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Resumo

Oliveira, T C. Determinac¢ao de escopolamina em bebidas e urina empregando voltametria
de onda quadrada e eletroforese capilar. 2019. 190f. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-
Graduagdo em Quimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia

- MG, 2019.

A escopolamina (SCP) ¢ um alcaloide utilizado na prevencao de enjoos € como adjuvante na
aplicag¢do de anestesias. Contudo, em funcao dos efeitos sobre o sistema nervoso central, esse
farmaco também ¢ adicionado a bebidas, com intengdo criminosa, numa pratica conhecida
popularmente como “Boa Noite, Cinderela”. Nesta tese foram desenvolvidos dois métodos
eletroquimicos simples e rapidos para a determinacdo de SCP em bebidas e urina, como um
processo de triagem para a verificacdo de adulteracdo de bebidas conhecida como “Boa noite,
Cinderela”. Um método foi baseado em andlise por inje¢do em batelada com detecgcdo por
voltametria de onda quadrada (BIA-SWYV) e o outro em eletroforese capilar com detec¢ao
condutométrica sem contato (CE-C*D). Em BIA-SWYV, as amostras foram analisadas apos a
diluigdo em eletrdlito de suporte (H2SO4 0,5 mol L) e um eletrodo de diamante dopado com
boro (BDD) foi utilizado para promover a eletrooxidacdo da SCP resultando num pico de
oxidagdo em +1,8 V (vs. Ag/AgClsa). Além da triagem rapida de SCP, a quantificagao de SCP
também foi possivel com obtencdo de valores de recuperagdo entre 87 e 113% e limite de
detecgdo de 0,18 umol L', O método (CE-C*D) desenvolvido permite a detec¢io rapida (tm <
30 s) de SCP em bebidas usando histidina 20 mmol L-'(+ NaOH até pH = 9,5) como eletrélito
de corrida. A triagem e quantificacdo de SCP foi possivel apos simples diluicdo das amostras
de bebidas em agua, com recuperagdes entre 93 e 103% e limite de detecgdo de 7,8 umol L.
Adicionalmente, o sistema CE-C*D também foi usado com sucesso na detec¢io e quantificacio
de SCP em urina real, utilizando histidina/DMX/NaOH (20 mmol L'/ 10 mmol L'/ 12 mmol
L!; pH = 8,0) como eletrdlito de corrida. A quantificagio de SCP em urina foi possivel
empregando diluicdes das amostras entre 10 e 30% (v/v), com valores de recuperacdo entre 85

e 112 % e limite de deteccdo de 2,3 umol L™,

Palavras chave: Boa noite Cinderela; Adulteragdo; Analise forense; Triagem rapida.



Abstract

Oliveira, T C. Determination of scopolamine in beverages and urine using square-wave
voltammetry and capillary electrophoresis. 2019. 190p. Thesis (Doctorade) — Programa de
Pé6s-Graduacdo em Quimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal de Uberlandia,

Uberlandia — MG, 2019.

Scopolamine (SCP) is an alkaloid used to prevent motion sickness and as an adjunct to
anesthesia application. However, due to the effects on the central nervous system, this drug is
also added to beverages, with criminal intent, a practice commonly known as "Good evening,
Cinderella" In this thesis two simple and rapid electrochemical methods for the determination
of SCP in beverage and urine samples were developed as a screening process for adulteration
known as "Good Night, Cinderella". One method was based on batch injection analysis with
square wave voltammetric detection (BIA-SWV) and the other on capillary electrophoresis with
contactless conductometric detection (CE-C*D). In BIA-SWV, the samples were analyzed after
dilution in supporting electrolyte (H2SO4 0.5 mol L) and a boron doped diamond electrode
(BDD) was used to promote the electrooxidation of SCP resulting in an oxidation peak at +1.8
V (vs. Ag/AgClay). In addition to rapid screening of SCP, the quantification of SCP was also
possible with recovery values between 87 and 113% and detection limit of 0.18 umol L !. The
developed (CE-C*D) method allows rapid detection (tm <30 s) of SCP in beverages using 20
mmol L histidine (+ NaOH until pH = 9.5) as the background electrolyte. SCP screening and
quantification was possible after simple dilution of beverage samples in water, with recovery
values between 93 and 103% and detection limit of 7.8 umol L!. In addition, the CE-C*D
system was also successfully used in the detection and quantification of SCP in urine using
histidine/DMX/NaOH (20 mmol L"'/10 mmol L'/12 mmol L''; pH = 8,0) as the background
electrolyte. Quantification of SCP in urine was possible using sample dilutions between 10 and

30% (v/v), with recovery values between 85 and 112% and detection limit of 2.3 pmol L.

Keywords: Good Night, Cinderella; Adulteration; Forensic analysis; Fast screening.
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chromatography coupled with mass spectrometry detection”
GHB — Acido gamahidroxibutirico

HEPES - Acido N-2-hidroxietil piperazina-N’-2-etanossulfonico
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tm — Tempo de migragdo da espécie
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v — Velocidade de varredura
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1 Introducao

1.1 Contextualizacao

A adi¢ao criminosa de substancias incapacitantes a bebidas ¢ comumente definida, no
Brasil, como “Boa noite, Cinderela”. Termos como DFSA (do inglés, “drug-facilitated sexual
assault”), drink spiking e/ou date rape sao utilizados para designar a mesma pratica em diversas
partes do mundo. As substancias adicionadas sdo conhecidas como drogas facilitadoras de
crimes, ou ainda, como drogas facilitadoras de estupros, uma vez que a vitima ndo apresenta

capacidade de resistir a roubos ou praticas sexuais ndo consentidas (DEVORE; SACHS, 2011).

Em um cenario tipico, o agressor adiciona a droga de estupro a bebida (alcodlica ou ndo)
de uma pessoa, que ¢ subsequentemente roubada ou abusada sexualmente sob a influéncia dessa
substancia. Na maioria das vezes, logo ap6s a administracdo da droga, ocorre a amnésia -
presumivelmente, esta ¢ a principal razdo para a selecdo de substancias como droga para
estupro. Os sintomas relatados pelas vitimas desse crime incluem confusao, tontura, sonoléncia,
julgamento prejudicado, amnésia, falta de controle muscular, perda de consciéncia, inibigcdes
reduzidas, ndusea, hipotensao e bradicardia (BERTOL et al., 2018). Diversos firmacos e drogas
ilicitas podem ser utilizados com essa finalidade, de modo que os efeitos adversos (dose-
dependentes) podem ser aumentados mediante ingestdo de bebidas alcodlicas, e em alguns

casos, até mesmo confundidos com embriaguez excessiva.

A Secretaria de Seguranca Publica do Estado de Sao Paulo (SSP-SP) registrou 123 casos,
entre janeiro de 2016 a agosto de 2017, sendo que a maioria das queixas (93%, 114 casos) foram
apresentadas por homens, referindo-se aos crimes de roubo e/ou furto. Apenas 6% dos casos, o
equivalente a sete registros de boletins de ocorréncia, foram feitos por mulheres, e cinco delas
(71%) sofreram estupro apds o golpe. Tais dados podem indicar que, devido a natureza do abuso
sofrido, muitas mulheres sentem medo e/ou vergonha de prestar queixa, devido, principalmente

a cultura de culpabilizagdo da vitima de violéncia sexual. (PAULO, 2017).

Entretanto, esse problema ndo ¢ exclusivo da realidade nacional. Nos tltimos anos, tem
havido um numero crescente de relatos de casos de DFSA na Espanha (CABALLERO; JORGE;
LANDEIRA, 2017), na Holanda (BOSMAN; VERSCHRAAGEN; LUSTHOF, 2011), nos
Estados Unidos (BERTOL et al., 2018; GAENSSLEN et al., 2010), no Reino Unido
(ANDERSON; FLYNN; PILGRIM, 2017), na Irlanda (MCBRIERTY; WILKINSON;
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TORMEY, 2013) e na Australia (HURLEY; PARKER; WELLS, 2006), onde foi manifestada
séria preocupacgdo quanto a recorréncia observada no papel significativo que drogas e alcool

desempenham no envolvimento de pessoas em atividade sexual sem consentimento.

Muitas vitimas nao relatam o incidente até varios dias depois do evento ou mesmo nao o
relatam em absoluto. A razio para isso pode ser uma combinagdo de emocgdes caracteristicas
das vitimas de agressdo sexual (incluindo constrangimento, medo, rejeicdo, negacao,
desconfianca nas autoridades), além das propriedades hipnodticas e amnésicas sedativas das
drogas (HALL; MOORE, 2008). Alucinacdes causadas pela substincia dopante (ou pela
mistura de substancias) se misturam com a realidade e as vitimas, muitas vezes, ndo conseguem
fornecer bons relatos como testemunha dos ataques. Na maioria das vezes, vestigios da presenca
de um dos farmacos de estupro ou seus metabolitos nos fluidos corporais (ou nos cabelos,
dependendo do tempo passado entre o crime ¢ a realizagao da queixa) sdo a unica evidéncia

contra um perpetrador (ADAMOWICZ; KALA, 2010).

A maioria das agressdes sexuais tem sido associada ao consumo abusivo de alcool
(SLAUGHTER, 2000). Nos ultimos anos, no entanto, tem havido uma atengao crescente na
literatura para pessoas que usam outras drogas para deixar suas vitimas inconscientes ou reduzir
seu nivel de resisténcia com o objetivo de rouba-las e/ou ataca-las sexualmente. Além do alcool,
os medicamentos mais frequentemente utilizados como DFSAs sdo GHB (4cido gama-
hidroxibutirico), flunitrazepam e cetamina, embora outros benzodiazepinicos e sedativos-
hipnéticos, como barbitlricos, opioides, anti-histaminicos e anticolinérgicos também sejam
utilizados (BECHTEL; HOLSTEGE, 2007). Essas drogas compartilham caracteristicas
semelhantes para produzir sedagdo, hipnose e amnésia. Estes efeitos muitas vezes incapacitam
rapidamente as vitimas e os efeitos podem ser intensificados quando sdo voluntariamente ou
involuntariamente ingeridos com alcool. Por causa das propriedades sedativas e amnésicas
dessas drogas, as vitimas muitas vezes ndo tém memoria de um ataque, apenas uma consciéncia

ou sensacao de que foram violadas (GRELA; GAUTAM; COLE, 2018).

A comercializagdo de farmacos benzodiazepinicos exige prescrigdo médica, e drogas
como GHB e cetamina sdo ilegais, de modo que certa dificuldade pode ser encontrada para a
aquisicao dessas substancias. Anti-histaminicos e anticolinérgicos, entretanto, podem ser
adquiridos sem nenhum tipo de controle, de modo que esses compostos, por causarem
sonoléncia e agirem rapidamente, podem ser utilizados como substitutos na aplicagdo criminosa

do “Boa noite, Cinderela”.
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1.2 Escopolamina

A escopolamina (Ci17H21NO4, SCP), juntamente com a atropina (Ci7H23NO3, ATR),
Figura 1, sdo agentes anticolinérgicos da classe dos alcaloides, presentes em diversas plantas
da familia Solanaceae, cujas representantes mais conhecidas sdo a Datura stramonium ¢ a
Atropa belladonna (STEENKAMP et al., 2004). As plantas do género A. belladonna contém
alcaloides tropanicos toxicos em todas as partes. As partes mais perigosas, em termos de
intoxicagao acidental, sdo as bagas, devido a sua aparéncia atraente e sabor adocicado (KUETE,
2014; NELSON et al.., 2007). Além da Atropa, as espécies Datura contendo alcaloides
tropanicos toxicos também estdo frequentemente envolvidas em envenenamentos. Plantas do
género Datura sdo frequentemente utilizadas por suas propriedades alucinégenas (CALIGIANI

etal..,2011; HARPER-LEATHERMAN; MIECZNIKOWSKI, 2012).

