo
de trabalho foi cuidadosamente polido com uma pasta de alumina (0,05um), e colocado em
banho ultra-som por aproximadamente 60 s para remover a alumina remanescente e
posteriormente lavado com agua destilada.

Apds o primeiro voltamograma foram realizadas adi¢des sucessivas do padrdo L-
dopa na forma solida, e registrados os voltamogramas apds cada adigdo. A quantificagdo foi

obtida graficando ip, em fungdo de mg L-dopa adicionada.
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3.5 Valida¢ao do método proposto

Para a validagdo do método proposto primeiramente foi construida uma curva de
calibra¢ao variando a concentracdo de L-dopa de 5x10”* mol L a 7x10” mol L. Foram
realizados 10 voltamogramas ciclicos para o branco, e a partir dos dados obtidos da curva
de calibragdo e do desvio padrao das correntes obtidas para o branco, foram calculados o
Limite de Detecgao (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ).

A determinagdo da L-dopa em uma formulagdo farmacéutica Prolopa® foi realizada
em triplicata, usando a mesma solucdo estoque preparada como descrita anteriormente no
item 3.4. A partir dos valores obtidos foi testada a precisdao do método, sendo calculados
desvio padrdo absoluto (s), erro relativo (Er), desvio padrao relativo (RSD).

A precisdo foi testada em termos de repetibilidade, realizando 10 medidas
sucessivas através da voltametria ciclica para uma solugdo de L-dopa 1,0x10° mol L™, em
solugdo acetato de sédio 0,1 mol L™ v = 100 mVs™ e pH 3,0. Outro critério testado em
termos de repetibilidade foi a anélise da terminagdo da L-dopa feita em triplicata como ja

descrito anteriormente.
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Resultados e Discussao

4.1 Comportamento voltamétrico da L-dopa

O comportamento voltamétrico da L-dopa (1,0x10° mol L) foi estudado sobre
eletrodo de carbono vitreo, em solucdo acetato de sodio 0,1 mol L', na velocidade de

variagdo de potencial de 100 mVs e pH 3.0.
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Figura 2: Voltamograma ciclico para a L-dopa 1,0x10” mol L' em solugdo acetato de

s6dio 0,1 mol L™, pH 3,0 e v =100 mVs™

Sob as condi¢des experimentais descritas acima, na Figura 2 observa-se que o
voltamograma ¢ caracterizado por dois picos bem definidos, um pico de oxidacdo E,, = 535
mV quando a variagdo de potencial ¢ feita na diregdo positiva, e outro pico E,. = 340 mV
quando a variacao de potencial ¢ feita na dire¢do negativa.

>1013 75 pico de oxidagdo em 535 mV ¢ atribuido a

De acordo com a literatura
oxidagdo da L-dopa a quinona correspondente (dopaquinona). Dependendo das condigdes
experimentais, a dopaquinona pode sofrer na seqii€ncia reagcdes quimicas gerando novas
espécies eletroativas. Com relagdo ao pico de reducdo em 340 mV, este pode estar
associado a redu¢do da dopaquinona ou a redugdo das espécies eletroativas originarias das
reacdes quimicas posteriores a oxidacao da L-dopa. De forma simplificada, a Figura 3

mostra um esquema reacional para a oxidagao da L-dopa.
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4.2 Influéncia do pH

A influéncia do pH na resposta da corrente e do potencial de pico foi avaliada
variando-se o pH do eletrélito suporte utilizado, no caso solugdo acetato de so6dio 0,1 mol
L' de 3,0 a 10,0. A Figura 4 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugéo
de L-dopa l,OxlO'3 mol L' em solugdo acetato de so6dio 0,1 mol L' v=100 mVs' em

diferentes pHs.
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Figura 4: Voltamogramas ciclicos para uma solugio 1,0x10~° mol L' de L-dopa em

solucdo acetato de s6dio 0,1 mol L™, v =100 mVs™ para diferentes pHs.

