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"Todos nos desejamos ter superpoderes.
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RESUMO

O presente trabalho demonstra a potencialidade do sistema de Analise por Injecdo
em Batelada (BIA) e da voltametria de onda quadrada (SWV) usando diamante dopado
com boro (BDD) como eletrodo de trabalho para a triagem rapida de fluoxetina (FLU)
em suplementos termogénicos, medicamentos manipulados para emagrecimento e
fitoterapicos emagrecedores. A técnica SWV foi explorada no modo estaciondrio e
hidrodinamico (BIA-SWV) empregando o método de adicdo de padrdo. Os métodos
propostos foram desenvolvidos usando como eletrélito suporte H>SO4 0,1 mol L € os
parametros da SWV otimizados foram: incremento de potencial (AEs) igual a 5 mV;
amplitudode (a) de 40 mV e frequéncia (f) de 60 s'. No método empregando BIA-
SWV, o volume e velocidade de injegdo otimizados foram 150 pL e 75 uL s,
respectivamente. O método SWV apresentou faixa linear de 1 a 40 mg L! de FLU (r =
0,998). Os métodos propostos foram aplicados na triagem de quatro amostras:
Thermodrol®, Cha Verde, quitosana, garcinia e em um medicamento manipulado para
emagrecimento. Para a técnica SWV (célula estacionéria) foram obtidos os seguintes
resultados para os estudos de adi¢do e recuperacdo: Thermodrol®: 98 + 6%; Cha Verde:
112 + 3%; medicamento emagrecedor: 103 + 2%; quitosana: 65 + 3% e garcinia: 104 +
4%. Por BIA-SWV foram obtidos os seguintes resultados nos estudos de adig¢do e
recuperagdo: Thermodrol®: 34 + 2%; Cha Verde: 117 + 2%; medicamento emagrecedor:

93 + 3%; quitosana: 68,5 + 0,5% e garcinia: 70 £ 5%.

Palavras Chave: Voltametria de onda quadrada. Andlise por injecdo em batelada.

Diamante dopado com boro. Fluoxetina.



ABSTRACT

This work demonstrates the potential of batch injection analysis (BIA) system and
square wave voltammetry (SWV) using boron doped diamond (BDD) as working
electrode for the rapid screening of fluoxetine (FLU) in thermogenic supplements,
manipulated and phytotherapeutic medicines for weight loss. The SWV technique was
explored in stationary and hydrodynami mode (BIA-SWV) using the standard addition
method. The proposed methods were developed using 0.1 mol L' HSO4 as supporting
electrolyte and the SWV optimized parameters were: step potential (AEs) of 5mV;
amplitude (a) of 40 mV and frequency of 60 s™!. In the proposed method using BIA-
SWYV, volume and speed of optimized injection were 150 pL and 75 pL s
respectively. The SWV method presented a linear range of 1 to 40 mg L' of FLU (r =
0.998). The proposed methods were applied in the analysis of four samples:
Thermodrol®, green tea, chitosan, garcinia and a manipulated weith-loss medicine. For
the SWYV technique (stationary cell) the following results were obtained for the addition
and recovery studies: Thermodrol®: 98 + 6%; green tea: 112 + 3%; weight loss
medicine: 103 + 2%; chitosan: 65 + 3% and garcinia: 104 + 4%. With BIA-SWV the
following results were obtained for the addition and recovery studies: Thermodrol®: 34
+ 2%; green tea: 117 = 2%; weight loss medicine: 93 + 3%; chitosan: 68,5 + 0,5% and

garcinia: 70 + 5%.

Keywords: Square Wave Voltammetry. Batch Injection Analysis. Boron Doped
Diamond (BDD). Fluoxetine.
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1. Introducao
1. 1. Consideracoes Gerais
A obesidade ¢ considerada uma crise de saude publica global (The Global Burden of
Disease, 2017). Neste cenario ¢ cada vez maior a busca por produtos emagrecedores,
como medicamentos manipulados, fitoterapicos e suplementos termogénicos
comercializados livremente em farmacias e supermercados. Entretanto, existem relatos
cientificos da existéncia de substancias adulterantes adicionadas nas formulagdes desses

produtos, podendo estar ou ndo declaradas no rétulo (CORREIA, 2008).

A presenca de drogas sintéticas, como adulterantes, em fitoterapicos e suplementos
termogénicos ¢ uma pratica ilegal relatada com frequéncia no Brasil e em outros paises
(CORREIA, 2008; LIANG et al, 2006). Dentre as classes de substancias mais utilizadas
para a adulteragdo dessas formulagdes estao os estimulantes como a cafeina e efedrina,
anorexigenos como a sibutramina, ¢ antidepressivos (LIANG et al, 2006; PARK et al,

2012; ZEMOLIN, 2015).
1.2. Fluoxetina

A fluoxetina (FLU), cuja formula estrutural esta apresentada na Figura 1, ¢
conhecida como um inibidor seletivo da recaptagdo da serotonina no terminal pré-

sinaptico e por isso ¢ utilizada como principio ativo de antidepressivos.

Figura 1. Estrutura molecular da Fluoxetina.

Q b ~CHgz

FiC

Fonte: LENCASTRE et al, 2006.
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O cloridrato de fluoxetina ¢ indicado para o tratamento de depressdo, ansiedade e
uma das suas reacdes adversas durante o tratamento ¢ a perda de peso, o que contribui
para a sua indicagdo informal para o tratamento de obesidade. O grande problema da
utilizacao da fluoxetina contra a obesidade ¢ a recuperagao gradativa do peso, em geral
apods os seis primeiros meses de tratamento. Outras reagdes adversas também ocorrem
no sistema neurologico, como disturbios psicoldgicos incluindo pensamento suicida.
Ainda existem interagdes indesejaveis da fluoxetina quando administrada
simultaneamente com pelo menos 90 substancias, como o etanol, acido acetilsalicilico e
anti-inflamatérios ndo hormonais, como o diclofenaco, ibuprofeno e nimesulida

(CARLINI ef al, 2009).

1.3. Técnicas analiticas utilizadas no controle de qualidade de suplementos e

farmacos emagrecedores

A fraude de produtos farmacéuticos e/ou alimenticios constitui uma violacao as Leis
da Vigilancia Sanitdria e o desconhecimento por parte dos usudrios pode levar ao
consumo da fluoxetina com bebidas alcodlicas, ou demais substancias, gerando
interacdes que podem exacerbar os efeitos no Sistema Nervoso Central. Portanto,
levando em consideragdo a quantidade expressiva de consumidores de produtos
emagrecedores no Brasil e a facilidade de acesso a eles, torna-se relevante o estudo da
presenca de compostos adulterantes em amostras usadas para perda de peso e o
desenvolvimento de métodos andliticos adequados ao controle de qualidade dessas

formulagdes (CORREIA, 2008; ZEMOLIN, 2015).