Em 1819, Carl Friedrich Wilhelm Meissner (que inicialmente cunhou o termo alcaloide)
foi o primeiro a perceber que os principios ativos dessas plantas venenosas sao de carater
alcalino e, portanto, podem ser isolados por técnicas de extragdo e, consequentemente,
compostos alcaloides individuais comegaram a ser isolados a partir de 1830: ATR da Atropa
belladona e hiosciamina de Hyoscyamus niger L. (por K. Mein, PL Geiger, K. Hesse, entre

1831 e 1833), seguida pela SCP (GRYNKIEWICZ; GADZIKOWSKA, 2008).

Figura 1. Formulas estruturais da escopolamina (A) e da atropina (B) encontradas comumente nas plantas da

familia Solanaceae.

HaC
HsC—N TN
5 H _OH
Hfa,__
(8) o ®)
O

Fonte: Adaptado de SWAIN, 2012.

Nos ultimos anos, o uso de drogas fitoterapicas com propriedades psicoativas tornou-se

cada vez mais popular entre usudrios de drogas ilicitas (BEYER; DRUMMER; MAURER,
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2009). A suposi¢ao de menor toxicidade de drogas fitoterapicas de abuso em comparagdo com
drogas sintéticas simplesmente ndo ¢ verdadeira. As plantas contém, frequentemente, elevadas
concentragcdes de compostos farmacologicamente ativos. Overdoses devido a um abuso de
materiais vegetais podem ocorrer, particularmente, apdés o consumo de A. belladona
(DEFRATES et al., 2005; HARPER-LEATHERMAN; MIECZNIKOWSKI, 2012) e D.
stramonium (NELSON et al., 2007, STEENKAMP et al., 2004). Diversos casos clinicos
envolvendo incidentes desse tipo sdo relatados na literatura (BALiKOVA, 2002; CORALLO;
WHITFIELD; WU, 2009; HARPER-LEATHERMAN; MIECZNIKOWSKI, 2012; KINTZ et
al., 2006; LAUWERS et al., 1983; MARNEROS; GUTMANN; UHLMANN, 2006;
NIKOLAOU et al., 2012; NOGUE et al., 1991, 1995; STEENKAMP et al., 2004).

A sintese industrial dos alcaloides tropanicos s6 foi possivel depois de 1917, quando R.
Robinson sintetizou um produto de oxidagdo da atropina, a tropinona, através da sintese do
sistema de anéis tropanicos (MAIRINK, 2013). A tropinona ¢ um alvo sintético fundamental
para numerosos alcaloides tropanicos como, por exemplo, da cocaina, um dos alcaloides com
esqueleto tropanico mais conhecidos, tanto pelo seu efeito anestésico como pelo seu uso ilicito

(MARTINEZ; ALMEIDA; PINTO, 2009).

A SCP ¢ utilizada, na clinica médica, para combater enjoos e como adjuvante da anestesia
para produzir sedagdo. A SCP produz um grau de sedacdo mais elevado do que a atropina,
devido ao maior grau de penetracao no sistema nervoso central (SNC). A alta poténcia, o rapido
inicio de agdo e os efeitos amnésicos da SCP levaram a sua inclusdo nos testes para casos de
DFSA (NEGRUSZ; JUHASCIK; GAENSSLEN, 2005) e também em testes para simular os
efeitos cognitivos de doencas degenerativas, como deméncia (EBERT et al., 1998; MINTZER;
KLEYKAMP; GRIFFITHS, 2010). Os principais efeitos clinicos da SCP sdo sintomas
anticolinérgicos classicos, como pupilas dilatadas (midriase), boca seca, alucinagdes e fala
arrastada. Outros efeitos clinicos sdo taquicardia, vomitos, confusdo e amnésia. Doses elevadas
podem resultar em coma, convulsdes e morte. O inicio dos sintomas clinicos ¢ rapido (dentro
de 15 a 30 minutos) e a duragdo dos efeitos pode durar até 2 a 3 dias, dependendo da dose

administrada (BECHTEL; HOLSTEGE, 2007).

A SCP ¢ um alcaloide anticolinérgico (ou parassimpaticolitico) que ap6s administragao
por via oral, dérmica, ou intravenosa, apresenta pico de concentragdo sérica 30 minutos apos a
ingestdo, de modo que até 30% do farmaco ¢ excretado na urina sem alteracdo. As doses
administradas com finalidades terapéuticas apresentam valores inferiores a 10 mg de SCP, de

modo a que dose terapéutica méaxima didria ¢ raramente atingida. Além disso, a ingestdo de
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grandes quantidades de SCP aumenta a eliminacdo da mesma na urina, sem nenhuma
modificacdo (RENNER; OERTEL; KIRCH, 2005), o que possibilita a detec¢do do farmaco e
seus metabolitos nessa matriz, como relatado por diversos autores (BAYNE; TAO;
CRISOLOGQO, 1975; CHEN et al., 2005; LUSTHOF et al., 2017; NIKOLAOU et al., 2012;
PUTCHA et al., 1989; WHELPTON et al., 1992).

1.2.1 Meétodos de determinaciao de SCP em matrizes diversas

Diversos trabalhos na literatura relatam a quantificagdo de SCP em diferentes matrizes,
desde amostras mais simples como formulagdes farmacéuticas até em amostras mais complexas
como fluidos bioldgicos, empregando técnicas de separacdo. Como o intuito dessa tese envolve
a determinagao do composto em amostras de bebida e urina usando voltametria e eletroforese
capilar, os trabalhos que utilizam esses métodos, seja em farmacos ou em amostras de fluidos

bioldgicos serdo discutidos em detalhes a seguir.

A determinagdo de SCP em amostras de urina, ap6s administragdo através adesivos
cutaneos, foi realizada por HPLC com deteccao eletroquimica por Whelpton et al., (1992) apos
realizagdo de etapas “clean-up” e pré-concentragdo em fase solida utilizando colunas Cig (ap6s
pré tratamento alcalino) e CN (cianopropil). Utilizando metanol:acetonitrila:NH4sNO; pH 9,3
(20:70:10) como fase moével, o tempo de retengdo (tr) apresentado pelo pico da SCP foi de
aproximadamente 11 minutos, o limite de detec¢ao (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) obtido

foram de 1 e 2 ng/mL, respectivamente, com recuperacao entre 87,7 € 93,2%.

A determinagdo de SCP em amostras farmacéuticas e em fluidos biologicos foi realizada
utilizando HPLC-UV por Papadoyannis et al., (1994). O procedimento de tratamento das
amostras (soro sanguineo e urina) consistiu na precipitacdo das proteinas com acetonitrila,
extracdo/clean-up através de colunas Cig, remogao do analito retido com metanol acidificado
com HCI1 0,01 mol L' e, finalmente, evaporacdo do solvente com N>. A fase moével era
composta por acetato de améonio 0,05 mol L™':metanol:acetonitrila (42:38:20 v/v), em eluicdo
isocratica, com tr de 7,3 minutos para o pico da SCP. Os valores de recuperagao para SCP
foram entre 95 e 115% nas amostras de urina e entre 94 e 105% nas amostras de soro sanguineo,

com LD de 180 pg/mL.

Um sistema composto por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

operando no modo tandem (GC-MS/MS) com ioniza¢ao quimica foi utilizado por Oertel et al.,
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(1996) para determinacdo de SCP no soro sanguineo de voluntarios saudéaveis, apos extragao
liquido-liquido (com diclorometano). Apos evaporagdo do solvente organico foi realizada a
derivatizacdo do analito e do padrdo interno (mexiletina, Ci1Hi7NO) com N-metil-N-
trimetilsilil-trifluoroacetamida (CsHi2F3NOSi, MSTFA). O tempo de retengdo para a SCP
(derivatizada) foi de 6,5 minutos, com tempo de 14 minutos para o reestabelecimento da
temperatura do forno entre as inje¢des. A recuperagdo média de SCP nas amostras de soro foi

de 80% e o LD foi de 50 ng/mL.

Pouco depois, Bosman et al., (1997) relataram a quantificagdio de SCP em soro
sanguineo e urina apos utilizagdo de adesivos transdermais empregando um ensaio
radioreceptor. Um ensaio radioreceptor baseia-se na competi¢ao entre a espécie a ser analisada
e um ligante marcado com um isétopo, no caso N-metil-escopolamina, marcada com tritio (H?)
por sitios em receptores muscarinicos, provenientes de uma suspensao com células liofilizadas.
O pré-tratamento da amostra consistiu no uso de um método semiautomatizado de extragdo em
fase solida utilizando colunas de silica gel com posterior hidrélise da SCP com enzima beta
glucunoridase por 10 horas. A elevada especificidade do ensaio radiorececptor possibilitou LDs
de 0,00153 pmol L! para as amostras de urina e 0,0004 umol L 'para as amostras de soro

sanguineo.

A determinagcdo de SCP (e outros alcaloides tropanicos) em extrato vegetal, soro
sanguineo e urina empregando GC-MS foi relatada por Namera et al., (2002). Antes das
analises, as amostras foram submetidas a extragdo em fase solida em colunas Extrelut® (NT20), das
quais foram eluidas com diclorometano. Os alcaloides foram entdo derivatizados & compostos contendo
o grupamento trimetilsilano, com a finalidade de aumentar a termolabilidade. O pico cromatografico da
SCP apresentou tr = 13,7 minutos. Os resultados de recuperacao foram superiores & 80% para SCP, que

apresentou LD de 0,0139 umol L™! em amostras bioldgicas (soro sanguineo e urina).

Amostras do estdmago (e seu contetido), figado e rins de uma vitima de infarto, e
sementes das plantas do género D. stramonium € D. ferox foram analisadas por Steenkamp et
al., (2004) empregando um sistema HPLC-DAD/MS. As amostras foram homogeneizadas em
tampdo fosfato (pH 7,0) antes da extracdo em fase solida. Os alcaloides foram eluidos das
colunas utilizando metanol. A fase mével para a separacao cromatografica era composta por
acetonitrila:acetato de amonio 10 mmol L™ pH 10,5 (10:90 v/v). O tr apresentado pelo pico de
SCP foi de 20,02 minutos. O LD calculado utilizando o detector DAD foi de 2,77 pmol L™,
enquanto para o sistema de deteccao por espectrometria de massas, o LD foi de 0,00028 umol

L
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A detecgdo de SCP em amostras farmacéuticas e biologicas utilizando eletrodos de Pt e
voltametria de pulso diferencial (DPV) foi relatada por Farhadi e Karimpour, (2007). O
comportamento eletroquimico da SCP foi avaliado utilizando as técnicas de voltametria ciclica,
voltametria com eletrodo de disco rotatorio e coulometria a potencial controlado. Apos cada
varredura realizada, o eletrodo era condicionado em NaOH 0,1 mol L' para renovagio
superficial (30 s). Além disso, os resultados apresentados pelos autores apontam para a
oxidagdo do contra-ion Br, e, portanto, trata-se de um método de quantificacao indireto. A
determinagdo de SCP nas amostras de fluidos biologicos foi realizada apds remocao das
proteinas com acetonitrila. Os valores de recuperagdo obtidos foram (96,0 + 2,1)% para as
amostras de soro sanguineo e (93,0 + 2,6)% para as amostras de urina, com LD de 0,2 pmol L-
1.