Nesta figura pode-se verificar que a concentracdo do préton produz alteragdes
significativas no perfil voltamétrico da L-dopa. Isto indica que as rea¢des no eletrodo sao
influenciadas por reagdes de protonagao. > Entretanto ndo houve reprodutibilidade ou uma
variagdo constante no aumento das densidades de corrente de acordo com o aumento do
pH. Este fato sugere que a L-dopa apresenta um complicado processo eletroquimico onde a
reversibilidade do sistema sofre alteracdes de acordo com as condi¢des experimentais

5,10,15
adotadas.™

Por outro lado, a L-dopa em meio aquoso apresenta dois hidrogénios
ionizaveis !” sendo pKai1= 2,24 e pK,» = 9,30, por isso a condi¢ao de pH 3,0 foi adotada para

a determinacdo farmacologica.
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4.3 Influéncia da velocidade de variacao de potencial (v)

Utilizando a técnica de voltametria ciclica, pode-se estudar o processo eletrodico de
uma reagdo, analisando alguns parametros relacionados a influéncia da velocidade de
variagdo de potencial sobre potencias e correntes observadas nos voltamogramas ciclicos. '*

Desta forma, o estudo do comportamento eletroquimico da L-dopa foi estudado
avaliando-se a influéncia da velocidade de variagdo de potencial no intervalo de 10 a 200
mVs' em solucdo acetato de sodio 0,1 mol L'e pH 3,0.

A Figura 5 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para uma solugdo de L-dopa

1,0x10” mol L™ em diferentes velocidades de variagdo de potencial.
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Figura 5: Voltamogramas ciclicos para uma solugio 1,0x10” mol L de L-dopa em

solucdo acetato de sodio 0,1 mol L™ e pH 3,0 para o aumento de v de 10 a 200 mVs™.

De acordo com os voltamogramas ciclicos mostrados acima verificou-se que a
corrente de pico catddica e anddica, e os potencias associados a cada pico aumentam
gradativamente com o aumento da v. Para continuidade dos estudos foi adotado a

velocidade de variacio de potencial de 100 mVs™.
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A Figura 6 mostra o grafico E,, x v para a oxidacdo da L-dopa 1,0x10° mol L em

solucdo acetato de sodio 0,1 mol L™ ¢ pH 3,0.
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Figura 6: Curva E,, x v para a L-dopa 1,0x10~ mol L em solugfo acetato 0,1 mol L, e

pH 3,0.

Na Figura 6 observa-se que ocorre um deslocamento do potencial de pico para
valores mais positivos a medida que a velocidade aumenta. De acordo com a literatura'
para processos eletroquimicamente reversiveis o potencial de pico independe de v e AEp =
59/n mV e para processos eletroquimicamente irreversiveis o potencial de pico ¢
dependente de v.

Em nosso estudo verificou-se que o potencial de pico (E,.) ¢ dependente de v e foi
obtido um valor para AEp = 195 mV. Embora o perfil voltamétrico para a L-dopa seja
semelhante a um processo eletroquimicamente reversivel nossos resultados sugerem que o
mecanismo de eletro-oxidagdo para a L-dopa seja eletroquimicamente irreversivel, mas
quimicamente reversivel.

Em outras palavras, no pico E,, observa-se a oxidacdo da L-dopa a dopaquinona
correspondente, a qual sofre na seqii€ncia reagcdes quimicas acopladas levando a formagao

da ciclo-dopa. Continuando a série de reagdes quimicas que ocorrem a partir da formagao
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da dopaquinona, a ciclo-dopa ¢ transformada em dopa-cromo. Dessa maneira, o pico de
redugdo E, esta associado a redugdo da dopa-cromo originando novamente a ciclo-dopa.'’
Um critério bastante utilizado para determinar se no processo eletrodico existe uma
reacdo quimica acoplada ¢ a analise da variagdo da fungdo corrente (ip.v'l/ %) com o0 aumento
de v. Para processos reversiveis e irreversiveis a fungdo corrente (ipav'l/2 ) ¢ um parametro
que independe de v. No entanto se a irreversibilidade do processo eletrddico € proveniente
de reagdes quimicas acopladas ao processo de transferéncia eletronica, a fungdo corrente
(ip.v'” %) varia com a v dependendo da natureza da reagdo quimica, podendo ser observada
uma diminui¢do ou um aumento da mesma com o aumento da v

A Figura 7 mostra o grafico ipav'”2 em funcdo de v para a L-dopa 1,0x10~ mol L™

em solucdo acetato de sodio 0,1 mol L'e pH 3,0.
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Figura 7: Gréfico ipav'l/zx v para L-dopa 1,0x10° mol L' em solucdo acetato 0,1 mol L' e

pH 3,0.

De acordo com a curva acima, ¢ observado um deslocamento da fun¢do corrente

-1
com o aumento da v de 10 para 200mVs™, deste modo, esses resultados confirmam a
presenca de uma reagdo quimica acoplada a transferéncia eletronica no processo de

oxidagao da L-dopa.
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Para o estudo da etapa determinante da velocidade de reagcdo foram estudados dois
critérios muito utilizados na literatura, através da analise da curva da variagao do logaritmo
da 15, em funcdo do logaritmo da v e através da andlise da curva de iy, em funcdo de V2.