As técnicas analiticas normalmente utilizadas para a determinacao de fluoxetina e no
controle de qualidade de suplementos e fArmacos emagrecedores sdo as cromatograficas
(DUNN et al, 2011; LENCASTRE et al, 2006; WILSON et al, 2016; YOUSSEEF et al,
2014). Estas técnicas, apesar de terem varias vantagens (resultados precisos,
equipamentos automatizados, etc), apresentam algumas limita¢des, como a necessidade
de uso de etapas trabalhosas de pré-tratamento das amostras, uso de equipamentos
complexos, custo de aquisicdo e uso de solventes organicos (geracdo de residuos com
consideravel toxicidade). Portanto, o uso destas técnicas em larga escala ou em
laboratorios com infraestrutura minima ou mesmo em andlises em campo tem

limitagdes (FENG et al, 2007; SANZINI et al, 2011; DECONINCK et al, 2015).
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1.4. Técnicas eletroanaliticas e o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

As técnicas eletroquimicas de analise com o uso do eletrodo de diamante dopado
com boro, (BDD, do inglés, “boron doped diamond”) vem sendo cada vez mais
utilizadas em 4reas distintas para a determinagdo de diferentes analitos (PEREIRA et al,
2013; FREITAS et al, 2017; FREITAS et al, 2016; HASON et al, 2008; KONDO et al,
2013; LOURENCAO et al, 2009; PETRUCCI et al, 2015; PINO et al, 2015; SARADA
et al, 2000; TEIXEIRA et al, 2015; ZHANG et al, 2015). A principal caracteristica
dessas técnicas ¢ a relagdo entre a concentragdo do analito e a corrente elétrica gerada
pela sua oxidagdo e ou reducdo aliada a possibilidade de medidas diretas nas amostras,
pois ndo € necessaria, em alguns casos, a separagdo e purificagdo prévia da amostra

(TORMIN et al, 2011; PEREIRA et al 2013; FREITAS et al 2016).

O diamante puro ndo ¢ um material condutor de eletricidade, devido as suas
carateristicas isolantes (band-gap de 5 eV e resistividade da ordem de 1 x10'® Q cm).
Entretanto, quando devidamente dopado passa a se tornar um material condutor, e
portanto, promissor para ser utilizado como eletrodo (SWAIN, 2007). O boro ¢ o
dopante mais utilizado para produzir eletrodos de diamante e isso se deve ao fato de o
boro apresentar energia de ativagdo mais baixa como transportador de carga (0,37 eV)

(KRAFT, 2007).

A producdo do BDD ¢ realizada principalmente pela deposicdo quimica a
partir da fase vapor (CVD, do inglés, “chemical vapor deposition”), baseado na
disposicao de um filme de diamante sobre varios tipos de substratos diferentes por meio
da ativagdo de uma fase gasosa introduzida em um reator com ativagdo por filamento
quente de tungsténio ou por plasma de micro-ondas. Geralmente, o reagente gasoso
utilizado ¢ o metano (diluido em hidrogénio). Porém, outras substancias organicas
podem ser usadas como fonte de carbono, como metanol, acetona e etanol. Os dopantes
mais empregados sdo o boro e seus derivados, como BoHs, que por ndo possuir carbono
ou oxigénio em sua composi¢do, evita a inclusao de outros elementos dentro do reator
além de ser mais facilmente encontrado, porém, ¢ altamente toxico, explosivo e reativo.
Outros dopantes comumente empregados sdo trimetilborato ¢ B2O3 (o mais comum),
mas antes devem ser solubilizados em acetona ou metanol (DE BARROS et al., 2005;

KRAFT, 2007).
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1.5. Voltametria de onda quadrada

Dentre as diversas técnicas eletroandliticas a voltametria de onda quadrada (SWV, do
inglés Square-wave voltammetry) se destaca por ser uma das técnicas voltamétricas de
pulso mais rapidas e sensiveis consiste em uma varredura de potencial linear usando
uma onda quadrada combinada e um potencial de escada aplicado a um eletrodo
estacionario. Os limites de detec¢do podem ser comparados aos das técnicas
espectroscopicas. Além disso, a analise dos parametros caracteristicos desta técnica
possibilita a avaliacao cinética e mecanistica do processo eletrodico em estudo (BARD

et al, 2003).

A forma da curva de corrente-potencial (Figura 2) ¢ origindria da aplicacdo de
potenciais de altura, AEs, denominada amplitude do pulso de potencial, que podem
variar com uma escada de potencial com duracdo t (periodo). As correntes elétricas sao
medidas ao final dos pulsos diretos e reversos e o sinal é obtido como uma intensidade
da corrente resultante de forma diferencial. Esta medida precede um tempo inicial onde
o eletrodo de trabalho ¢ polarizado a um potencial onde a reagdo redox ndo ocorre

(SOUZA, MACHADO, AVACA, 2003).

Figura 2. Forma de aplicag@o do potencial na voltametria de onda quadrada.
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Fonte: SOUZA, MACHADO, AVACA, 2003.
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1.6. Analise por injecdo em batelada

Na década 90 um procedimento eletroquimico chamado de analise por injegao em
batelada (BIA, do inglés, “batch injection analysis”) foi apresentado. Essa nova técnica
consiste na injecdo de pequenos volumes de solu¢do amostra ou padrao, diretamente
sobre um detector (eletrodo) imerso em uma solugdo inerte contida em uma célula com
o auxilio de uma micropipeta (WANG et al, 1994). A Figura 3 mostra o esquema de
uma cé¢lula BIA adaptada para o uso do BDD. A injecao da solugdo ¢ feita na posi¢ao
oposta ao eletrodo de trabalho (configuracdo “wall-jet”). O sistema pode ainda ser

operado com ou sem a agitagdo da solugdo no interior da célula (PEREIRA et al., 2012).

Figura 3. Esquema de uma célula BIA adaptada para o uso do eletrodo de BDD.
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Fonte: da SILVA, 2017.

A passagem das espécies eletroativas sobre a superficie do eletrodo de trabalho
resulta em sinais transientes (picos), onde os conceitos envolvendo um sistema BIA

com deteccao eletroquimica podem ser explicados pelas etapas apresentadas na Figura
4.
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Figura 4. Etapas de operagdo de um sistema BIA com detecgdo eletroquimica
(amperometria) e respectivo pico transiente obtido (A) antes da inje¢do (B) durante a

injecdo (C) final da injecdo (D) dispersao (E) equilibrio final.

1 ] ? []
| i : T
f - - 7 - = . T - U
A B c
: 4 - Al >
D B
} c
16 <
B - B
1 D
04 A E
T T T T T T T T T T T
0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Fonte: da SILVA, 2017.

Antes da inje¢do da solucdo contendo a espécie estudada, observa-se uma corrente
residual constante gerada a partir do eletrdlito inerte e aplicagdo de um potencial
(Figura 4A). Quando ocorre a inje¢ao da solucao sobre o eletrodo de trabalho (Figura
4B), ha um rdpido aumento da corrente faradaica até chegar em um valor maximo
(Figura 4C). A magnitude da corrente observada ¢ proporcional & concentracdo da
solugdo injetada, se esta se encontra na faixa linear de resposta. Apos a injecdo ocorre
uma queda do sinal em direcdo a linha de base (Figura 4D) até atingir o equilibrio

existente antes da injecdo (corrente residual; Figura 4E).

O retorno da corrente ao patamar da linha de base antes da injecao pode ser acelerado
através do uso de agitagdo mecanica da solucao no interior da célula BIA (PEREIRA et
al., 2012). Na operagao do sistema BIA, parametros como velocidade e volume de
inje¢do necessitam ser reprodutiveis. Para este fim, a utilizacdo de pipetas eletronicas
com dispensacao programavel (WANG et al., 1992) possibilita que esta operagdo tenha
alta reprodutibilidade (GIMENES et al., 2012).
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1.7. Técnica BIA-SWV

A técnica SWV acoplada a BIA possibilita a triagem e quantificagdo rapida de
espécies em amostras simples e complexas apresentando vantagens sobre as demais
técnicas, como menor geracdo de residuos, menor custo de aquisi¢do, uso de
equipamentos relativamente simples e com caracteristicas portateis (FREITAS et al,
2017; PEREIRA et al, 2013; QUINTINO et al, 2004; TORMIN et al, 2014; TORMIN
et al,2016; WANG et al, 1991).