Um sistema CE-C*D portatil foi empregado por Séiz et al., (2013) para a avaliacio
qualitativa da presenca de SCP em amostras de bebidas e produtos de beleza utilizando como
eletrolito de corrida (BGE) uma solugdo composta por 10 mmol L' HEPES (4cido N-2-
hidroxietil piperazina-N’-2-etanossulfonico) / TRIS (tris-(hidroximetil)-aminometano), (pH =
7,6). Em funcdo do comprimento efetivo do capilar empregado (65 cm), o tempo de analise
para SCP foi de 3,5 minutos. Adicionalmente, entre uma corrida e outra, o capilar necessitava
ser recondicionado por 4 minutos a fim de manter a estabilidade na linha base registrada pelo

sistema.

No trabalho desenvolvido por Afkhami, Shirzadmehr e Madrakian, (2014), um sensor
potenciométrico de pasta de carbono foi modificado com um compoésito de nanotubos de
carbono de paredes multiplas e nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO7) para a detecg¢ao de
SCP em amostras farmacéuticas e fluidos bioldgicos. O eletrodo fabricado apresentou melhor
desempenho em termos de sensibilidade, faixa dindmica de trabalho, limite de detec¢do e tempo
de resposta quando comparado a um sensor fabricado a partir de uma membrana de PVC. O
sensor potenciométrico desenvolvido apresentou estabilidade na inclinacdo na curva de
calibracdo por um periodo de 20 semanas. Valores de recuperacdo obtidos foram entre 99 e
102% para as amostras farmacéuticas, entre 96 ¢ 101% para as amostras de soro sanguineo e

entre 96 e 103% para as amostras de urina.

A determinacao de SCP em medicamento (na presenga de dipirona) foi demonstrada por
Marra et al., (2014) utilizando um sistema CE-C*D. As amostras foram analisadas em uma

tinica corrida (< 1 minuto) usando 10 mmol L' de DMX e 12 mmol L' de trietanolamina como
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BGE (pH = 8,5). Resposta linear (r > 0,993) foi obtida entre 10 e 50 umol L' para SCP, com
recuperagio de (95 + 4)% e LD de 2 umol L.

A detec¢ao de SCP em medicamento, utilizando voltametria de onda quadrada (SWV)
e eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) com pré-tratamento catodico foi relatada por
Santos et al., (2014). O potencial de pico registrado para a SCP foi de +1,59 V (vs. Ag/AgCl3
) usando uma solug¢do de 0,5 mol L' de H2SO4 como eletrélito de suporte. Nessas condi¢des,
a faixa linear para a SCP foi de 1,0 a 110 umol L', o LD de 0,84 pmol L' e os valores de

recuperagdo variaram entre 95 e 103%.

Um resumo do levantamento bibliografico sobre a deteccdo de SCP ¢ apresentado na
Tabela 1. Informagdes sobre o método usado, tipo de amostra analisada e parametros analiticos

como faixa linear (FL) e limite de detec¢do (LD) sdao apresentados.
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Tabela 1. Comparac¢do entre resultados de FL, LD e LQ) para detec¢do de SCP por diferentes técnicas.

Método Amostra* FL (umol L") LD (umol L) REF
CE-UV Medicamento 2,77 — 347 2,77 (CHERKAOUI et al.,
1997)
CE-C‘D Bebidas - 2,6 (SAIZ et al., 2013)
Medicamento /
HPLC-UV Fluidos 5,18 388 0,5 (PAPADOYANNIS et
C g al., 1994)
bioldgicos
. B (PARISSI-POULOU;
HPLC-UV Medicamento 83,2 -290 2,94 PANDERI, 1999)
CE-C‘D Medicamento 10-50 10 (MARRA et al., 2014)
Espectrofotometria .
UV-VIS Medicamento 2,77 —-55,4 0,44 (GOUDA et al., 2008)
0,55-12,5
. . ey
Espectrofotometria Medicamento - (ERK; ONUR, 1996)
6,94 — 29,1
1)
. : (TORAL; MUNOZ;
Espectrofotometria Medicamento 0,25 -80 0,083 ORELLANA, 2005)
(AFKHAMI,
Potenciometria Medicamento 0,03 — 10000 0,0085 SHIRZADMEHR;
MADRAKIAN, 2014)
SWV Medicamento 1-110 0,84 (SANTOS et al., 2014)
. - (FARHADI;
DPV Medicamento 1-1000 0,2 KARIMPOUR, 2007)
CG-MS Fluido bioldgico 0’%08 12 f B 0,00014 (OERTEL et al., 1996)
CG-MS Fluido biolégico 0,028 — 13,8 0,0139 (NAMERA et al., 2002)
CG-MS Infusdo herbal / i 0,008 (BALIKOVA, 2002)
Fluido bioldgico
HPLC-MS Sementes / (STEENKAMP et al.
Fluido biologico 0,28 —28 0,00028 2004)
HPLC-DAD
Semepte§ /' 0.28 28 277 (STEENKAMP et al.,
Fluido bioldgico 2004)
HPLC-EC Urina 0,003 — 0,55 2,6 (WHELPTON e al.,
1992)
0,0000909 —
Urina 0,036 0,00153
Ensaio radioreceptor (BOSMAN et al., 1997)
Soro sanguineo 0,00006 — 0,0004
0,03

Fonte: O autor.
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1.3 Eletrodos de diamante dopado com boro

Para um material sdlido funcionar como um eletrodo, algumas caracteristicas sao
necessarias: condutividade elétrica, estabilidade quimica e eletroquimica em uma ampla gama
de condig¢des, rapida transferéncia de elétrons para uma ampla variedade de sistemas redox e
propriedades elétricas, microestruturais e quimicas reprodutiveis (STRADIOTTO;

YAMANAKA; ZANONI, 2003).

O carbono ¢ o material de eletrodo mais comumente usado na eletroquimica/eletroanalitica
e esta disponivel em uma variedade de microestruturas: grafite, carbono vitreo, fibra de
carbono, nanotubos, pos amorfos e diamante, entre outros (GRANGER et al., 1999). O carbono
existe em duas estruturas cristalinas distintas: diamante e grafite. O cristal de diamante ¢ ctibico
e os atomos de carbono sdo dispostos em uma configuragio tetraédrica com ligagdo hibrida sp’
entre eles. Ja o grafite consiste em uma estrutura hexagonal com os atomos de carbono dispostos
em uma configuracio trigonal de ligagdo hibrida sp?. Este arranjo atdmico leva a formagio de

planos de camada ou folhas de grafeno (TAN ef al., 2013).

Os materiais de carbono possuem diferentes propriedades quimicas em termos
microestruturais e superficiais, dependendo do tipo e de como cada um foi processado. Como
consequéncia, as propriedades eletroquimicas podem variar de um material para outro (YANG;
FOORD; JIANG, 2016). Entre todos os eletrodos s6lidos utilizados na quimica eletroanalitica,
os materiais de carbono sdo provavelmente os mais desafiadores nessa perspectiva. As
caracteristicas de resistividade e densidade de diferentes materiais de carbono usados como

eletrodos sao exibidas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas dos materiais de carbono utilizados como eletrodos.

Material Resistividade (Qcm) Densidade (g cm™)
Carbono vitreo (Tokai GC-20) 4,2 x 107 1,5
Fibra de carbono (5-20)x 10* 1,8
Grafite p1r911t1c0 altamente 40x 10° 2.6

orientado
Grafite aleatoriamente orientado 1,0x 107 1,8
Diamante natural 10 —10'® 3,52
Diamante terminado em 6

hidrogénio - CVD 10 3,52
BDD - CVD ~ 102 3,52

Fonte: Adaptado de BARROS et al., 2005.
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A hibridizagdo sp® do carbono resulta em extensa ligagdo tetraédrica por toda a rede
cristalina, levando a muitas propriedades excepcionais do diamante, notadamente a dureza, a
condutividade térmica elevada e a resistividade elétrica extremamente alta (KRAFT, 2007). O
diamante natural ¢ um material isolante, com um “bandgap” de 5,47 eV (a 300 K). Contudo,
pode ser dopado com boro (B), o que ocasiona uma diminui¢ao na resistividade (Tabela 2) em
funcdo da insercdo de lacunas, de modo que filmes de diamante com niveis de dopagem de
~10%° 4tomos de B cm™ (2.000 a 8.000 ppm) podem ser usados como materiais de eletrodo para

diversas aplicagoes eletroquimicas (EINAGA, 2010; FREITAS et al., 2019; ZOSKI, 2007).

O diamante dopado com boro (BDD, do inglés “boron doped diamond”) possui
propriedades superiores a outras formas de carbono utilizadas como eletrodo, que incluem: (i)
intervalo de potencial de trabalho amplo em solugdo aquosa; (ii) baixas correntes de fundo (iii)
auséncia de formacao de 6xidos na superficie; (iv) cinética relativamente rapida de transferéncia
de elétrons para varios sistemas redox sem pré-tratamento convencional (polimento), (v) baixa
adsor¢ao molecular, (vi) estabilidade quimica e mecanica em ambientes agressivos, e (Vii)

transparéncia optica (ANGUS; PLESKOV; EATON, 2004; RAO; FUJISHIMA, 2000).

A maioria dos filmes de BDD empregados como eletrodos sdo produzidos por deposicao
quimica em fase de vapor (CVD, do inglés “chemical vapour deposition”) assistido por plasma
de microondas. Isso se deve a eficiéncia do processo no controle da incorporacao de dopantes
a rede cristalina e a capacidade de crescer grandes areas sobre bases condutoras estruturadas
(MACPHERSON, 2015). Nesse caso, o plasma de micro-ondas ¢ gerado para ativar uma fonte
de gas rica em carbono, produzindo um precursor de crescimento em estreita proximidade com
a superficie do substrato condutor, sendo o silicio mais comumente utilizado (PLESKOV,
2002). A auséncia de impurezas de carbono sp? (grafite) é uma caracteristica importante a ser
considerada, uma vez que a presenca dessa impureza aumenta a corrente de fundo e diminui o
intervalo de potencial trabalho. A presenga de radicais hidrogénio durante o processo de CVD
¢ essencial porque impede seletivamente a formagdo de carbono nao-diamante (grafite) na

superficie do diamante (WATANABE et al., 2014).

O boro ¢ o dopante mais utilizado para produzir BDDs, uma vez que o boro possui
energia de ativagdo como transportador de carga apenas 0,37 eV acima da banda de valéncia
do diamante (HOLT et al., 2004; NEBEL; RISTEIN, 2004). Desse modo, o diamante dopado
obtido é um semicondutor extrinseco do tipo-p. Quando um atomo de B (2s® 2p') substitui um
dtomo de C (2s 2p?) no reticulo cristalino do diamante, uma das ligagdes C — B ¢ deficiente em

um elétron (BRADY; HUMISTON, 2012). Os elétrons ausentes sdo conhecidos como lacunas
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e a condutividade ocorre devido ao movimento dessas lacunas carregadas positivamente através
da rede cristalina. Na pratica, ¢ um elétron de valéncia de um atomo vizinho que move-se a fim
de preencher essa deficiéncia, deixando uma lacuna positiva em seu lugar, de modo que a
conducdo elétrica resulta da migracao dessas lacunas positivas (OLDHAM; MYLAND;
BOND, 2011).

