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DETERMINATION OF DISSOCIATION CONSTANT (K,) OF CAPTOPRIL AND NIMESULIDE - ANALYTICAL CHEMISTRY
EXPERIMENTS FOR UNDERGRADUATE PHARMACY. This paper presents the determination of the dissociation constant
(K,) of captopril and nimesulide as contextualized experiments to teach chemical concepts to students of Pharmacy. Captopril is an

antihypertensive drug, which presents high water-solubility and weak acid properties. The pK, of carboxylic acid group of captopril

is 3.7. Nimesulide is a non-steroidal anti-inflammatory drug sparingly soluble in water. It is weakly acidic (pK, = 6.5) because of its
methanesulfonamide functional group. The pK, of captopril was determined by potentiometric titration with NaOH 2.0 x 10 moL

L. The pK, of nimesulide was determined by using spectrophotometry and photometric titration. The experimental values of pK, of

both drugs are in very good agreement with those from literature.
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INTRODUCAO

As propriedades fisico-quimicas dos farmacos interferem dire-
tamente nos pardmetros farmacocinéticos (absorcdo, distribui¢do,
metabolismo e excre¢io) e na interagdo com o receptor.' Entre essas
propriedades, estdo a lipofilicidade e a ioniza¢@o, que influenciam
a absor¢@o e a biodisponibilidade dos farmacos. O pH do fluido
bioldgico e a ionizagdo do farmaco exercem um papel importante
na absorc¢do, uma vez que seus efeitos regulam a lipofilicidade e a
solubilidade.?

A determinacdo do valor do pK, requer que a substancia seja
submetida a mudancas de pH, acompanhada da medida de uma
propriedade especifica que varie com o estado de ioniza¢do da
molécula. Ha varios métodos disponiveis para se determinar o valor
do pK,, incluindo técnicas como a eletroforese capilar, a cromato-
grafia liquida, a titulacdo potenciométrica e a espectrofotometria
UV-visivel .}

A titulagdo potenciométrica com monitoramento da mudanga do
pH da solugao € a técnica mais tradicional para se determinar valores
de pK,. E aplicavel a valores de pK, na faixa de 2 a 12, na presenca
ou auséncia de um croméforo, desde que o composto seja soldvel
em 4gua ou numa mistura com um cossolvente como metanol ou
acetonitrila.* Nessa técnica, durante a titulagdo da solu¢do amostra,
o pH € monitorado com um eletrodo de vidro e o pK, € calculado a
partir das mudancas na forma da curva de titulacdo.’

A determinacdo espectrofotométrica do pK, € uma boa alternativa
a potenciometria, desde que a amostra seja solivel em dgua na faixa de
10 moL L. A espectrofotometria é uma técnica analitica sensivel e
muitos compostos organicos possuem valores de absortividade molar
suficientemente elevados para serem detectados em solugdes aquosas
diluidas. Um aspecto importante é que o composto deve possuir um
cromoforo préximo do centro de ionizacdo, de tal modo que, com a
variagdo do pH, as formas ionizadas e moleculares exibam diferen-
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¢as espectrais na regido do UV-visivel.> Na pritica, o que se faz é
obter os espectros das solugdes do composto em diferentes valores
de pH que, em conjunto com os valores de absorbancia, permitem
o célculo do pK,.¢

O captopril (Figura 1) € um anti-hipertensivo inibidor da enzima
conversora de angiotensina (ECA). E muito soltvel em dgua e possui
um grupo dcido carboxilico com pK, 3,7. Na literatura, ndo ha a des-
cri¢do experimental da determinagio do pK, do captopril. No entanto,
pode-se determinar esse pK, utilizando-se a titulagdo potenciométrica
com uma solu¢do de NaOH, de modo semelhante ao aplicado para
dcidos organicos, como o acido benzoico.”
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Figura 1. Estruturas do captopril (a) e nimesulida (b)

A nimesulida (Figura 1) € um anti-inflamatdrio ndo esteroidal
(AINE) com propriedades analgésica e antitérmica. Diferentemente
da maioria dos AINEs que possuem um grupo é4cido carboxilico, o
cardter dcido fraco da nimesulida € atribuido a presenca do grupo
metanossulfonamida.