A Figura 5 mostra um esquema de como geralmente ocorre a analise em um sistema
BIA-SWYV (Figura 5A). Um potencial de condicionamento (opcional) pode ser aplicado
ao eletrodo de trabalho. Durante essa etapa, para maior eficiéncia, a solugdo dentro da
cé¢lula BIA normalmente ¢ agitada; (Figura 5B) uma aliquota de solu¢do amostra ou
padrao (~100 pL) ¢ injetada sobre a superficie do eletrodo de trabalho com solu¢do no
interior da célula no estado estacionario (a aliquota injetada permanece junto ao eletrodo
por um curto periodo de tempo); (Figura 5C) apo6s a inje¢do, uma varredura por SWV ¢
realizada na faixa de potencial selecionada; (Figura 5D) a solu¢do no interior da célula
BIA ¢ agitada novamente para que a aliquota injetada seja removida da superficie do
eletrodo (elevada diluigdo). Apos essa etapa um novo procedimento de andlise pode ser

realizado.

Figura 5. Esquema de um procedimento de andlise com o sistema BIA-SWV: (a)
eletrodo de referéncia; (b) eletrodo auxiliar; (¢) ponteira da micropipeta; (d) micromotor
DC. Os estagios do procedimento sdo: (A) Etapa de condicionamento; (B) etapa de

injecdo; (C) aplicagdo da SWV; (D) sistema BIA-SWYV pronto para uma nova inje¢ao.
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2016.
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1.8. Validacio do procedimento analitico

Para a validacdo de um procedimento ¢ necessario realizar os estudos de alguns
parametros analiticos, tais como especificidade, seletividade, linearidade, limites de
detecgdo e quantificagdo, repetibilidade, recuperagdo, dentre outros. A seguir uma breve
descricdo dos parametros utilizados no presente trabalho (RIBANI et al., 2004;
INMETRO, 2007; HARRIS, 2016).

1.8.1. Especificidade e seletividade

Um método especifico é capaz de gerar resposta para apenas um analito em
especifico. Um metodo seletivo ¢ capaz de identificar varios analitos, mas pode
distinguir a resposta de um analito da de outros. Portanto, quando desenvolvemos um
método analitico para o teste de especificidade e seletividade é preciso analisar o sinal
do analito na presen¢a das impurezas que possivelmente estardo presentes no meio.

(FREITAS, 2015; HARRIS, 2016; INMETRO, 2007).

1.8.2. Linearidade

Linearidade ¢ a capacidade de um método analitico produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo da espécie analitica em uma dada faixa de
concentragdo. A relacdo matematica entre o sinal medido (4rea ou altura do pico) e a
concentracdo ou massa da espécie de interesse , muitas vezes, pode ser expressa como
uma equacdo de reta chamada de curva analitica (FREITAS, 2015; HARRIS, 2016;
INMETRO, 2007).

A equacdo da reta que relaciona as duas varidveis ¢:
y =a+ bx

Onde:

y = resposta da medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracao;
a = intersecao com o eixo y, quando x = 0;

b = inclina¢do da curva de calibracdo = sensibilidade.
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O coeficiente de correlacdo linear (r) permite uma estimativa da qualidade da curva
obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor ¢ a dispersdo do conjunto de pontos
experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. A relagao
linear descrita pela equacao da reta so ¢ valida em um determinado intervalo de massa
ou concentra¢do da espécie medida, no qual se pode construir uma curva analitica linear
e ¢ a chamada faixa linear dindmica. Para defini¢do da faixa linear de resposta,
necessita-se de pelo menos cinco niveis crescentes de concentragdo, no minimo trés
analises de cada concentragdo, com estimativa do desvio padrdo relativo inferior a 5%

(FREITAS, 2015; HARRIS, 2016; INMETRO, 2007; ANVISA, 2003; EMEA, 1995).
1.8.3. Limite de Detecc¢ao

O limite de deteccdo (LD) ¢ a menor concentracdo da espécie analitica que pode
ser detectada, porém nao necessariamente quantificado, sob as condigdes experimentais
estabelecidas (FREITAS, 2015; INMETRO, 2007; HARRIS, 2016). Para os métodos

que empregam uma curva analitica, o LD pode ser expresso como:

_ 3xDPb

LD
b

Onde:

DPb = desvio padrao do branco;

b = coeficiente angular da curva analitica ou sensibilidade da calibragao.
1.8.4. Limite de Quantifica¢ao

O Limite de quantificacdo (LQ) ¢ a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada com um nivel aceitdvel de precisdo (concordancia entre os varios
resultados obtidos da mesma forma) e exatidao (¢ a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro). (FREITAS, 2015; HARRIS,

2016). O LQ pode ser calculado utilizando a seguinte equacao:

_ 10xDPb
N b
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1.8.5. Repetibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados de medigdes sucessivas efetuadas sob as
mesmas condigdes de medi¢ao, chamadas de condigdes de repetitividade (mesmo
procedimento de medicdo; mesmo observador; mesmo instrumento usado sob mesmas

condi¢des; mesmo local, e repetigdes em curto espaco de tempo) (INMETRO, 2007).

A repetibilidade do método ¢ verificada contemplando o intervalo linear do método e
pode ser expressa quantitativamente como o desvio padrao ou desvio padrdo relativo de
uma série de medidas (FREITAS, 2015). O desvio padrao relativo (DPR) ¢ calculado da

seguinte forma:

DPx
DPR (%) = ?

Onde:

DPx = Desvio padrao da concentra¢ao encontrada;
X = Concentragao média encontrada.

1.8.6. Recuperacio

A recuperacdo (ou fator de recuperacdo) ¢ definida como a propor¢do da quantidade
da substancia de interesse, presente ou adicionada na por¢do analitica do material teste,
que ¢ extraida e passivel de ser quantificada (FREITAS, 2015; INMETRO, 2007). A

recuperagao ¢ calculada a partir da equagao:

Cl — L2
“172) 100
Cs )x

Recuperacio (%) = (
Onde:
C; = concentra¢ao do analito na amostra fortificada,
C, = concentragdo do analito na amostra ndo fortificada,

C3; = concentragdo do analito adicionada a amostra fortificada.

E importante considerar que a eficiéncia de um método analitico varia em func¢ao da
concentragdo da substancia (RIBANI, 2004). Na maioria dos casos, a dispersdo dos
resultados aumenta com a diminui¢do da concentragdo e a recuperacdo pode diferir

substancialmente em altas e baixas concentragdes. Por esse motivo, a recuperagao deve
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ser avaliada na faixa de concentragdo esperada para o composto de interesse. Isto pode
ser feito adicionando a substancia (analito) em pelo menos trés diferentes
concentragdes, por exemplo, proximo ao limite de quantificagdo, proximo a
concentracdo maxima permitida pelo método em teste € em uma concentragdo proxima

a média da faixa de uso do método (RIBANI, 2004; FREITAS, 2015).