A etapa determinante da velocidade de reagdao pode ser através da transferéncia de
massa, de uma reagdo quimica intermediaria, de uma mudanga de estado fisico no caso por
adsor¢io ou ainda por transferéncia de elétron.”

A Figura 8 mostra o grafico log i, x log v para a L-dopa 1,010~ mol L' em

solucdo acetato de sodio 0,1 mol L'le pH 3,0.
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Figura 8: Grafico log ip. x log v para a L-dopa 1,0x10~ mol L' em solugdo acetato de

s6dio 0,1 mol L' e pH 3,0.

Para um processo eletrodico em que a etapa determinante da velocidade de reacdo ¢
controlada por adsor¢do, um valor de inclina¢do para o grafico log ip, X log v préximo a 1,0
¢ esperado, para valores experimentais proximos a 0,5 indica que a etapa determinante da
velocidade de reacdo ¢ controlado por difusdo.'**°

Na Figura 8 observa-se que a curva log iy, X log v apresentou um comportamento
linear, apresentando um coeficiente de correlacio de 0,9982, e valor de inclinagdo de
aproximadamente 0,565. Neste caso a partir do valor de inclinagdo fica claro que a etapa

determinante da velocidade de reacdo ¢ controlada por difusdo, ou seja feita por

transferéncia de massa, a difusdo surge quando existe uma diferenca de concentragdo entre
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duas regides de uma solugdo, enquanto uma espécie ¢ reduzida na superficie do catodo (ou
oxidada na superficie do anodo), ions ou moléculas movem-se de uma regido mais
concentrada, para uma mais diluida.**

Outro critério utilizado para determinar a etapa determinante da velocidade de
reacdo, foi a andlise da curva de ip, X v!2, segundo a teoria para processos irreversiveis 1pa
varia linearmente com a v, indicando que a etapa determinante da velocidade de reagado ¢
controlada por difusdo.'**

A Figura 9 mostra o grafico ip, x v!2 para L-dopa 1x10 mol L™ em solucdo acetato

de s6dio 0,1 mol L' e pH 3,0.

1/2 -1,1/2

v/ (mVs")
Figura 9: Grafico de ip, X v'2, para a L-dopa 1,0x10~ mol L™ em solugio acetato de sodio

0,1 mol L™ e pH 3,0.

: . . 12
Analisando a Figura 9, podemos observar que a curva de i,, X v~ apresentou uma
relacdo linear, evidenciando assim a etapa determinante da velocidade de reagdo como

sendo difusional.
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4.4 Curva de Calibracao para L-dopa

Usando as melhores condigdes de trabalho para o procedimento proposto foi
construida uma curva de calibragdo para o padrao L-dopa. A Figura 10 mostra a curva

obtida dentro de uma faixa de concentragdo de 5,0x10%* 2 7,0x10™ mol L.
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Figura 10: Curva de calibragio para L-dopa variando a concentragdo de 5,0x10™* a 7,0x10

mol L' em solugdo acetato de sodio 0,1 mol L'e pH 3,0.

De acordo com a Figura 10 a curva de calibragdo apresentou linearidade em todo
intervalo de concentracdo estudada, apresentando um coeficiente de correlacdo 0,9978,
indicando uma boa linearidade para a faixa de trabalho.

Primeiramente em termos de validagdo de métodos foram calculados os limites de
deteccao (LD) e de quantificagdo (LQ), que sdo caracteristicas do desempenho de cada
procedimento de analise e dependem de certas caracteristicas em estudo. !

O limite de detec¢do (LD) representa a menor concentracao da substancia em exame
que pode ser detectada com certo limite de confiabilidade, utilizando um determinado
procedimento experimental.

O limite de quantificacdo (LQ) de um método representa a menor concentragao da
substancia em exame que pode ser determinada de forma quantitativa com precisdo e

exatidao aceitaveis utilizando um determinado procedimento experimental. Baseado em
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parametros da curva analitica, segundo a IUPAC, a LD e LQ podem ser calculadas através
da equacao:

LD =3 Sb LQ=10Sb Eq. (1)
b b

Onde nesta equacdo, Sb corresponde ao valor do desvio padrdo dos valores de corrente
obtidos da curva relacionada ao branco, ou do coeficiente linear da equacao, e b representa
o coeficiente angular da curva de calibracio. *'

Assim, 10 voltamogramas ciclicos foram obtidos para o branco e os 10 valores de
corrente forma analisados, calculando-se um valor médio e um desvio padrao.