A nimesulida € praticamente insoldvel em dgua, pouco solivel em
etanol e muito soldvel em acetona.® Fallavena e Schapoval® realizaram
a determinacdo do pK, da nimesulida pelo método potenciométrico,
solubilizando-a em misturas metanol:agua em diferentes proporgdes.
O valor experimental médio do pK, da nimesulida foi 6,46.

O método espectrofotométrico € considerado ideal para a deter-
minagdo do pK, de compostos pouco soliveis em dgua e apresenta
como vantagens maior precisdo e exatiddo.'™!! A determinagdo
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espectrofotométrica do pK, da nimesulida foi realizada previamente
por Singh et al.," dissolvendo-se o firmaco em metanol e diluindo
em solucdes de tampao de fosfato para uma concentragdo da ordem
de 6,5 x 10° moL L.

Na perspectiva do ensino de Quimica, € essencial a abordagem
contextualizada desses temas, particularmente para a compreensao
de conceitos fisico-quimicos. As disciplinas de Quimica podem ser
consideradas pouco atrativas para os alunos de dreas correlatas,
principalmente quando o conteido € ministrado apenas com destaque
para a teoria e apresentacdo de experimentos descontextualizados.
No contexto pedagdgico, os docentes das disciplinas de Quimica
devem reconhecer a necessidade da inser¢ao de praticas de laboratdrio
voltadas para motivag¢ao dos alunos como, no caso aqui especifico,
dos cursos de Farmdcia.

No presente trabalho, estdo apresentadas as determinacdes dos
valores de pK, do captopril e da nimesulida como propostas de ex-
perimentos diddticos de Quimica destinados a alunos de cursos de
Farmadcia. Os experimentos apresentados podem ser realizados nas
aulas praticas de Quimica Analitica ou, opcionalmente, na de Quimica
Farmacéutica, especialmente quando se discute a importancia do pK,
e da lipofilicidade na atividade bioldgica.

O pK, do captopril foi determinado potenciometricamente com
uma solu¢ado diluida de NaOH e da nimesulida, utilizando a espec-
trofotometria UV-visivel, conforme descrito na literatura. Adicional-
mente, propusemos o procedimento de titulagio espectrofotométrica
para a determinacdo do pK, da nimesulida.

PARTE EXPERIMENTAL

O captopril (Shenyang Fine Chemical, China) e a nimesulida
(Henrifarma) foram adquiridos e utilizados sem purificagio adicio-
nal. Os sais utilizados no preparo das solucdes tamp@o e os demais
reagentes foram de grau analitico. Agua purificada Milli-Q (Millipore
Corporation, USA) foi utilizada em todos os experimentos.

As medidas de pH foram realizadas utilizando-se um medidor de
pH Digimed modelo DMPH-2, equipado com um eletrodo de vidro
combinado com eletrodo de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl/KC1 3,0
mol L'). O eletrodo foi calibrado com solugdes tampao (Quimis) pH
4,00 e 7,00 e as titulacdes foram realizadas a temperatura ambiente.

As leituras de absorbéncia e os espectros de absor¢do foram
obtidos com um espectrofotdometro Genesys 10S, utilizando-se uma
cubeta de quartzo de 1 cm e a temperatura controlada com um banho
termostatico Fanem modelo 100. A titulacdo espectrofotométrica foi
realizada com um espectrofotdmetro Biosystems BTS 330.

Titulacao potenciométrica do captopril

Realizou-se um procedimento semelhante ao descrito por Ribeiro
et al.."® Uma aliquota de 15 mL da solucao aquosa de captopril 1,0 x
102 mol L"! foi transferida para béquer de forma alta e adicionaram-se
5 mL de NaCl 0,5 mol L"'. A solugdo de captopril foi titulada com
NaOH 2,0 x 102 mol L', previamente padronizada com biftalato de
potéssio. Os dados da titulacdo potenciométrica foram tratados com
o programa Excel CurTiPot Versdo 3.5.4, obtendo-se as curvas de
primeira e segunda derivadas.'