1.9. Método de adicio de padrio

O método de adi¢do de padrdo consiste na adi¢cdo de quantidades conhecidas de
analito a amostra e a partir do aumento do sinal ¢ deduzido a quantidade de analito
presente. Uma condigdo para a utilizagdo desse método € que a resposta da medida
(absorbancia, altura ou area do pico, etc.) seja proporcional a concentragdo do analito. A
adicdo de padrao ¢ utilizada para desconsiderar o efeito de matriz, ou seja, quando

qualquer substancia presente na amostra afeta o sinal analitico (HARRIS, 2016).

2. Objetivos

O objetivo deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um método eletroquimico simples,
de baixo custo e com caracteristicas portateis para a triagem rapida de fluoxetina em
suplementos termogénicos, medicamentos manipulados e fitoterapicos emagrecedores.
Propomos dois métodos: (I) Utilizando a SWV associada a célula eletroquimica
convencional (modo estacionario); (II) utilizando a voltametria de onda quadrada
associada a um sistema de andlise por injecdo em batelada (BIA-SWV); ambos
utilizando diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo de trabalho, eletrodo de

Ag/AgCl como eletrodo de referéncia e um fio de platina como contra eletrodo.

3. Metodologia
3.1. Amostras e reagentes
O padrao de fluoxetina (FLU) de origem sintética foi adquirido da empresa Fagron —
fndia. As amostras de um medicamento manipulado e de fitoterapicos usados com o

objetivo de emagrecimento, quitosana, chd verde (Camellia sinensis) e garcinia

(Garcinia cambogia), foram adquiridas em farmacias magistrais. O suplemento
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termogénico Thermodrol® foi adquirido em uma loja especializada. O 4cido sulfiirico
utilizado foi adquirido da empresa Vetec®, o hidroxido de sédio e o acido bérico na

empresa Panreac Quimica® e os acidos acético e fosforico pela empresa Synth®.
3.2.Preparo das solucdes e amostras

Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada (resistividade superior a
18 MQ cm) obtida de sistema de purificacdo Direct-Q (Millipore). Todos os reagentes

utilizados apresentavam pureza analitica e foram usados sem purificagdo prévia.

A solugio estoque de FLU foi preparada na concentragio de 1000 mg L' em meio
de H2S04 0,1 mol L' perfazendo 10 mL de solugdo. Para a anilise, as solugdes de FLU
foram obtidas a partir da dilui¢do de aliquotas da solugio estoque em H,SO4 0,1 mol L!

conforme cada concentracao final correspondente.

As solucdes amostras foram preparadas a partir da dissolugdo de 1 g do produto em
dgua deionizada e diluidas em H2SO4 0,1 mol L' (pH=1) obtendo uma solugio final de
1000 mg L' para a posterior analise no sistema eletroquimico. No preparo desse
eletrélito suporte, 5,30 mL de H2SO4 comercial (98 %) foram diluidos em 4gua em um

baldao volumétrico de 1,00 L.

Para o estudo de efeito do pH no comportamento eletroquimico da FLU utilizamos
como eletrdlito a solu¢do tampdo Britton-Robbinson (BR) que foi preparada pela
mistura dos 4cidos boérico, acético e fosforico. A concentracao final do tampao BR foi

de 0,12 mol L'!. Os diferentes pHs foram ajustados com solugio de NaOH 1,0 mol L.
3.3. Medidas voltamétricas

Na realizagdo das medidas voltamétricas foi utilizado um potenciostato/galvanostato
da Autolab modelo pAUTOLAB tipo III, interfaceado a um computador através do
software NOVA 2.1. Nas medidas sob condi¢des portateis, pode ser utilizado um mini
potenciostato portatil do modelo 910 PSTA mini da DropSens e um notebook, ambos
funcionais com a utilizacdo de bateria interna. Neste trabalho, foram realizadas
correcdes da linha-base a partir do software NOVA 2.1. Todas as medidas foram
realizadas em triplicata (n=3) e os dados foram tratados através dos softwares Excel

2013 e Origin Pro 8.
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3.4. Sistemas BIA e estacionario

Nos estudos realizzados com o sistema BIA, utilizou-se uma célula construida no
proprio laboratorio a partir de um tarugo de polipropileno com as seguintes dimensoes:
@ = 7,5 cm; comprimento: 6 cm. Com auxilio de um torno (oficina da Faculdade de
Engenharia Mecanica — UFU), um orificio com as seguintes dimensdes foi efetuado no
tarugo: Qinterno = 6 cm; profundidade = 5 cm; volume total = = 150 mL (TORMIN,
2011). Uma tampa de polipropileno foi fixada no lado aberto do tarugo. Um orificio foi

feito tanto na tampa quanto na base do tubo.

Além do orificio para o posicionamento da ponteira do sistema de inje¢do, a tampa
superior pode conter até trés orificios: dois para fixagdo dos eletrodos auxiliar e
referéncia e um para a insercao do agitador mecanico (quando necessario). O sistema de
agitagcdo ¢ composto por um micro-motor DC 12 V usado originalmente em secadores
de cabelos e brinquedos elétricos. Ao eixo deste micromotor foi adaptada uma haste de
teflon e a velocidade de agitacdo (700 a 4000 rpm) ¢é controlada com uma fonte
universal de tensdo variavel de 3 a 12 V (PEREIRA, 2012). Quanto maior a voltagem
selecionada, maior ¢ a rotacdo do motor. A Figura 6 (A e B) ilustram a célula BIA

utilizada no trabalho.

Figura 6. (A) Esquema da célula BIA utilizada no trabalho; (B) Imagem da célula BIA.
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Fonte: FREITAS, 2015.
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A célula foi construida de forma que durante a inje¢@o, a ponteira fique posicionada a
aproximadamente 2 mm do eletrodo de trabalho com o objetivo de obter resultados
reprodutiveis durante as analises (QUINTINO, 2004). Para a injecao de solugdes neste
sistema foi utilizada uma pipeta eletronica (Eppendorf® Multipette stream) que permite
inje¢des de 10 a 1000 pL (usando um combitip® de 1000 pL) com velocidades de
inje¢do de 28 a 250 puL s.

Nas medidas voltamétricas estacionarias com o eletrodo de BDD, uma célula de
polipropileno com volume total de 10 mL foi utilizada. Nesta célula, o eletrodo de BDD
(0,7 x 0,7 cm) foi posicionado no fundo da mesma com auxilio de um anel (“o-ring”) de
borracha, e fixado (pressionado) sobre o anel com auxilio de parafusos, similar ao

apresentado na Figura 7.

Figura 7. Célula de polipropileno utilizada nos experimentos conduzidos em sistema

estacionario com eletrodo de BDD posicionado no fundo da mesma.
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Fonte: FREITAS, 2015.

Como eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar foram usados, respectivamente,

BDD, Ag/AgCl (KCl sat.) miniaturizado (PEDROTTI, 1996) e um fio de platina.

4. Resultados e Discussao
4.1. Comportamento eletroquimico da FLU e o efeito do pH

Inicialmente o comportamento eletroquimico da FLU foi estudado em fun¢do do pH,
foi utilizado um tampao Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L', variando o pH de 2 a 10

com adi¢do de aliquotas de solu¢io de NaOH 1,0 mol L'!. A Figura 8A mostra os
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voltamogramas de onda quadrada obtidos para a FLU neste estudo. Figura 8B ilustra a

variagdo do potencial (E) e da corrente de pico (i) em funcao pH.