Para inserir atomos de boro no reticulo cristalino do diamante durante o crescimento,
um reagente contendo boro deve ser adicionado a mistura dos gases de deposicao (KRAFT,
2007). O boro pode ser adicionado a mistura de gases de deposi¢ao na forma de diborano (B2Hs)
ou trimetilborano (B(CH3)3). O diborano ¢é o gés mais utilizado, uma vez que o trimetilborano
ndo s6 adiciona boro a mistura de gases, mas também um carbono extra, o que pode alterar a
morfologia do filme obtido e diminui sua qualidade (BARROS et al, 2005). O boro,
eletricamente ativo, € aquele que se insere substitutivamente na rede cristalina crescente. Os
filmes tornam-se condutivos através da incorporagao de atomos de boro durante a deposigao,
embora a condutividade elétrica dependa, de forma complexa, dos hidrogénios presentes na

rede, dos defeitos existentes e ligagdes pendentes, além do nivel de dopagem (ZOSKI, 2007).

As propriedades eletroquimicas dos eletrodos de BDD podem ser alteradas através de
diferentes procedimentos, como a aquecimento em acido forte (HAYASHI et al., 1997), por
polarizacao anddica ou catodica (GOETING et al., 2000; GRANGER; SWAIN, 1999; ZHANG
et al., 2004), tratamento com plasma de hidrogénio (GRANGER; SWAIN, 1999), e também
por exposi¢do prolongada ao ar (KULESZA; PATYK; ROZPLOCH, 2004). Portanto, quando
eletrodos BDD sao usados, cuidados especiais devem ser adotados para alcangar o melhor

desempenho eletroquimico com esse material.

As caracteristicas fisicas, quimicas e eletronicas das superficies do BDD e,
consequentemente, sua resposta eletroquimica, sao fortemente influenciadas pela terminacao
da superficie do BDD. Eletrodos de diamante, obtidos pelo método CVD, que foram arrefecidos
até a temperatura ambiente em meio de plasma rico em hidrogénio, sdo terminados com uma

monocamada de hidrogénio (COMPTON; FOORD; MARKEN, 2003).

Essas superficies sdo inicialmente hidrofobicas e apresentam uma superficie semelhante
a um hidrocarboneto saturado que ndo ¢ favoravel a adsorcdo de espécies polares. Como
consequéncia, as reagdes de eletrodos que envolvem a adsor¢do de intermediarios podem ser
fortemente inibidas no BDD (PLESKOV, 2000). Em contrapartida, a oxigenacao da superficie

do BDD pode ser alcangada por varios métodos, incluindo oxidagdo em fase de vapor rica em
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0., tratamento com plasma de oxigénio, fervura em acido forte, exposi¢do a agentes oxidantes
ou radicalares, exposicao a longo prazo a oxidacdo por ar e oxidagdo eletroquimica (ANGUS;

PLESKOV; EATON, 2004; PECKOVA; MUSILOVA; BAREK, 2009).

O ultimo método ¢ muito conveniente para a eletroandlise, pois nenhuma
instrumentagdo especifica ¢ necessaria, de modo que a oxidacdo da superficie ¢ simplesmente
realizada pelo tratamento an6dico do BDD em elevados potenciais positivos ou realizagdo de
varreduras ciclicas na faixa de potencial positivo. Sob essas condi¢des, os oxidantes radicais
OH?* sdo produzidos a partir da agua na superficie do BDD, que precede a evolugao do oxigénio
com alto potencial anddico no BDD (BRILLAS; MARTINEZ-HUITLE, 2011; GIRARD et al.,
2007a). A estrutura da superficie do BDD oxidado depende da técnica de oxigenacao e do tipo
de suporte de Si utilizado. Com base na estrutura do diamante, espera-se que as ligacdes sp> C
— H sejam terminadas com grupos hidroxila, enquanto as ligagdes CHz convertem-se em grupos
funcionais carbonila e éter (BARROS et al., 2005; PECKOVA; MUSILOVA; BAREK, 2009).
A re-hidrogena¢ao de uma superficie de BDD oxidada s6 ¢ completamente alcangada por

tratamento envolvendo plasma rico em hidrogénio (MACPHERSON, 2015).

Vale salientar que inumeros estudos foram e continuam sendo desenvolvidos a fim de
elucidar os fatores que afetam o comportamento eletroquimico dos eletrodos de diamante frente
aos diferentes tratamentos superficiais (BALDAN et al., 2013; GIRARD et al., 2007b; KONDO
et al., 2007; OLIVEIRA; OLIVEIRA-BRETT, 2010b; PATEL; HASHIMOTO; FUJISHIMA,
1992; PLESKOV et al., 2016, 1987; RAO; FUJISHIMA, 2000; SALAZAR-BANDA et al.,
2006; SCHWARZOVA-PECKOVA et al., 2017; SUFFREDINI et al., 2004; YAGI et al.,
1999), bem como a morfologia dos cristais (ALEHASHEM et al., 1995; GRANGER et al.,
1999; KROTOVA et al., 2010, 2014; RALCHENKO et al., 2003). Esses estudos envolvem,
notadamente, a utiliza¢do de pares redox com comportamento eletroquimico bem conhecido,
como [Fe(CN)s]*"* e [IrCls]*"*, e o grau de reversibilidade (representado pela separagio entre
os picos anddico e catodico) € avaliado com relagdo a terminacdo superficial, nivel de dopagem

e cristalinidade do BDD.

Em funcdo das caracteristicas mencionadas anteriormente, eletrodos BDD sao
amplamente utilizados em eletroandlise, principalmente para oxidagdo de compostos organicos
em fun¢do de seu amplo intervalo de potencial de trabalho na regido anodica. Possibilitando,
assim, a determinagdo direta de aminas alifaticas (SHIN et al., 2004), hidrocarbonetos
poliaromaticos (BOUVRETTE et al., 2006) e analitos contendo enxofre, como aminotidis e

dissulfetos (CHINVONGAMORN et al., 2008), que sdo raramente detectdveis em eletrodos
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solidos convencionais ndo modificados. A outra vantagem ¢ a resisténcia a contaminagdo ou a
facil remocgao de produtos e/ou subprodutos de reagdo adsorvidos pela lavagem do BDD com
solvente apropriado ou tratamento em alto potencial anddico/catodico. Algumas revisdes sao
encontradas no tocantes a aplicagdo dos BDD em eletroanalitica (BALUCHOVA et al., 2019;
FREITAS et al, 2019; HE et al, 2019; MENDEZ-TOVAR et al., 2011; PECKOVA;
MUSILOVA; BAREK, 2009). Dentre as técnicas analiticas empregadas, destacam-se as
técnicas voltamétricas pulsadas, especialmente a voltametria de onda quadrada, em funcao da

sensibilidade e velocidade caracteristicas da técnica.

1.4 Voltametria de onda quadrada

Originados historicamente com a polarografia convencional, os métodos de analise
voltamétrica incluem varios esquemas de aplica¢ao de pulsos de potencial e de amostragem de
corrente, aplicados de modo a discriminar entre processos faradaicos (relacionados a
transferéncia de elétrons) e capacitivos (relacionados ao carregamento e descarregamento da
dupla camada elétrica) (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007). Dentre as
técnicas voltamétricas mais utilizadas podemos citar a voltametria ciclica (para obtencao de
informacdes qualitativas e mecanisticas do sistema redox em analise), a voltametria de pulso
diferencial (do inglés ‘differential pulse voltammetry’, DPV) e a voltametria de onda quadrada
(do inglés, ‘square-wave voltammetry’, SWV) empregadas com finalidade de estudar os
mecanismos de oxida¢do e para analises quantitativas (DE SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003).

Em voltametria de onda quadrada, duas amostragens de corrente consecutivas siao
coletadas para cada periodo (t). O valor de corrente medido apds a aplicagdo do pulso de
potencial com amplitude a no sentido positivo ou negativo corresponde a corrente direta,
enquanto o valor de corrente medido na segunda metade da etapa corresponde a corrente
reversa. A corrente resultante equivale a subtracdo algébrica entre os valores da corrente direta
e reversa. O termo f é a frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial (em s!) e AEs é o
incremento de varredura do potencial (WANG, 2006). Uma representacdo do esquema de

aplicacdo dos pulsos de potencial em uma varredura de SWV ¢ mostrado na Figura 2.
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Figura 2. Esquema de aplicacdo dos pulsos de potencial na voltametria de onda quadrada em fungdo do tempo.
Em destaque os parametros de amplitude dos pulsos (@), incremento dos pulsos de potencial (AEs) além dos pontos

de amostragem das correntes direta (I4) e reversa (I;).

Tempo (s)

Fonte: Adaptado de WANG (20006).

A principal vantagem da voltametria de onda quadrada ¢ sua velocidade. A velocidade
efetiva de varredura é dada por fAE;. A natureza diferencial da aplicagdo dos pulsos de potencial
a superficie do eletrodo, aliada a discriminagdo da corrente capacitiva oriunda desses pulsos,
permite que elevadas frequéncias sejam aplicadas, de modo que o tempo de analise ¢
drasticamente reduzido (BARD et al., 2003). Consequentemente, o voltamograma completo
pode ser registrado em poucos segundos. A velocidade inerente da voltametria de onda
quadrada pode aumentar grandemente as frequéncias analiticas em sistemas estacionarios € em
fluxo. Estudos cinéticos também podem se beneficiar da rapida capacidade de varredura e da

natureza reversa da voltametria de onda quadrada (ZOSKI, 2007).

1.5 Analise por injecio em batelada

Inicialmente proposto por WANG e TAHA, (1991) o método de analise por injecdo em
batelada (BIA, do inglés “Batch injection analysis™) consiste na insercao de uma aliquota de
amostra ou solu¢do padrdo, com volume de injecao entre 20 e 200 puL, com o uso de pipeta
eletronica ou seringa convencional, posicionada em configuragdo “wall-jet” diretamente sobre
a superficie do eletrodo de trabalho, que encontra-se imerso em grande quantidade de eletrolito

de suporte (~180 mL)(GIMENES ef al., 2012; QUINTINO; ANGNES, 2004; WANG et al.,
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1992). O sistema BIA pode ser conceitualmente comparavel ao FIA, porque também se baseia
no transporte controlado de uma solugdo de interesse em dire¢cdo a um detector (QUINTINO;
ANGNES, 2004; TROJANOWICZ et al., 2005). A técnica BIA foi inicialmente e vem sendo
mais empregada para a realizagdo de analises amperométricas, de modo que picos transientes,
similares aos detectados em FIA, eram registrados pela passagem do analito sobre a superficie
do eletrodo de trabalho. Contudo, a aplicacdo do sistema BIA na redissolugdo voltamétrica de
cations também foi demonstrada nos trabalhos publicados por Brett ez.al., (BARBOSA et al.,
1996; BRETT et al., 1999; BRETT; BRETT; TUGULEA, 1996a, 1996b).

O procedimento para a realizagdo das varreduras voltamétricas utilizado o sistema BIA
difere daquele empregado quando a detec¢do amperométrica € utilizada, uma vez que o eletrodo
ndo ¢ mantido em potencial fixo, registrando constantemente a corrente detectada. As etapas

para a realizagdo de analises voltamétricas no sistema BIA pode ser visualizada na Figura 3.

Figura 3. Etapas de operagao do sistema BIA, empregando detecgdo voltamétrica. (A) Momento anterior & injegéo.
(B) Realizagdo da inje¢do, com destaque para a formagado do plug de amostra. (C) Apds a varredura, o eletrdlito

no interior da célula é agitado, com a dilui¢@o do plug de amostra injetado.

(A) (B)

Contato elétrico

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., (2016).