A partir da Eq. (1) e da curva analitica foram obtidos os valores para LD de 2,1x10™
mol L para LQ de 6,9x10™ mol L. Esses resultados revelam uma boa sensibilidade do
método, alcancando limites de detec¢des relativamente baixos.

A partir da faixa de concentragdo estudada, e limites de deteccdo calculados, assim
como a boa linearidade apresentada, foi feito a determinacdo da L-dopa em uma
formulacao farmacéutica.

Precisdo ¢ exatiddo foram outros critérios avaliados na validagdo do método
proposto. A precisdo representa o grau de concordancia mutua, repetidos de uma mesma
amostra que tenham sido realizadas exatamente do mesmo modo. '® A precisdo, foi testada
em termos da porcentagem do desvio padrdo absoluto e através da repetibilidade.

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de medigdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condigdes de medicdo: mesmo
analista, mesmo instrumento usado sob mesmas condi¢des, mesmo local, repeticdes em
curto intervalo de tempo. '°

Sendo assim, foram realizadas 10 medidas sucessivas através da técnica de
voltametria ciclica para uma solugdo de L-dopa 1,0x10™ mol L™, em solugio acetato de

$6dio 0,1 mol L, v=100 mVs' e pH 3,0 e. A Tabela 1 apresenta os dados encontrados.
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Tabela 1: Repetibilidade para uma solugdo de L-dopa 1,0x10™ mol L™, em solugfo acetato

de s6dio 0,1 mol L™, v=100 mVs™ e pH 3,0.

Amostra L-dopa 1,0x10~ mol L™

Pardmetro i,y (LA)

12,03
11,89
Valores 11,41
medidos 11,70
11,81
11,71
11,72
11,80
11,73
11,82
Meédia (pA) 11,76
Desvio padrao
Abosluto (s) 0,18
RSD (%) 0,09

Através dos resultados mostrados na tabela acima, para o estudo da repetibilidade de
10 voltamogramas ciclicos obtidos para a solugdo de L-dopa, apresentando como parametro
avaliado a corrente de pico anoddica (ip, ), verifica-se que existe um grau de concordancia
entre os resultados obtidos, onde um valor de RSD igual a 0,09 foi obtido. Ficando claro

desta forma, que o método aplicado apresenta boa precisdo.
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4.5 Aplicacao da metodologia para determinaciao de L-dopa

4.5.1 Determinacio de L-dopa em formulac¢io farmacéutica

O método proposto foi aplicado para a determinacao de L-dopa em uma formulacao
farmacéutica (Prolopa® 125mg), que segundo o fabricante apresenta 100 mg de L-dopa e
25 mg de benserazida, utilizando o método da adigao de padrao.

O método da adicdo de padrdo consiste na adicdo de quantidades conhecidas da
substancia de interesse que esta sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra. Esse
método ¢ muito utilizado com o objetivo de minimizar os problemas causados pelo efeito
de matriz, que geralmente apresentam espécies que afetam as propriedades das substancias
a serem determinadas, com isso o objetivo ¢ realizar assim medidas experimentais nas
mesmas condi¢des ou na condi¢do mais proxima possivel das condi¢des da matriz. *

Constroi-se uma curva analitica relacionando as quantidades da substancia
adicionada a amostra com as respectivas correntes obtidas. O ponto onde a reta corta o eixo
das ordenadas corresponde a corrente de pico da substincia, sem qualquer adi¢cdo do
padrdao. A extrapolagdo da reta define, no eixo das abscissas, a concentracao da substancia
na amostra analisada. '°

A partir dessa metodologia empregada, uma aliquota de 15 mL da solucdo estoque
da amostra foi adicionada na célula eletroquimica, conforme descrito no procedimento
experimental, a seguir foram realizadas adi¢cdes sucessivas do padrdo L-dopa em forma
solida, e registrados os voltamogramas apos cada adicao.