Analise espectrofotométrica da nimesulida

O procedimento experimental e o cdlculo do pK, foram descritos
por Singh er al..'” As solugdes tampao foram preparadas pela mis-
tura de volumes apropriados das solugdes de NaH,PO, 0,2 mol L™
e Na,HPO, 0,2 mol L. Solug¢des de NaCl 0,2 mol L' e dgua
foram utilizadas para ajuste da concentragio final do tampao para
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0,01 mol L' e da forga i6nica para 0,02 mol L"!. Aliquotas de 5 mL
de cada solugdo tampao foram distribuidas em tubos de ensaio e a
cada tubo adicionaram-se 50 pL da solu¢io metandlica de nimesulida
2 mg mL". As solugdes foram misturadas e os tubos mantidos em
banho a 25 °C. Os espectros de absorcao das solu¢des foram obtidos
na regido de 200 a 500 nm e os valores de absorbancias em 393 nm
foram utilizados no cdlculo do pK,.

Os espectros e as absorbancias das formas ionizadas e ndo ioniza-
das da nimesulida foram determinados de forma idéntica ao descrito
para as solugdes tampao, empregando-se HCI 1,0 x 102 moL L' e
NaOH 1,0 x 102 moL L, respectivamente. A forga idnica das solu-
¢oes também foi ajustada para 0,02 pela adi¢do de NaCl 0,2 moL L.

Titulacio espectrofotométrica da nimesulida

O sistema de titulag@o espectrofotométrica foi montado utilizan-
do-se um espectrofotdmetro contendo uma bomba peristaltica para
aspiragdo de solugdes e uma cubeta de fluxo de 18 uL. O percurso
analitico convencional do espectrofotdmetro foi modificado utilizan-
do-se conexdes com tubos de polietileno (0,8 mm d.i). A solugdo,
que originalmente iria para o descarte apds a passagem pela cubeta
de fluxo, retorna para o recipiente de titulagdo (Figura 2).

Figura 2. Diagrama do sistema de titulagdo espectrofotométrico: 1) pHmetro,
2) eletrodo de vidro, 3) bureta, 4) agitador magnético, 5) espectrofotémetro,
6) célula de fluxo e 7) dispositivo de aspiragdo (bomba peristdltica)

Na determinagdo do pK,, transferiram-se 10 mL de uma so-
lugédo de dcido citrico 1,0 x 10 mol L' para um frasco de titula-
¢do, adicionaram-se 50 pL da solu¢do metandlica de nimesulida
2,0 mg mL" e ajustou-se a forga idnica com de NaCl 0,5 mol L. A
solug@o foi titulada com NaOH 0,1 mol L' e o pH monitorado de
modo semelhante ao descrito na titulagdo potenciométrica. A cada
adic@o da solugdo de NaOH 0,1 mol L', 1 mL da solu¢do amostra era
aspirado para preencher o percurso analitico e a célula de fluxo (18
uL) e o excesso reconduzido ao recipiente de titulag@o. Os valores de
absorbancia em 393 nm foram utilizados no célculo do pKa. A curva
de titulag@o foi construida plotando-se os valores das absorbancias
corrigidas versus pH.

RESULTADOS

Os procedimentos aqui descritos podem ser realizados em la-
boratérios de Quimica experimental que disponham de medidores
de pH e espectrofotometro de varredura. Como pré-requisitos, os
alunos devem conhecer fundamentos de potenciometria e espec-
trofotometria.
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Os experimentos foram executados em 2 aulas praticas de 3 h,
com turmas de 12 alunos, divididos em 3 grupos. Durante as aulas,
foram utilizados trés medidores de pH e um espectrofotdmetro UV-
Vis de varredura. Na determinagdo potenciométrica do pK,, cada
grupo utilizou um notebook e os dados experimentais foram digitados
diretamente na planilha CurTiPot.