Num sistema BIA-SWV (Figura 3), as inje¢des sdo iniciadas antes da varredura de
potencial, ou, em caso de redissolucao, durante o tempo de aplicagdo do potencial de deposicao
(Figura 3 (B)). Ao término da inje¢do, um pequeno intervalo de tempo (~5 segundos) ¢
aguardado para que a solug@o proxima ao eletrodo nao apresente fluxo turbulento. Apos esse
periodo, a varredura de potencial ¢ iniciada. O “plug” de amostra injetado estard em contato
imediato com o eletrodo durante a varredura de potenciais. Ao término da varredura de

potencial, (Figura 3 (C)), o eletrdlito de suporte no interior da célula ¢ agitado, de modo que
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os componentes do “plug” injetado sdo diluidos cerca de 1500 vezes (com aliquotas de inje¢ao
de 100 ~120 pL). Apds a agitacdo da solucdo, a proxima inje¢do pode ser realizada. Um video
demonstrando as etapas de operagdo do sistema BIA pode ser encontrado online (NUPE 1Q-

UFU, 2015)

O sistema BIA com detec¢ao por SWV ja foi utilizado para a deteccdo de diversos
analitos, além dos metais j4 mencionados anteriormente, como pesticidas, farmacos e drogas
ilicitas ((BRETT et al., 1999; FREITAS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2016; SILVA et al.,
2017; SIMOES; VAZ; BRETT, 2007; TORMIN et al., 2014a, 2015).

1.6 Eletroforese Capilar

1.6.1 Breve historico

Os experimentos pioneiros de Arne Tiselius, em 1937, demonstraram pela primeira vez,
a separacao das proteinas do soro sanguineo, albumina e a-, B-, ¢ y-globulina utilizando a
eletroforese de fronteiras moveis (VESTERBERG, 1989), trabalho pelo qual Tiselius recebeu
o prémio Nobel em 1948. No entanto, esta abordagem a eletroforese foi limitada pela separagao
incompleta das proteinas, o volume de amostra necessario relativamente grande e a necessidade
de campos elétricos relativamente baixos devido as correntes de conveccao geradas pelo efeito
Joule. Esse estudo forneceu, contudo, a primeira sugestdo do uso potencial da separagdo

eletroforética de moléculas biologicamente ativas (WEINBERGER, 2000).

Em 1967, Hjertén apresentou uma tese descrevendo um aparelho para eletroforese de
zona livre em um tubo giratorio. Isto permitiu estudos de ions (inorganicos e organicos),
peptideos, proteinas, acidos nucleicos, virus e bactérias (HIERTEN, 1967). Além disso, as
determinagdes de mobilidade podiam ser feitas com alta precisdo (VESTERBERG, 1989). Em
1974, Virtanen seguiu o trabalho de Hjertén com o uso de tubos de menor didmetro interno (0,2
mm), o que minimizou problemas de convec¢do e simplificou o esquema instrumental.
Contudo, foi em 1983 que Jorgenson e Lukacs definiram a eletroforese em capilares com

diametro interno de 75 um (WHATLEY, 2003).

Os capilares de silica fundida empregados na CE geralmente tém um didmetro interno de
20-100 um (~375 um de diametro externo), comprimentos de 20 — 100 cm, e sdo revestidos

externamente com poliimida, que confere flexibilidade aos capilares. A alta relagao superficie-
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volume dos capilares com essas dimensdes permite uma dissipacao eficiente do calor gerado
em detrimento do efeito Joule gerado a partir da aplicagdo de elevados potenciais de separagao
(at¢ +30 kV)(LANDERS, 2007). Além da capacidade de contornar o efeito Joule
eficientemente, utilizando os capilares de eletroforese tipicos, em funcdo das dimensdes
internas reduzidas, pequenos volumes de solugdo tampao s3o necessarias para seu total
preenchimento, além de volumes de amostra na faixa de nanolitros para a realizacdo das
analises (TAVARES, 1996). O uso de volume reduzido de amostra também pode ser uma
desvantagem quando o interesse for a determinagdo de baixas concentragdes do analito de

interesse.

1.6.2 Fundamentagao teorica da eletroforese capilar de zona (CZE)

A CE compreende um conjunto de técnicas relacionadas com diferentes mecanismos de
separacdo. Os principais modos de CE que foram desenvolvidos e estdo sendo explorados
atualmente incluem eletroforese capilar de zona (CZE); focalizacao isoelétrica capilar (CIEF);
eletroforese capilar em gel (CGE); eletroforese capilar por afinidade (CAE); isotacoforese
capilar (CITP); cromatografia eletrocinética micelar (MEKC); e eletrocromatografia capilar

(CEC) (LANDERS, 2007).

A CZE ¢ a mais difundida das técnicas eletroforéticas, tendo se mostrado util para a
separacao de um conjunto diversificado de analitos, como ions inorganicos, peptideos,
farmacos e carboidratos. A CZE ¢ caracterizada pelo uso de capilares abertos empregando
BGE’s de viscosidade relativamente baixa (WHATLEY, 2003). O mecanismo de separa¢ao
baseia-se nas diferengas entre as mobilidades dos analitos, que migram em eletrolitos que
podem ser aquosos ou organicos, € conter aditivos, como ciclodextrinas, complexantes ou
ligantes, que interagem com os analitos e alteram suas mobilidades eletroforéticas (pep) (SILVA

etal.,2007).

Durante a realizacdo da separagdo eletroforética, as espécies idnicas no tampao migram
com mobilidade eletroforética (i,p,) determinada pela sua carga/massa. A mobilidade
eletroforética (1.p) de uma espécie carregada pode ser estimada a partir da teoria de Debye—

Huckel-Henry, pela Equacao (1) (TAVARES, 1996):
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ze

Hep Equacgao (1)

- é6nnr

Na qual z ¢ a carga da espécie, e a carga unitaria, n a viscosidade da solugdo tampao

(BGE) e r o raio de Stokes da espécie.

Sob condi¢des apropriadas, todas as espécies (de carga liquida negativa, positiva ou
neutra) passam através do detector, o que indica que uma forca diferente da mobilidade
eletroforética esta envolvida no movimento dessas espécies. Essa forga, o fluxo eletrosmotico
(EOF, do inglés “electroosmotic flow”), governa o movimento de todos os componentes no

capilar em dire¢do ao detector quando sob aplicagdo de um campo elétrico (LANDERS, 2007).

A dupla camada formada imediatamente entre a superficie do capilar e a solu¢ao tampao
¢ denominada camada ou plano interno de Helmholtz e ¢ essencialmente estatico. Uma camada
mais difusa formada distalmente a camada interna ¢ denominada camada ou plano externo de
Helmholtz (TAVARES, 1997). Sob um campo aplicado, os cations na camada difusa migram
na direcao do catodo carregando as dguas na esfera de solvatacdo com eles. Devido a natureza
coesiva das ligagcdes de hidrogénio entre as moléculas de 4gua solvatando os ions as moléculas
de 4gua do seio da solucdo e o pequeno didmetro interno da coluna capilar, toda a solug¢do
tampao ¢ arrastada em direcdo ao catodo. Portanto, o EOF atua como um mecanismo de
bombeamento para impulsionar todas as moléculas (catidnicas, neutras e anionicas) em dire¢ao
ao detector, com a separagdo, em ultima instancia, sendo determinada por diferengas na

migracdo eletroforética dos analitos individuais (WHATLEY, 2003).

Desse modo, tem-se que a velocidade aparente com a qual uma espécie carregada migrara

sob a acdo de um campo elétrico £ ¢ dada pela Equacao (2) (TAVARES, 1996).

Vap = (Uep + er)E Equacio (2)

Sendo p,., a mobilidade eletrosmética, que estd relacionada a magnitude do EOF e pode

ser calculada pela Equacao (3) (TAVARES, 1996):
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Equacgao (3)

Sendo & a permitividade do BGE, & a permitividade do vacuo, ( € o potencial zeta da

superficie do capilar e 17 € a viscosidade da solugao.

Caso as espécies em analise estejam apenas parcialmente ionizados (acidos organicos
fracos, por exemplo), tanto as espécies neutras quanto as que apresentam carga efetiva migram

numa Unica banda, que apresenta mobilidade efetiva (u,r) dependente do grau de ionizagdo e

da mobilidade eletroforética (), como representada pela Equacao (4):

n

e = ) ey Equagio (4)
=1

O EOF permite a separagdo de cations, anions e espécies neutras em uma Unica corrida.
E também o fator mais importante para o surgimento de varia¢des do tempo de migra¢io entre
corridas. O EOF ¢ afetado por diversos parametros, incluindo pH, concentragdo e viscosidade
do BGE, temperatura, potencial aplicado, além da presen¢a de surfactantes (possibilidade de

inverdo) em solucao (WEINBERGER, 2000).

A inser¢do das amostras no interior dos capilares pode ser realizada de modo
hidrodinamico ou eletrocinético. A inje¢ao hidrodindmica, € realizada através da criagdo de um
gradiente de pressdo entre os reservatorios da amostra e do eletrélito de corrida, enquanto as
extremidades do capilar estdo mergulhadas nestes reservatdrios. Utilizando a injegao
eletrocinética, um determinado valor de potencial ¢ aplicado entre os reservatorios da amostra

e eletrolito durante um intervalo de tempo definido (SILVA et al., 2007).

O volume injetado no capilar de forma hidrodindmica ¢ dado pela Equagao (5)

(TAVARES, 1996).

_ Apd47Ttinj

Vs = Equacao (5
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Sendo AP a pressao aplicada, d o didmetro interno do capilar, ¢, € o tempo de injegdo, 7

a viscosidade da solugdo amostra e L o comprimento total do capilar.

A equagdo que descreve a quantidade de amostra injetada realizando a injecdo

eletrocinética ¢ calculada pela Equacao (6) (DESHMANE et al., 2011).

— (P-ep + ﬂeo)Vrzntinj
L

Equacao (6)

Q

Sendo V a voltagem aplicada para a injecao das amostras, € o raio interno do capilar, fi,

¢ o tempo de inje¢do, e L o comprimento total do capilar.

A injecdo hidrodinamica introduz no capilar uma aliquota representativa da amostra, € o
volume de injecdo (da ordem de nL) depende do tempo de inje¢do, das dimensdes do capilar,
da viscosidade da solucdo tampao e da diferenga de pressdo empregada. Em funcdo dessas
caracteristicas, a injecdo hidrodindmica ¢ mais precisa do que a eletrocinética, uma vez que
baseia-se apenas na transferéncia de volume, ao passo que fatores como mobilidade
eletroforética, condutividade da amostra, e magnitude do fluxo eletrosmotico estdo envolvidos

na quantidade de amostra inserida no capilar com a injecao eletrocinética (TAVARES, 1996).

1.6.3 Detecgiio condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C*D)

A mobilidade eletroforética e a resposta do sinal na detec¢do de condutividade estdo
relacionadas, a condutividade equivalente de um analito. Os ions do analito substituem os co-
ions do BGE de mesma carga. Como consequéncia, a resposta registrada ¢ resultado da
diferenca na condutividade entre os analitos e os co-ions do BGE. Para uma relagao sinal/ruido
otima, ¢ necessaria uma diferencga da condutancia do analito e do BGE (ZEMANN, 2001). Este
tipo de detecg¢@o pode ser conduzido por dois modos: (i) com contato e; (ii) sem contato. No
primeiro modo, os eletrodos sdao posicionados diretamente em contato com a solucdo, fato que
pode gerar alguns problemas na presenca de um campo elétrico, como desprendimento de
bolhas e corrosdo dos eletrodos. No modo sem contato, ambos os problemas citados sdo

evitados (BRITO-NETO et al., 2005).
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Na detec¢do condutométrica sem contato, ao aplicar um sinal senoidal a um dos
eletrodos, uma corrente alternada pode ser acoplada capacitivamente no eletrolito de trabalho e
registrada no segundo eletrodo de medida (ZEMANN, 2003). Isso ¢ possivel, porque os
eletrodos formam capacitores com a solugao eletrolitica utilizada. No modo sem contato, o
principio de funcionamento ndo ¢ fundamentalmente diferente da deteccdo condutométrica
convencional (com contato). Em ambos os casos, os experimentos sdo conduzidos com sinais
alternados de modo a garantir que as correntes ndo sejam limitadas pelas reagdes faradaicas,
mas apenas pela concentragao e condutividade molar das espécies idnicas presentes na solugao

(KUBAN; HAUSER, 2013; ZEMANN, 2003).