Figura 8. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para FLU (50 mg L™!) com a
variacao de pH: pH 2 (—),pH 4 (—), pH 6 (—), pH 8 (—) ¢ pH 10 (—). (B)

Variagdo da corrente (®) e do potencial (m), obtida a partir da variagao do pH.
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A partir da Figura 8A podemos observar uma corrente de pico de oxidagdo entre 1,7
e 1,8 V (caracteristico da FLU) em solugdes com pH até 9 e dois picos em solugdo com
pH 10 (1,1 e 1,8 V). Na Figura 8B podemos observar que na faixa de pH estudada (2 ao
10), o potencial de oxidacdo da FLU se manteve praticamente constante e a corrente de
pico vai diminuindo com o aumento do pH. Testes também foram realizados em meio
de H2S04 0,1 mol L' (pH =~1) e uma corrente de 36,8 pA foi observada para 50 mg L.
Portanto, como a solu¢io de H2SO4 0,1 mol L' também ¢é usada no pré-tratamento
eletroquimico dos eletrodos de BDD, esta solucdo foi selecionada para os demais

estudos como eletrélito suporte

4.2. Otimizacoes dos parametros da técnica de voltametria de onda quadrada
(SWV)

No desenvolvimento de um método de analise empregando SWYV, os seguintes
parametros instrumentais necessitam ser otimizados para obtencdo de melhor resposta
em termos de sensibilidade, estabilidade e largura (perfil) de pico: incremento de
varredura de potencial (AEs), frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potenciais (f) e

amplitude de pulsos de potencial (a).
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4.2.1. Incremento de potencial

O incremento de potencial (AEs) foi avaliado no intervalo entre 1 ¢ 10 mV,
mantendo-se constante a frequéncia e amplitude de aplicagdo de pulso em 50 s e 50
mV, respectivamente. Os voltamogramas de onda quadrada registrados neste estudo sao

apresentados na Figura 9.

Figura 9. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para 40 mg L' de FLU em H2SO4
0,1 mol L! em funcdo dos valores AEs step (1 a 10 mV). Demais parimetros de onda

quadrada: f=50s"' e a =50 mV, em H,SO4 0,1 mol L'
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A relacdo entre a corrente de pico e os valores AEs para os voltamogramas da Figura

9 ¢ apresentada pela curva na Figura 10.

Figura 10. Relacdo entre a corrente de pico e a variacdo dos valores de AEs para os

voltamogramas da Figura 9, com os respectivos desvios padrdes para n=3..
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A partir da analise da Figura 9 vizualizou-se que o aumento no AEs provocou um
aumento na intensidade da corrente, porém, um aumento na largura do pico, o que pode
ser um problema na separagao da FLU de outros compostos eletroativos presentes em
amostras complexas. Com base nesta observacdo e com os dados obtidos Figura 10, o
valor de AE escolhido foi o de 5 mV, o qual apresentou um desvio padrio relativo

(DPR) igual a 0,7% para n=3.

4.2.2. Amplitude de aplicacio dos pulsos de potencial

A variacdo da amplitude de aplicagdo dos pulsos de potenciais na oxida¢do da FLU foi
avaliada, para leitura de solu¢des contendo 40 mg L' A Figura 11 mostra os
voltamogramas obtidos mediante a variacdo deste parametro entre 10 ¢ 100 mV,

mantendo-se constante a fem 50 s' e 0 AEs em 2 mV.

Figura 11. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para leitura de FLU 40 mg L' em
H2S04 0,1 mol L' em funcio da variagdo dos valores de amplitude (10 a 150 mV).
Pardmetros de onda quadrada: AEs=2mV e f=50 mV.
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A relagdo entre a corrente de pico e a variagdo dos valores de amplitude para os

voltamogramas da Figura 11 ¢ mostrada através da curva na Figura 12.
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Figura 12. Relacdo entre a corrente de pico e a variagcdo dos valores de amplitude para

os voltamogramas da Figura 11, com os respectivos desvios padrdes para n=3.
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Analisando a Figura 11, observou-se que com o aumento da amplitude de pulso, ha

um aumento da corrente de oxidacdo, no entanto, altos valores de amplitude provocou

alargamento do pico. Com base nessa observacao e com os dados obtidos pela curva da

Figura 12, o valor de a escolhido foi o de 40 mV que apresentou um desvio padrao

relativo (DPR) igual a 0,1% para n=3.

4.2.3. Frequéncia de aplicacio dos pulsos de potencial

A Figura 13 apresenta os voltamogramas de onda quadrada registrados para a FLU,

com frequéncia de aplicacdo de pulso variando entre 10 e 160 s, mantendo-se constante

aaem40 mV e o AEsem 5 mV.
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Figura 13. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para leituras FLU 40 mg L' em
H>S04 0,1 mol L' em funcio da variagdo dos valores de frequéncia (10 a 160 s™).
Parametros de onda quadrada: AEs=5mV e a =40 mV.
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Figura 14. Relacdo entre a corrente de pico e a variacdo dos valores de frequéncia para
os voltamogramas da Figura 9. (A) i vs f, r = 0,984; (B) i vs f”, r = 0,997, com os

respectivos desvios padroes para n=3.
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No processo de oxidagdo da FLU sob condi¢des otimizadas anteriormente, o
aumento da frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial provocou um aumento na
corrente de pico. Conforme a teoria proposta por (O’DEA; RIBES; OSTERYOUNG,
1993), em sistemas envolvendo processos de adsor¢ao de espécies eletroativas na
superficie do eletrodo, a corrente de pico varia linearmente com a frequéncia de
aplicagdo da onda quadrada. Foi observado nas Figura 14 A e B que a relagdo entre
corrente de pico e raiz quadrada da frequéncia de aplicacdo de onda quadrada apresenta
melhor linearidade, apresentando coeficiente de correlacao igual a 0,997. Isso ¢ um
indicativo de que o transporte de massa das espécies eletroativas na superficie do
eletrodo de BDD ¢ preferencialmente controlado por difusdo e ndo envolve,
exclusivamente, adsor¢do de FLU e/ou produtos de sua oxidacdo. A partir dos dados
obtidos pela Figura 14, a frequéncia escolhida foi a de 60 s™' com DPR igual a 2,3 %

para n=3.

4.3. Faixa Linear

Apos a otimizagdo dos parametros da SWV foi avaliada a faixa de concentragdo da
FLU onde existe uma relagdo linear com a corrente de oxidagdo da espécie. A Figura
15 apresenta a curva de calibragdo (corrente de oxidac¢do vs concentracdo) obtida para

solucdes contendo 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 mg L' de FLU.

Figura 15. A curva analitica obtida para solugdes contendo 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30, 40 ¢
50 mg L' de FLU em H,S04 0,1 mol L™ (r = 0,998). Eletrélito suporte: H,SO4 0,1 mol
L' ET: BDD; AEs= 5mV; a =40 mV; f= 50 mV, com os respectivos desvios padrdes

para n=3.
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Apbs anélise da Figura 15 (r = 0,998, inclinagdo de 0,932 + 0,0152 pA L mg' e
intercepto de 0,0197 &+ 0,306 pA), é possivel afirmar que a linearidade se encontra entre
as concentragdes de 2 a 40 mg L'!. Valores acima de 40 mg L™! prejudicam a linearidade

do método proposto, a resposta deixa de ser linear.

4.4. Repetibilidade
Apos a defini¢ao das melhores condi¢des de trabalho, um estudo para avaliacao da
repetibilidade foi realizado em sistema estacionario. Na Figura 16 sdo apresentados os
resultados obtidos para 10 injegdes sucessivas de solugdes contendo FLU em duas

concentracdes diferentes, 5mg L' e 30 mg L.