As solugdes (tampao, HC1 1,0 x 102 mol L' e NaOH 1,0 x 102
mol L") utilizadas na determinagdo espectrofotométrica do pK, da
nimesulida foram previamente preparadas. A titulagio espectrofoto-
métrica foi realizada de maneira demonstrativa pela disponibilidade
de apenas um espectrofotometro com sistema de aspiragcdo de amostra.
Os alunos elaboraram relatérios contendo fundamentos tedricos,
descrigdo experimental e os cdlculos de pK, com as figuras e tabelas
ilustrativas, conforme apresentadas adiante.

Na determinagdo potenciométrica do pK, do captopril, a forca
ionica foi ajustada com a adi¢do de NaCl0,5 mol L' para se igualar
o coeficiente de atividade das espécies em solucdo. Em solucdo aquo-
sa com forga i0nica controlada, um dcido monoprético se dissocia
conforme a equagao:

HA =— H +A (1)

A constante de equilibrio (K,) da equagao € expressa por:

@) x @A) [HIX[A] yHOyA
2 aHA [HA] YyHA
onde a e y representam a atividade e o coeficiente de atividade, res-
pectivamente. Como o pH € definido como — log aH*, aplicando-se
o logaritmo em ambos os lados da equacdo temos:

[AT vyA
K,=pH - log —— x> 3
pK.=p og [HA]XyHA (3

O coeficiente de atividade pode ser estimado pela equagio de
Guntelberg:'

V1
(1++D)

logy=-A7 4)

onde A = 0,5 para H,0 a 25 °C, Z € a carga i6nica e I a forca i6ni-
ca, que equivale a ¥2XC,Z?. Substituindo-se na equagdo anterior,
obtém-se a equagdo utilizada para corrigir o efeito da forca idnica
na determinagéo do pK, do captopril:'®

[A] , 0.5(Zi —Z VT 5)
[HA] (1D

pKa = pH - log

A determinagd@o potenciométrica do pK, do captopril baseia-se
na determinag@o das mudangas do pH com a adig¢do do titulante para
se obter uma curva de titulag@o.

O método da segunda derivada permite calcular o valor exato
do ponto final a partir de uma curva de titulagdo potenciométrica.
Na curva sigmoidal (pH versus V), o ponto de inflexdo € a parte
onde se observa a variacdo mais acentuda, ou seja, onde a altera-
¢do resultante da adicdo de NaOH € maxima. A primeira derivada
(ApH/AV, onde V € o volume do titulante e AV € a variacdo do
volume) tem um médximo no ponto de inflexdo da curva de titula-
¢do, partindo de préximo de zero antes do ponto final até atingir o
maximo no ponto final, voltando a quase zero apds o ponto final.
Na segunda derivada, plota-se A’pH/AV? versus V e o ponto final
é onde a derivada € igual a zero.” Uma vez determinado o ponto
final, calcula-se o pK, pela equacio de Henderson-Hasselbalch para
compostos dcidos:

Quim. Nova

[A]
[HA]

pH = pK, + log (6)

onde [A’] e [HA] sdo as concentragdes das espécies ionizadas e ndo
ionizadas, respectivamente. Quando o volume de NaOH neutraliza a
metade dos grupos carboxilicos do captopril, a seguinte relacéo € valida:

Al %)
HA]

Portanto, na metade do volume final temos pH = pK_.”

O captopril € um écido diprético com duas constantes de disso-
ciacdo: pK,, = 3,7 (4cido carboxilico) e pK,, = 9,8 (grupo sulfidrila).'s
Na curva de titulaciio potenciométrica (Figura 3), verifica-se apenas
um ponto de inflexdo referente ao grupamento dcido carboxilico, pois
o segundo hidrogénio ndo apresenta ponto de inflexdo perceptivel,
em consequéncia da fraca acidez."