A detec¢io condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C*D, do inglés
“Contactless capacitive coupled conductivity detection”) foi proposta como método de
detecgdo para CE, de forma independente por FRACASSI DA SILVA e DO LAGO, (1998) e
ZEMANN et al., (1998). O sistema de deteccdo proposto possui configuragdo com dois
eletrodos cilindricos, que circundam o capilar de separagdo, posicionados paralelamente ao
longo do eixo do capilar, sendo que o espago entre os eletrodos (1 a 2 mm de comprimento)
define o volume de deteccao. O sinal senoidal ¢ aplicado a um dos eletrodos, o outro eletrodo
esta conectado a entrada de um conversor corrente-tensao, portanto, a corrente que ¢ detectada
entre os dois eletrodos € proporcional a condutividade da solugdo que flui no interior do capilar,
e ao passar pelo segundo eletrodo esta corrente € convertida em tensdo. A tensdo ¢ retificada,
ou seja, a tensdo € transformada em corrente continua mantendo apenas um semiciclo da onda

senoidal do sinal. Ao final, o sinal ¢ amplificado, compensando a linha base.

Em 2009, Francisco e do Lago propuseram um modelo de detector C*D mais compacto
e de alta resolucao em comparagdo ao anterior (FRANCISCO; DO LAGO, 2009). Este modelo
foi utilizado nos procedimentos descritos nesta tese. Nesta versdo, a frequéncia e a amplitude
foram otimizadas e fixadas para uma melhor performance, por uma questdo de robustez e
simplicidade. Os valores de frequéncia e amplitude foram fixados com base no uso de eletrodos
de 2 mm, espagados por 0,51 mm e capilares com didmetro interno entre 20 pm e 100 um
preenchido com eletrolitos tipicos usados em CE. O mérito do novo sistema de deteccao
desenvolvido ¢ a redu¢do do ruido, ja que a caracteristica mais desejada em um sensor nao € a
intensidade do sinal, mas a relacdo sinal/ruido. Na versao desenvolvida inicialmente, um
retificador de meia onda foi usado, neste circuito, um retificador de onda completa foi
implementado, dobrando o sinal na entrada do conversor. O conversor digital-analdgico neste

detector ¢ de 22 bits de resolugdo, superior as utilizadas anteriormente (com 12 ou 16 bits). A
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vantagem do conversor digital-analogico ¢ a eliminagdo do sistema de compensagdo de linha
base, uma das caracteristicas mais importantes deste detector. No presente circuito ndo ha a
adicao de um sistema de compensagao de linha base por hardware, pois o conversor digital
analogico de 21 bits detecta variagdes na ordem de 1 uV. Assim, a abordagem adotada converte
o sinal bruto em um valor digital que pode ser interpretado e a subtracdo da linha base ¢

realizada por software.

O sistema CE-C*D tem sido utilizado para a separa¢do e determinacdo de diversos
analitos como farmacos, drogas ilicitas, cations e anions, dentre outros (BACHMANN et al.,
2007; DE CASTRO COSTA et al., 2018; ELBASHIR; SCHMITZ; ABOUL-ENEIN, 2017;
FREITAS et al., 2016; KUBAN; HAUSER, 2013, 2018; MARRA et al., 2014, 2018;
NUCHTAVORN et al., 2013; PINHEIRO et al., 2019; RIBEIRO et al., 2016; SAIZ et al.,
2013).

O sistema de deteccdo C*D e suas aplica¢des em CE tem sido o foco de artigos de revisdo
voltados ndo apenas para as diversas aplicagdes desse sistema de deteccdo universal mas
também para o design do sistema, com relacdo aos componentes e montagem dos detectores
(KUBAN; HAUSER, 2004; KUBAN; HAUSER, 2009; KUBAN; HAUSER, 2015,2017, 2018,
2019).

1.7 Validaciao dos parametros analiticos dos métodos

Os parametros normalmente avaliados para validagdo de métodos analiticos sdo:
precisdo (medida através dos estudos de repetibilidade intra e inter-dias); sensibilidade, limite
de deteccdo e limite de quantificacdo (definidos a partir dos parametros da curva analitica) e
exatiddo (avaliada pelo estudo de adi¢@o e recuperacdo). Esses termos também sdo conhecidos

como “parametros de desempenho analitico” ou “figuras analiticas de mérito”.

A seguir sera apresentada uma breve descricdo dos parametros analiticos utilizados no
presente trabalho (ANVISA, 2017; GUSTAVO GONZALEZ; ANGELES HERRADOR, 2007,
INMETRO, 2018; RIBANI et al., 2004).
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1.7.1.1 Repetibilidade

A precisao do método analitico, expresso em termos da repetibilidade, representa o grau
de concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de um analito, efetuadas sob as
mesmas condi¢des de medi¢do, seguindo a0 mesmo procedimento; realizado pelo mesmo
operador; utilizando o mesmo instrumento, usado sob mesmas condi¢gdes; mesmo local, e

realizando repeticdes em curto espaco de tempo.

A repetibilidade do método ¢ verificada na faixa de concentragdo dentro do intervalo
linear do método e pode ser expressa como o desvio padrao relativo de para uma série de

medidas (n = 10). O desvio padrio relativo (DPR) ¢ calculado através da Equacao (7).
DP
DPR (%) = ?x x 100 Equacio (7)

Sendo: DPx o desvio padrdo da concentracdo encontrada e X = concentracdo média

encontrada para a série de medidas.
1.7.1.2  Sensibilidade

A correlagdo entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a concentragdo da espécie
a ser quantificada ¢ determinada, empiricamente, a partir de sinais medidos para concentragdes
conhecidas dessa espécie. Essa relagdo matematica, muitas vezes, pode ser expressa como uma

equagao de reta chamada de curva analitica, descrita pela Equacio (8).
y =S8x+b Equacio (8)

A sensibilidade do método analitico esta relacionada @ mudanga nos valores de resposta
do método em fungdo da variagdo nas concentracdes do analito. Sendo representada, portanto,
pelo coeficiente angular da curva de analitica (S). Além dos coeficientes S (sensibilidade) e b

(intercepto), também ¢ possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de
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correlacdo (r). Este parametro permite uma estimativa da dispersdo do conjunto de pontos
experimentais, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a incerteza dos coeficientes de

regressao estimados.

1.7.1.3 Limite de deteccio (LD) e limite de quantificacao (LQ)

O limite de detecgdo (LD) ¢ a menor concentragao da espécie a ser analisada que pode
ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢des experimentais
estabelecidas. Para os métodos que empregam curva analitica, o LD pode ser expresso pela

Equaciao (9).

_ 3% DPb

5 Equacio (9)

Na qual: DPb representa o desvio padrao relativo ao intercepto (b) da curva; e S € o coeficiente

angular (ou sensibilidade) da curva analitica.

O limite de quantificacdo (LQ) ¢ a menor concentracdo da espécie analitica que pode
ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo (concordancia entre os varios resultados
obtidos da mesma forma) e exatiddo (a proximidade dos resultados obtidos pelo método em

estudo em relagdo ao valor verdadeiro). O LQ pode ser calculado pela Equacao (10).

_ 10 x DP»

5 Equacao (10)

1.7.1.4 Recuperacio

A recuperacdo (ou fator de recuperacdo) ¢ avaliada adicionando-se quantidades
conhecidas do analito a uma amostra desconhecida, € do aumento do sinal analitico é deduzido
quanto do constituinte estava presente na amostra original. A recuperagdo foi avaliada com o
método grafico, no qual o eixo x fornece a concentracdo de padrdo adicionado as solucdes da

amostra ¢ a extrapolagdo neste eixo mostra a concentragdo presente na amostra. A taxa de
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recuperagdo ¢ calculada como a relagdo percentual entre as quantidades recuperadas e

adicionadas, como expresso na Equacao (11).

REC = [SChe] x 100 Equacio (11)
[SCP4]

Sendo [SCPre] a concentracdo de SCP recuperada e [SCPa4] a concentragao de SCP

inicialmente adicionada as amostras.

1.7.1.5 Resolucao

A resolugdo mostra o quanto dois picos se distanciam um em relagdo ao outro em
compara¢cdo com suas larguras, fornecendo uma medida quantitativa da capacidade de
separacao de do método com relacdo aos analitos. Para aplicagdes quantitativas, valores de Rs

> 1,5 sdao recomendados.

A resolucao pode ser calculada de acordo com a Equacgao (12).

2[tg — t
Rs = g Equacéo (12)
Wg + Wy

Sendo ta e tg 0s tempos de migragdo e Wa € W sdo as larguras da base dos picos para as

espécies A e B, respectivamente.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos centrais desta tese foram o desenvolvimento de métodos analiticos para a
triagem e quantificacdo rapida de SCP em amostras de bebidas e urina empregando as técnicas
de voltametria de onda quadrada (SWV) e eletroforese capilar com detec¢ao condutométrica

sem contato (CE-C*D).

Os objetivos especificos do método voltamétrico desenvolvido neste trabalho foram os

seguintes:
- Determinagdo do comportamento eletroquimico da SCP sobre o BDD;

- Otimizagao dos parametros da técnica de SWV com o intuito de obter informagdes inerentes
ao processo redox da SCP usando BDD como eletrodo de trabalho, bem como do melhor sinal

voltamétrico para a realizagao das analises;

- Triagem e quantificagdo da SCP em diferentes tipos de bebidas: cachaga, cerveja, refrigerante,

energético, vodka e whisky.

- Triagem e quantificacdo de SCP em amostras de urina real e sintética.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Solucoes, reagentes e preparacio das amostras

Todos os reagentes utilizados apresentavam pureza analitica e foram usados sem
purificacdo prévia. Na Tabela 3 sdo listados os reagentes usados neste estudo com sua

respectiva procedéncia.

Tabela 3. Reagentes utilizados no presente trabalho e suas respectivas procedéncias.