Figura 16. Resultados obtidos por SWV em sistema estacionario para solugdes

contendo FLU nas concentracdes de 5 e 30 mg L! (n = 10). Demais condi¢des: Fig. 15.
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Os resultados apresentados na Figura 16 atestam pouca variagdo na corrente de pico
de oxidagdo da FLU registrada ao longo das medidas repetitivas, evidenciando a
auséncia de contaminagao significativa da superficie do eletrodo e uma boa estabilidade
do sistema. O desvio padrio relativo calculado para FLU 5 mg L' foi de 4,6 % e para

30 mg L' igual 1,2%.
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4.5. Aplicacao do método desenvolvido para triagem (“screening”) de FLU em
amostras reais

4.5.1. Thermodrol®

O Thermodrol® é um suplemento alimentar, estimulante e termogénico a base de
cafeina anidra, extrato de guarand e extrato de noz cola, com 420 mg de cafeina por
capsula. Inicialmente, o procedimento para triagem desse suplemento foi estudado por
voltametria de onda quadrada usando diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo
de trabalho. Na Figura 17 ¢ apresentado o voltamograma obtido para uma solucao de
Thermodrol® 1000 mg L' (diluida 100 vezes em em H2SO4 0,1 mol L) antes e apds

ser fortificada com 20 mg L' de uma solugio estoque de FLU.

Figura 17. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solugdo de 1000 mg L!

de Thermodrol em H2S040,1 mol L! antes (—) e apos (—) fortificagio com 20 mg L~

! de FLU (—). Demais condi¢des: Fig. 15.
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Analisando a Figura 17 € possivel observar o pico caracteristico da cafeina (CAF),
em aproximadamente 1,5 V nos dois experimentos realizados. No entanto, um pico

caracteristico da FLU, em aproximadamente 1,7 V, ¢ observado somente na solucao
apos (—) a adicao de 20 ppm de FLU. Portanto, nessas condicdes, ¢ possivel detectar a

presenca de FLU no suplemento Thermodrol®, e consequentemente, a auséncia.
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4.5.2. Medicamento utilizado no emagrecimento

O medicamento avaliado foi manipulado em uma farmacia magistral local. A
composi¢ao do medicamento era a seguinte: 150 mg de Bupropiona, 20 mg de
Furosemida, 150 mg de Spirulina e 150 mg de Sinetrol. Esta formulagdo foi estudada

nas mesmas condi¢des da amostra anterior. Na Figura 18 s3o apresentados os

voltamogramas obtidos para uma solucao deste medicamento antes (—) e apds (—) a

adi¢ao de FLU.

Figura 18. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solugdo contendo 1000
mg L' da formulagio em H2S040,1 mol L'! antes (—) e apos a fortificagio com 20 mg

L' de FLU(—). Demais condigdes: Fig. 15.
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Na Figura 18 podemos observar picos em aproximadamente 1,2 V e 1,5 V em
ambas as solugdes (amostra nao fortificada e fortificada com FLU). No entanto, o pico

caracteristico da FLU, em aproximadamente 1,7 V, somente ¢ observado na solugdo
apos a dicao de 20 ppm de FLU (—). Mais uma vez ¢ possivel concluir que a detec¢ao

da presenca ou auséncia de FLU neste tipo de amostra € possivel.
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4.5.3. Cha verde

O cha verde ¢ considerado um fitoterapico emagrecedor, pois tem sido demonstrado,
em modelos de células animais e humanas que esse chd pode promover o
emagrecimento corporal e auxiliar na prevengdo e tratamento da obesidade (FREITAS,
et al. 2007). O ché verde foi estudado nas mesmas condi¢des das amostras anteriores e

na Figura 19 sdo apresentados os voltamogramas obtidos.

Figura 19.Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solugdo contendo 1000
mg L' do ch4 verde em H>SO40,1 mol L' antes (—) e ap6s fortificagio com 20 mg L
de FLU(—). Demais condi¢des: Fig. 15.
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Na Figura 19 ¢ possivel observar picos em aproximadamente 1,0 V e 1,5 V em

ambas as solugdes. No entanto, o pico caracteristico da FLU, em aproximadamente
1,7V, somente ¢ observado na solugdo apds a digdo de 20 mg L' de FLU (—).

Podemos concluir que a detec¢do da presenca ou auséncia de FLU na amostra de cha

verde € possivel.

40



4.5.4. Quitosana e garcinia

A quitosana e a garcinia sdao suplementos fitoterapicos que podem ser utilizados para
o combate da obesidade em humanos (DAMIAN, et al. 2005; ROSA, et al. 2016). Estes
suplementos foram estudados sob as 4mesmas condi¢des das amostras anteriores. Nas
Figuras 20 e 21, respectivamente, sdo apresentados os voltamogramas obtidos antes e

apos a adi¢do de 20 mg L' de FLU.

Figura 20.Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solugdo contendo 1000
mg L! da quitosana em H>SO40,1 mol L' antes (—) e apds fortificagio com 20 mg

L!de FLU (—). Demais condi¢des: Fig. 15.
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Figura 21. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solu¢do de 1000 mg L"!

de garcinia em H,SO4 0,1 mol L! antes (—) e apds dopagem com 20 mg L' de
FLU(—). Demais condi¢des: Fig. 15.
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Na Figura 20 ¢ possivel observar que o pico caracteristico da FLU, em

aproximadamente 1,7 V, somente ¢ observado na solugao apos a fortificagdo com 20 mg
L' de FLU (—). Na Figura 21 observou-se que na anélise da solugdo contendo

somente Garcinia (sem adi¢do de FLU), existe onda alargada na regido de potencial
entre 1,6 e 1,7 V. Apds a dopagem com FLU, o pico aumenta e apresenta melhor
defini¢do em 1,7 V. Conclui-se entdo, que € possivel detectar a presenca ou auséncia da
FLU na amostra de quitosana, porém no caso da garcinia a detecg¢@o pode ser dificultada
pela presenca de alguma substancia interferente na amostra que oxida na mesma regido

de potencial da FLU.

4.6. Determinacio de FLU nas amostras por SWV utilizando o método de adicao
de padrao

As amostras em estudo foram analisadas utilizando a técnica SWV e o método de
adicao de padrdo. As Figuras 22, 23, 24, 25 e 26 ilustram os voltamogramas obtidos e
as respectivas curvas de adi¢do de padrdo obtidas. A Tabela 1 reune as caracteristicas
analiticas do método proposto e os percentuais obtidos nos estudos de adicdo e

recuperagao.
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Figura 22. (A) Voltamogramas de SWV obtidos para uma solu¢do de Thermodrol
(1000 mg L) em H2SO4 0,1 mol L, fortificada com 10 mg L' de FLU e adigdes
sequenciais (n = 4) de 10 mg L"'de FLU; (B) Curva de adi¢io de padrio obtida a partir
dos voltamogramas em “A”, r = 0,972, com os respectivos desvios padrdes para n=3.
Demais condi¢des, conforme Fig. 15.
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Figura 23. (A) Voltamogramas de SWV obtidos para uma solu¢do do medicamento
para emagrecimento (1000 mg L!) em H2SO4 0,1 mol L', fortificada com 10 mg L' de
FLU e adi¢des sequenciais (n = 4) de 10 mg L' de FLU; (B) Curva de adi¢io de padrio
obtida a partir dos voltamogramas em “A”, r = 0,999, com os respectivos desvios
padrdes para n=3. Demais condi¢des, conforme Fig. 15.
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Figura 24. (A) Voltamogramas de SWV obtidos para uma solu¢do Cha Verde (1000
mg L") em H2S04 0,1 mol L', fortificada com 10 mg L™! de FLU e adi¢des sequenciais
(n = 4) de 10 mg L'de FLU; (B) Curva de adicdo de padrio obtida a partir dos
voltamogramas em “A”, r = 0,997, com os respectivos desvios padrdes para n=3.