11

2 " I n i " i " i n "
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 N
MNaOH 2,0 % 102 mol L' (mL)

Figura 3. Curva de titulagdo potenciométrica do captopril com NaOH
2,0x10% mol L'

Utilizando-se o Programa CurTiPot obteve-se a primeira e a
segunda derivadas da curva de titulagdo, conforme apresentado na
Figura 4.
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NaOH 2,0 x 10 2mol L' (mL)

-2,00

Figura 4. Curvas de primeira (—) e segunda (----) derivadas da titulag¢do
potenciométrica do captopril com NaOH 2,0 x 10 mol L

O valor experimental do pK, do captopril, apresentado na Tabela
1, concorda com aquele apresentado na literatura, evidenciando a
exatidao do procedimento potenciométrico.
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Tabela 1. Valores de pKa do captopril

Farmaco Literatura®

Captopril 3,70

Experimental

3,67 +0,02 -0,81

Erro relativo (%)

*Index Merck, s = desvio padrdo, n =3

A nimesulida possui um grupo metanossulfonamida fracamente
dcido que dissocia de acordo com o pH do meio. O tnico hidrogénio
do grupo dissocia-se e a carga negativa resultante pode ser estabilizada
por ressonancia, conforme ilustrado na Figura 5.
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Figura 5. lonizagdo da nimesulida e estruturas de ressondncia

A presenca do grupo nitro no anel benzénico influencia o valor do
pK, da nimesulida. A exigéncia do grupo retirador de elétrons (NO,)
na estrutura da nimesulida para a inibi¢do da enzima cicloxigenase
(COX-2) esta provavelmente relacionada com a diminuicdo do pK,
para valores mais proximos daqueles dos acidos carboxilicos.!”

A determinagdo espectrofotométrica do pK, da nimesulida esta
baseada nas diferengas espectrais das espécies molecular (M) e
ionizada (I). Em meio alcalino (pH > 10), a forma predominante
da nimesulida € a ionizada (NI); enquanto que em meio dcido (pH
< 2) se encontra apenas a nimesulida na forma ndo ionizada (NM).
Em valores intermedidrios de pH, existe uma mistura de ambas as
espécies, de acordo com a equagdo:

C
pKa=pH + log CNM (8)

NI

onde, C € a concentra¢do em mol L',

O célculo do pK, requer a determinagdo do valor da fracdo Cy,,/
C,; em valores especificos de pH.'® Como as estruturas eletronicas da
nimesulida (ionizada e ndo ionizada) sdo diferentes, os espectros UV-
visivel apresentam valores de A___diferentes. Assim, uma solugo de
nimesulida pode ser tratada como uma mistura dessas duas espécies.
Nesse tipo de mistura, considerando-se que os solutos nao interagem
entre si, segue-se a Lei de Lambert-Beer para cada uma das espécies.

A absorbancia total (A;) em determinado comprimento de onda
representa a soma das absorbancias da nimesulida nfio ionizada (A,,,)
e nimesulida ionizada (A)), e pode ser expressa pela Equagao 9:

Ar=Agy +Ay &)

Em todos os valores de pH, a concentragdo total (C,) € a soma
das concentracdes das formas ndo ionizada (NM) e ionizada (N):

Cr=Cw+Cy (10)
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Como em pH 4cido (duas unidades abaixo do pK), Cy,, >> Cy,,
pode-se considerar que a nimesulida ndo ionizada (NM) € a tnica
espécie presente. Portanto, a absorbancia em pH 1,0 (A,,) permite
conhecer o valor de €,, no comprimento de onda selecionado:

Ay =& b Cam (11)

onde € € a absortividade molar, b € o caminho 6ptico e ¢ a concen-
tragdo em mol L. De maneira idéntica, em pH > 12, assume-se que
Cy>> Cyy € a absorbancia (Ay,) permitem calcular o valor de €

Ay=¢gybey (12)

Em valores intermedidrios de pH, a absorbancia total (A;) é
dada por:

Ap =gy beyy +eybey (13)

Para uma dada concentragio total (C;), as equagdes podem ser
combinadas da seguinte forma:

Cxm - Ani—A

=—— (14)
Cai A-Axm

onde A € a absorbancia no pH selecionado. Substituindo-se a Equagio
14 na equacgdo do pK, (Equacdo 6), obtém-se a seguinte expressdo:
Ko = pH + log M2 15
=pH+
pka=p 08— At (15)