Reagente Formula quimica Origem Pureza (%)
Acido acético C2H407 Synth 99,7
Acido bérico H3;BOs Panreac 99,8
Acido citrico CcHsO7 Vetec 99,5

Acido fosforico H3POg4 Synth 85
Acido latico C3HsO3 Vetec 85
Acido sulfurico H2S04 Synth 98
Acido urico CsH4N4O5 Sigma 99
Bicarbonato de sodio NaHCOs Synth 99,7
Brometo de
escopolamina C17H22NO4Br.3H>O Fagron 99,5
triidratado (SCP)
Cafeina CsH10N4O> Synth 99
Cloreto de amonio NH4Cl Synth 99
Cloreto de calcio CaCl,.2H:0 Synth 78
Cloreto de sodio NacCl Synth 99
Diidrogenf)qufato de KH,PO, Merck 99,5
potassio
Hidrogencgfo.sfato de KHPO, Merck 99,5
potassio
Hidroxido de sodio NaOH Panreac 98
Eggzth"lfg;’sg FeSO4.7H,0 Synth 98
Sug’;‘;‘;ﬁ [hagnesio MgS04.7H,0 Cinética Quimica 99
Sulfato'de s6dio NaxSOq4 Vetec 99
anidro
Uréia CH4N2O Dinamica 99

Fonte: O autor.
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Todas as solugdes foram preparadas com agua deionizada (resistividade superior a 18
MQ cm) obtida de sistema de purificagdo Direct-Q (Millipore). Para a preparagdo das solugdes
estoque de SCP, a quantidade adequada de sal foi dissolvida em dgua deionizada, obtendo uma
solugdo estoque com concentracdo de 10 mmol L!. Posteriormente, as solugdes padrio foram
preparadas diluindo-se aliquotas da solugdo estoque nos eletrélitos de suporte empregados
(tampdo acetato 0,05 mol L™ pH 4,7), 4cido sulfarico 0,1 mol L' ¢ 0,5 mol L™!; e tampao fosfato

0,1 mol L' pH 7,2) antes de serem usadas nos estudos voltamétricos.

A solugdo tampdo Britton-Robinson (BR) (BRITTON; ROBINSON, 1931) foi
preparada pela mistura dos acidos borico, acético e fosforico, com concentragdo de 0,04 mol L
! cada. Considerando a soma das concentra¢des dos componentes do tampdo BR, foi estimada

a concentragio total de 0,12 mol L para esse eletrdlito. O pH foi ajustado com solucdo de

NaOH 1,0 mol L.

3.1.1 Preparo das amostras de bebida

Todas as amostras de bebidas analisadas no presente trabalho foram utilizadas sem
etapas prévias de filtracdo e foram adquiridas no comércio local. Entretanto, as amostras
gaseificadas (Coca-Cola®, cerveja, energético, Skol Beats®) foram submetidas a banho
ultrassonico por 2 minutos para a remoc¢ao dos gases dissolvidos antes de serem diluidas em

agua ultrapura ou eletrolito suporte.

Para a realizac¢do dos estudos de triagem no sistema estacionario, aliquotas de solucao
padrdo foram adicionadas as amostras das bebidas puras, e apds agitagdo ultrassonica por 2
minutos, aliquotas adequadas destas amostras foram diluidas em eletrdlito de suporte para a
realizagdo subsequente das andlises. Em estudos iniciais, a quantidade de amostra na célula
estacionaria foi avaliada no intervalo dentre 20 e 1% (v/v). Ap6s a defini¢do da melhor diluicao,
aliquotas de 100 pL de cada uma das amostras foram adicionadas a 9,9 mL de eletrolito de
suporte para a realizagdo dos experimentos voltamétricos. Quando o sistema BIA foi
empregado para triagem e quantificagdo de SCP, aliquotas de 20 pL das amostras foram
diluidas em 1980 pL de eletrolito (1% v/v), para posterior realizacdo das injegdes. A
composicao de cada uma das amostras de bebida analisadas no presente trabalho ¢ apresentada

na Tabela 4.
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Tabela 4. Composicao das amostras de bebida analisadas no presente trabalho.

Amostra Composicao declarada no rotulo

Destilado do mosto fermentado obtido do caldo

Cachaca da cana de agucar e dgua. Teor alcoolico: 39%
v/v.
Cerveja Agua gaseificada, malte de cevada, lupulo e arroz.

Teor alcodlico: 5% v/v.

Agua gaseificada; aglcar; extrato de noz de cola;
Coca-Cola® cafeina; corante caramelo IV (INS 150D); acido
fosforico (INS 338) e aromatizante natural.

Agua gaseificada, sacarose, glucose, taurina,
cafeina, inositol, vitaminas (B3, B5, B6, B2,
B12), acidulante 4&cido citrico (INS 330),
reguladores de acidez: citrato de sodio (INS
331III) e bicarbonato de magnésio (INS 504II),
aromatizante corante caramelo I (INS 150A).

Energético

Agua gaseificada, agucar, destilado alcodlico
simples de cereais. Acidulantes: acido citrico
(INS 330), acido tartarico (INS 334), aroma

Skol Beats® natural de limao, corante caramelo III (INS 150C)
e reguladores de acidez: citrato de sodio (INS
331III) e 4cido malico (INS 296). Teor alcodlico:
8% v/v.

Agua, acucar, sucos de maga, morango, groselha
e cenoura, vitaminas (C, E, B3, A, D, B6 ¢ B12),
aroma sintético idéntico ao natural, acidulante:
acido citrico (INS 330), estabilizantes: goma guar
(INS 412) e acetato de isobutirato de sacarose
(INS 444).

Suco

Agua e alcool etilico retificado. Teor alcodlico:

Vodka 37.5% /.

Destilado alcodlico de malte envelhecido e
destilado alcoolico de cereais ndo malteados,
agua desmineralizada e corante caramelo 1. Teor
alcoolico: 40% v/v.

Whisky

Fonte: O autor.
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3.1.2 Preparo das amostras de urina

As amostras de urina real foram disponibilizadas por voluntarios saudaveis do
laboratério (de ambos os sexos), sendo coletadas em frascos plasticos individuais e
armazenados na geladeira até o momento da analise, e também foram utilizadas sem etapas
prévias de filtragcdo, sendo apenas diluidas em eletrolito de suporte. Para os estudos nos quais a
porcentagem de urina presente em solucdo ultrapassava 30% (v/v), solugdes mais concentradas
de eletrdlito foram utilizadas afim de manter a forga iOnica/concentragdo do eletrdlito

relativamente constante entre os experimentos.

As amostras de urina sintética foram preparadas de acordo com o descrito na literatura
(BROOKS; KEEVIL, 1997) com a seguinte composi¢ao, para 250 mL: 210 pL de 4cido latico,
0,1 g de acido citrico, 0,525 g de NaHCO3, 2,5 g de ureia, 0,0175 g de acido urico, 0,01 g de
CaCl,.2H,0, 1,3 g de NacCl, 0,353 g de Na>SOs, 0,123 g de MgS04.7H20, 0,325 g de NH4Cl,
0,238 g de KH2PO4 € 0,305 g de KoHPO..

3.2 Instrumentacio

Todas as pesagens foram realizadas em uma balanga analitica Shimadzu®, modelo

AUY?220 com precisdo de + 0,1 mg.

O pH das solugdes empregadas como eletrolito de suporte foi ajustado utilizando-se um

pHmetro de bancada Bel Engineering® modelo PHS3BW, com precisdo de + 0,01 pH.

Foi utilizado um banho ultrassénico Unique®, modelo1400 A, para a remogdo dos gases

dissolvidos nas amostras de Coca-Cola®, cerveja, energético e Skol Beats®.

As adicdes de padriao para construgdo das curvas analiticas € o preparo de solucdes a
partir de diluicdes da solugdo estoque de SCP, foram realizados utilizando micropipetas das
marcas Nichiryo® e HTL®, dos modelos Labmate Pro e Nichipet EX, com volumes ajustaveis

com capacidade de 0,5 a 10 pL, 10 a 100 pL, 100 a 1000 L e de 1000 a 5000 pL.
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3.2.1 Detecgiao voltamétrica

As analises voltamétricas foram realizadas utilizando um potenciostato/galvanostato
LAUTOLAB tipo III (Metrohm Autolab BV, Utrecht, Holanda) interfaceado a um computador

e controlado através do software NOVA 1.11.

3.2.1.1 Eletrodo de trabalho

Neste trabalho foram utilizados eletrodos de diamantes dopados com boro (BDD; area
geométrica = 22,9 mm?), adquiridos da empresa NeoCoat SA (La Chaux-de-Fonds, Suica).
Tratam-se de placas a base de silicio (0,7 x 0,7 cm) com espessura de aproximadamente 1,0
mm e cobertas com um fino filme de diamante (~1,2 um) com nivel de dopagem de boro de
8000 ppm (deposi¢do quimica de vapor). Previamente a realizagdo dos experimentos
eletroquimicos, o eletrodo de BDD foi submetido a um processo pré-tratamento eletroquimico.
Os modos de pré-tratamento utilizados nesse trabalho foram:

e Pré-tratamento catddico: aplicando corrente de -0,01 A, por 1000 segundos (0,44
A/cm?) usando solugio de H2S040,5 mol L' (SALAZAR-BANDA et al., 2006).

e Pré-tratamento anodico: aplicando corrente de +0,01 A, também por 1000
segundos, em meio de tampdo Britton-Robinson 0,12 mol L' pH 2,0
(TERASHIMA et al., 2003).

Em eletrodos novos (recém-adquiridos), o pré-tratamento anddico foi inicialmente
realizado, seguido do pré-tratamento catddico. Apds a escolha da melhor condicao de pré-

tratamento, 0 mesmo era realizado uma vez, ao inicio de cada dia de trabalho.

3.2.1.2 Eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar

O eletrodo de referéncia utilizado durante a realizag¢ao do trabalho foi um mini eletrodo
de Ag/AgCl (KClsat.) construido como descrito em (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996). O
eletrodo foi preparado no préprio laboratdrio pela eletrodeposicdo de AgCl sobre um fio de Ag
através da aplicacdo de +0,3 V em meio de uma solug¢io de HC1 0,10 mol L' durante uma hora.
Apos a deposicao, o fio € posicionado no interior de uma ponteira de micropipeta, preenchida
com solu¢do de KCl saturada e selada com uma membrana de bateria. Um fio de platina, com

comprimento de 25 mm, foi utilizado como eletrodo auxiliar.
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3.2.1.3 Célula eletroquimica para medidas estacionarias

Nas medidas voltamétricas estacionarias com o eletrodo de BDD, uma célula de
polipropileno com volume ~ 12 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 de borracha (“o-ring”, @ = 5,0
mm), e fixado (pressionado) sobre o anel com auxilio de parafusos e uma placa metélica, similar
ao apresentado na Figura 4. Todos os experimentos foram realizados sem a remogdo do O>

dissolvido e a temperatura ambiente.

Figura 4. Célula de polipropileno utilizada nos experimentos estacionarios. (A) eletrodo de BDD posicionado
entre o O-ring e a placa metalica para contato. (B) vista lateral da célula. (C) vista superior: posicionamento do

eletrodo no interior da célula.

(A) (B) ()

Fonte: DA SILVA, 2017.

3.2.1.4 Sistema BIA

Nos estudos com o sistema BIA, foi utilizada uma célula construida no proprio
laboratorio (TORMIN et al.,, 2011). A célula foi construida a partir de um tarugo de
polipropileno com as seguintes dimensdes: @ = 7,5 cm; comprimento: 6 cm. Com auxilio de
um torno (oficina da Faculdade de Mecanica — UFU), um orificio com as seguintes dimensdes
foi feito a partir de um lado do tarugo: @intermo = 6 cm; profundidade = 5 cm; volume total = 180
mL. Uma tampa, também de polipropileno, foi feita para fechar o lado aberto do tarugo. Um

orificio central foi feito tanto na tampa quanto na base do tubo.