Demais condi¢des, conforme Fig. 15.
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Figura 25. (A) Voltamogramas de SWV obtidos para uma solu¢do de Quitosana (1000
mg L) em H2S04 0,1 mol L', fortificada com 10 mg L' de FLU e adigdes sequenciais
(n = 4) de 10 mg L'de FLU; (B) Curva de adigdo de padrio obtida a partir dos
voltamogramas em “A”, r = 0,999, com os respectivos desvios padrdes para n=3.

Demais condigdes, conforme Fig. 15.
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Figura 26. (A) Voltamogramas de SWV obtidos para uma solu¢do de Garcinia (1000
mg L) em H2S04 0,1 mol L', fortificada com 10 mg L™! de FLU e adi¢des sequenciais
(n = 4) de 10 mg L'de FLU; (B) Curva de adicdo de padrio obtida a partir dos
voltamogramas em “A”, r = 0,999, com os respectivos desvios padrdes para n=3.
Demais condi¢des, conforme Fig. 15.
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Tabela 1. Caracteristicas analiticas do método proposto (SWV) e resultados obtidos nos

estudos de adigdo e recuperagao, com os respectivos DPRs para n=3.

Caracteristica Thermodrol® Cha Verde Farmaco QUI GAR
emagracedor
r 0,972 0,997 0,999 0,999 0,999
Inclinacio 0,756 +£0,0266 0,355+0,0129 0,562 +0,00393 0,977 +0,0817 0,965+ 0,0137
(AL mg')
Intercepto 7,40 + 0,249 4,00 £ 0,532 5,78 £ 0,0923 6,32 £ 0,225 10,1+ 0,264
(nA)
LD (mg L") 0,991 0,449 0,492 0,690 0,820
LQ (mg L") 3,30 1,50 1,64 2,30 2,73
Recuperacio 98 + 6% 112+ 3% 103 +2% 65+ 3% 104 + 4%
(%)

Onde: r = coeficiente de correlagdo; LD = Limite de detec¢ad; LQ = Limite de quantificagdo

A partir dos resultados apresentados na Tabela 1, podemos afirmar que a técnica
SWYV e o método de adicao de padrao podem ser usados com sucesso para detec¢do e
quantificagio de FLU em amostras de Thermodrol® com recuperagio de 98 + 6%, ché

verde 112 + 3%, formulagdo para emagrecimentor 102 + 2% e na garcinia 104 + 4%,
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pois as recuperacdes estdo compreendidas na faixa entre 70 e 120%, a qual ¢
recomendada pela literatura (ANVISA, 2003; EMEA, 1995). Porém, no caso da amostra
de quitosana, a recuperacao obtida foi fora dessa faixa (65 £+ 3%). Estudos com o intuito
de contornar este problema serdo realizados na sequéncia do desenvolvimento do

trabalho.

4.7. Adaptacio do método ao sistema portatil BIA-SWV

Os estudos até aqui apresentados foram realizados utilizando o modo estacionario.
Este procedimento ¢ dificil de ser implementado em andlises fora do ambiente de um
laboratorio. Portanto, para viabilizar as analises em campo, estudos foram realizados

para adaptacdo do método ao sistema portatil BIA-SWV.

Inicialmente, os parametros volume e velocidade de inje¢do foram estudados. O
volume de inje¢ao foi estudado com inje¢des de 50 a 200 uL fixando uma velocidade de
injegdo igual a 75 uL s™! utilizando inje¢des de uma solugdo de FLU 30 mg L' em meio
de H2SO4 0,1 mol L', A Figura 27 apresenta o grafico da corrente de pico para a

oxidacdo da FLU em fungdo da varia¢do do volume de injecao.

Figura 27. Varia¢do da corrente de oxida¢do da FLU em fun¢do do volume de injecio
com velocidade de inje¢do igual a 75 pL s e com os respectivos desvios padrdes para
n=3. Concentracdo da FLU = 30 mg L!; Eletrolito: H.SO4 0,1 mol L' ; ET: BDD.
Parametros de SWV.

4 T T T T T T T T T T
50 75 100 125 150 176 200

Volume / pL

Através dos resultados exibidos na Figura 27 ¢ possivel verificar que ha um aumento
nas correntes de oxida¢do da FLU com o aumento do volume de inje¢do. Isto ocorre
devido ao aumento na quantidade de massa na superficie do eletrodo de trabalho. O

sinal de corrente de pico nao chegou a um valor maximo e constante, provavelmente,
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devido a elevada 4rea do eletrodo de trabalho (22,9 mm?). O volume de injecdo

escolhido foi de 150 pL com DPR = 0,1 % para n=3.

Para os estudos de velocidade de injecdo, foram realizadas injecdes de 25 a 350 uL s
' fixando um volume de injecdo igual a 150 pL utilizando uma solucdo de FLU 30 mg
L' em meio de H2SO4 0,1 mol L'!. A Figura 28 ilustra a curva obtida em funcdo da

variacao da velocidade de injegdo e a corrente de pico para a oxidacao da FLU.

Figura 28. Variacdo da corrente de oxida¢do da FLU em funcdo da velocidade de
injecdo com volume injetado de 150 uL e com os respectivos desvios padrdes para n=3.

Demais condigdes, conforme Fig. 27.
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Os resultados exibidos na Figura 28 atestam que hd uma diminui¢@o nas correntes de
oxidagdao da FLU com o aumento da velocidade de injecdo. Isto ocorre porque apesar de
haver um aumento na taxa de transporte de massa para a superficie do eletrodo de
trabalho, este aumento ndo ¢ acompanhado pela forma de detecg¢do ou ¢ limitada pela
lixiviagdo do analito devido a velocidade do fluxo de solucdo sendo injetada ser maior.

A velocidade de injegdo de 75 pL s™! com DPR = 0,2 % para n=3.

4.8. Analises de FLU nas amostras por BIA SWYV utilizando o método de adi¢ao

de padrao

Apos as otimizagdes, realizou-se as analises das amostras reais utilizando o sistema
BIA-SWYV com o método adicao de padrdo. As Figuras 29, 30, 31, 32 e 33 apresentam