A Figura 11 mostra os voltamogramas obtidos para adig¢do da aliquota de amostra e

para adigdes sucessivas do padrao de L-dopa.
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Figura 11: Voltamogramas ciclicos obtidos para determinagdo de L-dopa em amostra de
comprimido de Prolopa®. (a) somente solugdo estoque (b-f) adigdes sucessivas de 3mg do
padrio L-dopa em solugdo acetato de sodio 0,1 mol L™ v=100 mVs™ e pH 3,0.
Os valores obtidos para a determinagdo de L-dopa através do método da adicao de
padrao foram realizados em triplicata, utilizando a mesma solucdo estoque preparada como

descrita no procedimento experimental. O grafico da i,, x mg L-dopa adicionada esta

apresentado na Figura 12.
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Figura 12: Grafico de ip, x mg L-dopa adicionada.
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Os valores de L-dopa encontrados em (mg) e (%), desvio padrao absoluto (s), desvio
padrao relativo (RSD) e erro relativo (Er), obtidos para uma média de trés determinagdes de

L-dopa na formulagio farmacéutica de um comprimido Prolopa® estio apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2: Resultados obtidos para quantificagdo de L-dopa na amostra de um comprimido

Prolopa® através do método eletroanalitico.

Amostra Valor rotulado (%) L-dopa Encontrado (%) de L-dopa (s) RSD  Er

L-Dopa (mg) comprimido (mg) encontrada (%) %) (%)
100 80 100,76 80,76
Prolopa® 100 80 102,83 82.83 1,13 1,10 2,06
100 80 102,60 82,60
Média 102,06

s = desvio padrdo absoluto entre a média dos valores encontrados (mg), Er = erro relativo

entre o valor encontrado (mg) e o valor rotulado.

Através do método de adicao padrao obteve-se um valor encontrado para L-dopa de
3,023 mg no comprimido Prolopa® em 15 mL de solugio. Esse valor corresponde a 100,76
mg de L-dopa na solugdo estoque preparada como descrita no procedimento experimental.
Segundo o fabricante um comprimido de Prolopa® contém 100 mg de L-dopa e 25 mg de
benserazida, o que corresponde a 80% de L-dopa em um comprimido, através dos valores
encontrados e mostrados na Tabela 2 obteve-se 80,76% de L-dopa, observando-se assim
excelentes resultados para o método proposto, ou seja uma boa exatiddo do método, pois
obteve-se um grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados em um
determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro.

Obteve-se um desvio padrdo absoluto (s) igual a 1,13% e um desvio padrao relativo
(RSD) igual a 1,10% o que revela uma boa precisao do método.

O erro relativo foi de 2,06%, este valor esta dentro do valor de erro esperado para a

técnica de voltametria ciclica, cujos valores de erros podem variar de 1 a 3%.
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Como citado anteriormente foram feitas adi¢des sucessivas de 3 mg do padrdo L-

dopa na forma solida a célula eletroquimica. A tabela 3 mostra os valores obtidos para

adicao e recuperacao da massa de L-dopa feitas a célula.

Tabela 3: Estudo da adigdo e recuperagio de L-dopa na formulago farmacéutica Prolopa®,

Padrao L-dopa

Amostra Adicionado (mg) Encontrado (mg) Recuperacao (%)
3,0 3,1 103,3
Prolopa® 6,0 59 98.3
9,0 8,9 98,8
12,0 11,7 98,8
15,0 14,6 97,3

Através dos valores obtidos para o estudo da adi¢do e recuperagdo mostrados na

Tabela 3, observa-se que o método proposto apresentou excelentes resultados de

recuperagdo. Comprovando novamente a boa exatidao do método proposto.
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Conclusao

De acordo com os resultados obtidos para as analises dos critérios que caracterizam
o processo eletrodico através da técnica de voltametria ciclica, o processo de oxidagdo da
L-dopa, ¢ caracterizado por um processo eletroquimicamente irreversivel e controlado por
difusdo, sugerindo também a presengca de uma reagdo quimica acoplada a transferéncia
eletronica no processo de oxidag¢ao da L-dopa.

A aplicacdo da metodologia eletroanalitica, para a determinagdo do composto L-
dopa em uma formulagdo farmac€utica apresentou resultados bastante satisfatorios,
obtendo-se um valor encontrado de 80,60% de L-dopa no comprimido Prolopa®, e um erro
relativo (Er) de 2,06%. Desta maneira, fica claro que a aplicagdo do método da adigdo de
padrao pode ser recomendada para a determinagcdo de compostos em farmacos, pois
apresentou resultados satisfatorios, além de ser um método simples, rapido, de baixo custo,
de boa precisdo e exatidao.

Para garantir que os resultados obtidos fossem confidveis e atendessem as
exigéncias das aplicacdes analiticas, foram realizados alguns estudos de validacao de
métodos, nos quais foram encontrados os valores para LD de 2,1x10* mol L™ e para LQ de
6,9x10* mol L™, indicando uma boa sensibilidade do método. Precisdo e exatiddo também
foram avaliados, apresentando excelentes resultados, taxas de recuperagao de 103,3%

foram encontradas.
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