A Figura 6 apresenta os espectros UV-visivel da nimesulida em
diferentes valores de pH, evidenciando as diferengas espectrais com
a variacdo das proporg¢des das espécies ndo ionizada (NM) e ionizada
(NI). A existéncia de dois pontos isosbésticos (270 e 340 nm), ou
seja, pontos de intersec¢do dos espectros sobrepostos, evidencia a
presenca do equilibrio das duas espécies. O valor de absorbancia em
393 nm, onde ocorre a maior absorbancia da espécie ionizada, foi
utilizado no célculo do pK,. A Tabela 2 apresenta os valores de pH
e pK, experimentais, obtidos com a Equacéo 15.

200 300 400 500
nm

Figura 6. Espectros da nimesulida em diferentes valores de pH: (a) NaOH

0,01 mol L, (b) pH 6,8, ¢) pH 6,6, d) pH 6,4, ¢) pH 6,2, f) pH 6,0, g) pH 5,8

e (h) HC1 0,01 mol L'

Com a finalidade de simplificar o procedimento espectrofoto-
métrico e tornar a determinagdo do pK, da nimesulida menos traba-
lhosa, evitando-se o preparo de vdrias solugdes tampao e a obtencio
de espectros em cada valor de pH, foi desenvolvido um sistema de
titulagdo espectrofotométrico.

Utilizou-se uma solucdo de dcido citrico 1,0 x 10 mol L*! para
tamponar o meio na faixa de 2,5-7,0, uma vez que se trata de um
4cido triprético com valores de pK, 3,13; 4,76 e 6,4. A solugdo de
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Tabela 2. Valores de pK, da nimesulida

Farmaco Literatura  Espectrofotometria espec?é?j)etlg?:l)étrica
pK, pH pK, pK s
Nimesulida 6,46%* 5,60 6,56 6,58 + 0,01
6,56+ 5,80 6,58
6,00 6,57
6,20 6,57
6,40 6,58
6,60 6,57
6,80 6,59

*Fallavena e Schapoval, *Singh et al., s = desvio padrdo, espectrofotometria
(média) pK, = 6,57 = 0,01

acido citrico foi utilizada para obter uma transi¢do gradual do pH
nas proximidades do pK, da nimesulida, com a obtencdo de uma
curva sigmoidal (absorbancia versus pH). A solugdo de acido citrico
contendo nimesulida foi titulada com NaOH 0,1 mol L', utilizando-
se o sistema de titulac@o apresentado na Figura 2 e a absorbancia foi
monitorada em 393 nm.

Um gréfico tipico de uma titulagdo espectrofotométrica (absor-
bancia versus pH) e as respectivas 1* e 2* derivadas estdo apresentados
na Figura 7. O ponto de inflexdo da curva sigmoidal, determinado
pelo método das derivadas, fornece o valor de pK,. O valor médio
do pK, da nimesulida obtido por este procedimento estd apresentado
na Tabela 2.
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Figura 7. Curva de titulagdo espectrofotométrica da nimesulida (absorbdncias
corrigidas versus pH) e as respectivas curvas de 1“e 2° derivadas

Os valores experimentais do pK, da nimesulida obtidos neste
trabalho pelos dois procedimentos espectrofotométricos estdo muito
préximos daquele obtido por Singh et al., indicando a aplicabilidade
e a reprodutibilidade dos procedimentos.

Pereira et al.
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CONCLUSAO

O presente trabalho apresenta procedimentos simples e de facil

execucdo, adequados para aulas praticas de determinagio da cons-
tante de dissociacdo de farmacos. As titulagdes potenciométrica e
espectrofotometria mostraram-se apropriadas para as determinacdes
dos valores de pK, do captopril (solivel em dgua) e da nimesulida
(pouco solivel em dgua), respectivamente. Alternativamente, a
titulag@o espectrofotométrica com acompanhamento das mudangas
de pH pode ser empregada na determinagdo do pK, da nimesulida.
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