os voltamogramas e as curvas de adi¢ao de padrao obtidas.
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Figura 29. (A) Voltamogramas de BIA-SWV obtidos para uma solu¢do de Thermodrol
(1000 mg L) em H2S04 0,1 mol L', fortificada com 10 mg L' de FLU e adi¢des
sequenciais (n = 4) de 10 mg L'de FLU; (B) Curva de adi¢do de padrio obtida a partir
dos voltamogramas em “A”, r = 0,999 e com os respectivos desvios padrdes para n=3.
Demais condi¢des, conforme Fig. 15.
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Figura 30. (A) Voltamogramas de BIA-SWV obtidos para uma solucdo do
medicamento para emagrecimento (1000 mg L") em H2SO4 0,1 mol L™, fortificada com
10 mg L' de FLU e adi¢des sequenciais (n = 4) de 10 mg L-'de FLU; (B) Curva de
adicdo de padrdao obtida a partir dos voltamogramas em “A”, r = 0,996 ¢ com os
respectivos desvios padrdes para n=3. Demais condi¢des, conforme Fig. 15.
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Figura 31. (A) Voltamogramas de BIA-SWYV obtidos para uma solucdo Cha Verde
(1000 mg L) em H2S04 0,1 mol L', fortificada com 10 mg L' de FLU e adi¢des
sequenciais (n = 4) de 10 mg L'de FLU; (B) Curva de adi¢do de padrio obtida a partir
dos voltamogramas em “A”, r = 0,993 e com os respectivos desvios padrdes para
n=3Demais condi¢des, conforme Fig. 15.
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Figura 32. (A) Voltamogramas de BIA-SWV obtidos para uma solu¢do de Quitosana
(1000 mg L) em H2SO4 0,1 mol L', fortificada com 10 mg L' de FLU e adigdes
sequenciais (n = 4) de 10 mg L''de FLU; (B) Curva de adi¢io de padrio obtida a partir
dos voltamogramas em “A”, r = 0,999 e com os respectivos desvios padroes para n=3.
Demais condi¢des, conforme Fig. 15.
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Figura 33. (A) Voltamogramas de BIA-SWV obtidos para uma solucao de Garcinia
(1000 mg L) em H2S04 0,1 mol L', fortificada com 10 mg L' de FLU e adi¢des
sequenciais (n = 4) de 10 mg L"'de FLU; (B) Curva de adi¢io de padrio obtida a partir
dos voltamogramas em “A”, r = 0,999 e com os respectivos desvios padrdes para n=3.
Demais condi¢des, conforme Fig. 15.
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A Tabela 2 reune as caracteristicas analiticas do método proposto e as porcentagens

obtidas nos estudos de adi¢do e recuperacao com com os DPRs para n=3.

Tabela 2. Caracteristicas analiticas do método proposto (BIA SWV) e resultados

obtidos nos estudos de adi¢ao e recuperagdo, com os respectivos DPRs para n=3.

Caracteristica Thermodrol® Cha Verde Farmaco QUI GAR
emagracedor
r 0,999 0,993 0,996 0,999 0,999
Inclinacio 0,787 £ 0,008 0,385+ 0,002 0,651 £ 0,007 0,725 +0,015 1,21 £0,014
(AL mg')
Intercepto 2,66 £0,036 4,51 £0,304 6,05+ 0,195 4,97 £ 0,076 8,42+ 0,511
(nA)
LD (mgL™") 0,138 2,37 0,897 0,316 1,26
LQ (mg L") 0,458 7,91 2,99 1,05 4,21
Recuperacao 34+ 2% 117+ 2% 93+ 3% 68,5+ 0,5% 70 £ 5%
(“o)

Onde: r = coeficiente de correlagdo; LD = Limite de detec¢ad; LQ = Limite de quantificagao
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 2, podemos afirmar que a técnica
BIA-SWV ¢ o método de adicdo de padrio podem ser usados com sucesso para
deteccao e quantificagdo de FLU em amostras de cha verde com recuperagdo de 117 +
2%, formula¢do para emagrecimento 93 + 3% e na garcinia 70 + 5%, pois sdo
resultados aceitaveis de acordo com a literatura (ANVISA, 2003; EMEA, 1995).
Porém, no caso da amostra de Thermodrol® e quitosana, as recuperagdes obtidas foram

fora da faixa recomendada (70 a 120%).

A Tabela 3 apresenta uma comparacdo dos resultados obtidos entre 0 método SWV

em sistema estacionario ¢ BIA-SWV.

Tabela 3. Comparacdao dos resultados obtidos para a determinagdo de fluoxetina nas

amostras a partir dos métodos propostos.

Valores Valores Valores Valores
Amostras adicionados encontrados adicionados encontrados
(mg L) (mg L) (mg L) (mg L)
SWv Recuperagio BIA-SWV Recuperacio
Thermodrol 10 9,8+ 0,6 98 + 6% 10 3,4+0,1 34 £ 2%
Farmaco 10 10,3+0,2 103 +2% 10 9,3+0,3 93 +£3%
Cha Verde 10 11,2+0,3 112 +£3% 10 11,7+2,3 117 £2%
Quitosana 10 6,5+0,3 65 +3% 10 6,85+0,03  68,5+0,5%
Garcinia 10 10,5+ 0,4 104 + 4% 10 7,0+£0,4 70 £ 5%

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, podemos afirmar que as
duas técnicas apresentaram bons resultados recuperagdo com excessdo para a quitosana

nos dois casos € do Thermodrol utilizando BIA-SWYV.

A baixa recuperacdo de FLU em quitosana provavelmete € pelo fato da quitosana ser
um biopolimero do tipo polissacarideo e pouco soluvel em adgua e solugdes acidas muito
diluidas que ¢ o caso do eletrdlito utilizado (JANEGITZ, et al. 2007). Para se obter
melhores resultados, tanto em do modo estacionario quanto em BIA-SWV, seria mais
indicado utilizar para solubilizacdo da quitosana, de acordo com a literatura

(JANEGITZ, et al. 2007), acidos organicos como o acido acético.
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No caso do Thermodrol, que apresentou uma recuperacao de 34% no BIA-SWV, isso
ocorreu provavelmente por causa da chegada rapida e em grande quantidade da cafeina
(420 mg por 1,5 g de Thermodrol) na superficie do eletrodo causando interferéncia na

quantificagdo de fluoxetina, apesar da utilizagao do método da adig¢ao de padrao.

5. Conclusoes

Neste trabalho foram demonstradas duas possibilidades diferentes para a
determinagdo/triagem de FLU em substancias utilizadas para emagrecimento por duas
técnicas usando SWV, sendo uma no modo esticionario € a outra no modo

hidrodindmico (BIA-SWV), ambas utilizando o método de adicao de padrao.

Utilizando o modo estacionario foram obtidos melhores valores de LDs e LQs,
valores aceitaveis de DPR (inferior a 5%) e excelentes valores de recuperacdo, com
excessao da quitosana com valor (65 + 3%) inferior ao indicado pela literatura (ANVISA,
2003; EMEA, 1995). Consequentemente, nessas condi¢des é possivel detectar e quantificar a

FLU nas amostras de Thermodrol, cha verde, garcinia e firmaco emagrecedor.

J& com o uso do modo hidrodindmico (BIA-SWV) foram obtidos melhores
resultados de DPRs para as amostras, valores aceitaveis de LDs e LQs, porém
apresentou recuperagao baixa (inferior a 70%), de acordo com a literatura (ANVISA,
2003; EMEA, 1995), para o Thermodrol (34 + 2%) e quitosana (68,5 + 0,5%). Portanto,
nessas condicdes € possivel a deteccdo e quantificagdo de FLU nas amostras de cha

verde, garcinia e firmaco emagrecedor.

Conclui-se, portanto, que o método estacionario ¢ melhor e mais pratico para a
quantifica¢do. No entanto, na triagem das amostras, o sistema BIA possui vantagens
como melhor portabilidade (andlises in situ), além de varias amostras poderem ser

analisadas sem necessidade de lavagem/ manipulagdo da célula e eletrodo usados.

Entretanto as duas técnicas possuem potencialidade para a andlise de produtos
emagrecedores, pois possibilitam andlises rapidas, de custo baixo e com geragdo
minima de residuos quimicos por analise (uso de pequenos volumes de amostras e
reagentes). A simplicidade da instrumentacdo e do preparo de amostras possibilita que

os métodos propostos possam ser utilizados em laboratorios com infraestrutura limitada.
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