A célula foi construida de forma que durante a injecdo, a ponta da ponteira ficasse
posicionada a aproximadamente 2 mm do eletrodo de BDD (QUINTINO; ANGNES, 2004),

em posi¢ao wall-jet. Além do orificio central, a tampa superior contém mais trés orificios: dois
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para alocagdo dos eletrodos auxiliar e referéncia e um para a inser¢ao do agitador mecanico.
No orificio efetuado na base do tubo (@ = 5,0 mm) foi posicionado um o-ring e sob este anel,
a placa de silicio coberta com um filme de BDD (0,7 x 0,7 cm). A area util do eletrodo de BDD
¢ definida pelo didmetro interno deste anel (5 mm; drea = 22,9 mm?). Para fixa¢do da peca de
BDD e o contato elétrico, uma placa metélica foi pressionada sobre a placa de BDD através de
dois parafusos colocados nas extremidades da parte inferior da célula. Para a inje¢do neste
sistema utilizou-se uma pipeta eletronica (Eppendorf® Multipette stream) que permite injecdes
de 10 a 1000 pL, usando um combitip® (ponteira) de 1 mL, com velocidades de injecdo de 28
a 350 puL s'. Na Figura 5 sdo mostrados os componentes do sistema BIA: célula, pipeta

eletronica e ponteira.

Figura 5. Componentes do sistema BIA utilizados no trabalho: (a) Micropipeta eletronica (Eppendorf Multipette
stream®); (b) ponteira em forma de seringa (volume total: 1 mL); (¢) célula de polipropileno (com o eletrodo
posicionado); (d) tampa da célula (com orificios para eletrodo auxiliar, referéncia e ponteira, ao centro); (e) sistema

BIA montado.

Fonte: O autor.

Para a realizagdo das varreduras de potencial e da quantificacdo da SCP nas amostras de
bebidas e urina, a injecao da solugao foi realizada durante os 5 segundos de tempo de equilibrio
antes do inicio da varredura voltamétrica. Esse intervalo de 5 s € mais do que o suficiente para
que a injecdo seja concluida, de modo que todo o “plug” de amostra tenha sido dispensado do

interior do ponteira.
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3.3 Procedimento Experimental

Os estudos de otimizagdo dos parametros experimentais das técnicas voltamétricas,
descritos a seguir, foram realizados de forma univariada, e definidos com base nos picos com
maior corrente detectada e perfil voltamétrico mais bem definidos (sem alargamento de pico).
Para a realiza¢do dos estudos iniciais envolvendo voltametria ciclica (VC), foram utilizadas
solugdes contendo 500 umol L' de SCP, preparada em eletrolito de suporte. Ja os testes de
otimizacdo envolvendo a técnica de SWYV foram realizados utilizando solugdo com

concentragio de 100 pmol L' de SCP, também preparada em eletrélito de suporte.

3.3.1 Escolha do eletrdlito de suporte

Inicialmente a voltametria ciclica (VC) foi utilizada para avaliar o comportamento
eletroquimico da SCP sobre o BDD. Para esse teste, foram avaliados os seguintes eletrolitos de
suporte: (i) 0,5 mol L' H>SO4; (ii) 0,1 mol L™ H,SOy4 (iii) tampdo acetato 0,05 mol L' (pH 4,7)
e (iv) 0,1 mol L' tampdo fosfato (pH 7,2). As varreduras por voltametria ciclica foram
realizadas entre 0 e +2,2 V (vs. Ag/AgClisan), com velocidade de varredura de 50 mV s™!, com

pré-tratamento superficial anodico.

3.3.2 Efeito do Pré-tratamento do BDD

Para selecionar o melhor pré-tratamento eletroquimico da superficie do BDD,
voltamogramas ciclicos foram registrados para varreduras de solugdo 0,5 mol L' H2SO4
contendo 500 pmol L' de SCP, no intervalo de potencial entre 0 e +2,2 V (vs. Ag/AgClsay),
com velocidade de varredura de 50 mV s™!, apds tratamento catddico e anddico. Os valores de

corrente e os perfis voltamétricos foram entdo comparados.
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3.3.3 Estudo de velocidade de varredura

Apo6s a escolha do melhor eletrélito de suporte e pré-tratamento da superficie do
eletrodo, o efeito da velocidade de varredura (v) foi avaliado. A variagdo da velocidade de
varredura permitiu estimar a quantidade de elétrons transferidos no processo redox, além de
determinar se a transferéncia de elétrons foi governada por processo adsortivo ou difusional. O
estudo da velocidade de varredura foi realizado utilizando os seguintes valores de v: 10; 20; 30;
40; 50; 60; 70; 80; 90; 100; 120; 140; 160; 180; 200; 250; 300; 350; 400 € 450 mV s™!, utilizando

0,5 mol L H2SO4 como eletrélito de suporte, com BDD com superficie anodicamente tratada.

As correntes (I,) e potenciais (E,) de pico registrados para oxidacdo de SCP foram
analisadas, tragando-se graficos de I, vs. v, I, vs. v!? ¢ E, vs. log v. Os valores de inclinagio
calculados a partir da linearizacdo desses graficos possibilitou a estimativa do numero de

elétrons transferidos na oxidagdo da SCP, bem como a natureza do processo redox.

3.3.4 Correcao da linha base

A correcdo de linha base pode ser usada para ajustar uma curva definida pelo usudrio
através de pontos de dados medidos experimentalmente para definir uma linha base e para
corrigir automaticamente os dados experimentais para ela. Os voltamogramas de onda quadrada
exibidos nesse trabalho apresentam correcdo de linha base seguindo o ajuste por “moving

average” executado da seguinte maneira, de acordo com o manual do Nova 1.11:

1. Os dados de origem foram agrupados em segmentos de n pontos; onde n corresponde
ao parametro ‘tamanho da janela’ da ferramenta de corre¢do da linha de base (o valor padrdao

dené?2).
2. O valor médio de cada segmento foi calculado.
3. Os dados experimentais foram reduzidos de m pontos de dados para m / n médias.

4. Cada média tomada foi comparada com as médias vizinhas imediatas, € para o caso
de varreduras positivas, caso determinado valor médio tomado for maior do que aqueles
apresentados pelas médias vizinhas imediatas, esse valor serd substituido pela média dos
valores vizinhos. O passo descrito em 3 pode se repetir até que sejam realizadas mil repeticdes

ou até que a linha base nao apresente mais nenhuma alteragao.
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5. A linha de base foi interpolada das médias m/n finais para os m pontos de dados
originais.
6. A linha base foi subtraida dos dados de origem.

Para a correcdo de linha base dos voltamogramas mostrados nesse trabalho, o valor

padrao do software NOVA 1.11 foi utilizado.

3.3.5 Otimizacao dos parametros da técnica de Voltametria de Onda Quadrada

Como mencionado anteriormente, a SWV foi escolhida como a técnica voltamétrica
para a realizacdo deste trabalho em funcdo de sua velocidade e sensibilidade analitica, quando
comparada as demais técnicas de pulso. Os pardmetros voltamétricos da técnica (AEs, a ¢ f)
foram otimizados de modo a proporcionar as melhores condigdes experimentais para detecgao
e quantificagdo de SCP em amostras de bebidas e urina. Para a otimizagdo de cada um dos
parametros, os valores utilizados nos estudos teéricos que possibilitaram o desenvolvimento da
técnica foram empregados para os demais pardmetros. Desse modo a otimizagdo de cada um

dos parametros foi realizada da seguinte maneira:

L Otimizag¢ao do incremento dos pulsos (AEs): os valores de incremento de varredura

de potencial foram avaliados entre 1 ¢ 10 mV, mantendo f=100s" e a = 50 mV;;

II.  Avaliagdo da amplitude dos pulsos de potencial: valores de amplitude dos pulsos

foram estudados entre 10 e 100 mV, com =100 s™! e AEs=2 mV.

I1I. Estudo de variagdo da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial: valores de

frequéncia avaliados entre 10 e 200 s, mantendo AEs=2mV e a =50 mV.

Desse modo, para a avaliagao da amplitude dos pulsos de potencial (a), a frequéncia de
aplicagio dos pulsos foi fixada em 100 s e o incremento de potencial em 2 mV. Da mesma
forma, para variagao da frequéncia de aplicag¢do de pulsos, mantém-se constante a amplitude de

potencial de 50 mV e o incremento de varredura de 2 mV.

Através dos resultados obtidos mediante a avaliacdo do comportamento voltamétrico da
SCP frente a variagdo de cada um dos pardmetros da SWV, foi possivel: estimar o numero de
elétrons transferidos no processo redox, avaliar se o processo apresenta reversibilidade e o tipo

de mecanismo que governa a transferéncia de elétrons (processo adsortivo ou difusional).
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3.3.6 Estudo de diluicio e avaliacdo da faixa linear para oxidacdo da SCP nas amostras

Em funcdo da elevada quantidade de 4lcool em suas composi¢des, amostras de cachaca,
vodka e whisky foram diluidas nas propor¢des de 1 /2,5 /5 /10 e 20% (v/v) e fortificadas com
100 pmol L' de SCP. Desse modo, o efeito da quantidade dessas amostras em eletrélito de
suporte sobre a corrente registrada para a oxidagdo do analito pode ser avaliada. A diluicdao que
apresentou maior I, registrada para o pico de SCP foi utilizada na determinagdo das faixas

lineares para a oxidagao de SCP nas amostras de bebida.

Para o teste da faixa linear, concentragdes crescentes de SCP foram adicionadas a célula
eletroquimica, contendo solug¢des com 1% (v/v) de cada uma das amostras diluidas em eletrélito
de suporte. Para tanto, solugdes de trabalho com SCP 1 mmol L™! foram preparadas em solu¢des
contendo 1% (v/v) de cada uma das amostras estudadas. Esse procedimento foi adotado para
evitar a diminui¢ao da quantidade de amostra na célula eletroquimica. As aliquotas das solugcdes
de trabalho acrescentadas para cada amostra levaram em consideragdo o volume acumulado
pela adi¢do das aliquotas anteriores, de modo que o acréscimo das aliquotas ¢ exibido na Tabela

5.
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Tabela 5. Aliquotas de solugdo contendo SCP 1 mmol L' utilizadas para o estudo de linearidade para oxidagdo

de SCP nas amostras de bebida estudadas.

Volume de solucio na Concentraciao de SCP Aliquota adicionada (nL)
célula (mL) adicionada (umol L)
9,00 1,0 9,0
9,01 2,0 9,0
9,02 3,0 9,0
9,03 4,0 9,0
9,04 5,0 9,0
9,05 10,0 45,0
9,09 15,0 45,0
9,14 20,0 46,0
9,18 30,0 92,0
9,27 40,0 93,0
9,37 50,0 94,0
9,46 75,0 240,0
9,70 100,0 243.0

Fonte: O autor.
3.3.7 Estudos de otimizacio do volume e da velocidade de injecao (BIA)

Para otimizag@o dos parametros de injegdo, solu¢des preparadas com 1% (v/v) de vodka
e 1 umol L' de SCP foram injetadas (n = 3) no sistema BIA. O efeito da velocidade de injecio
sobre a corrente registrada para a oxida¢do de SCP foi avaliada nos seguintes valores: 28; 43;
57; 75; 100; 153; 193; 257 e 350 uL s™! (valores de inje¢do disponiveis no modelo de pipeta
eletronica utilizado) enquanto o volume injetado foi fixado em 100 pL. A otimizagado do volume
injetado foi realizada mantendo-se a velocidade de injecdo fixada em 100 uL s e os volumes

de injecao avaliados (n = 3) foram: 20; 40; 60; 80; 100; 120; 140 ¢ 160 uL.
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3.3.8 Estudo da faixa linear para SCP nas amostras de bebida utilizando o sistema BIA

Para a avaliagdo da faixa linear da oxida¢do da SCP em cada uma das amostras,
inicialmente foi preparada uma solucio contendo 100 pmol L' de SCP preparada em 1% (v/v)
de cada uma das amostras. Adicionalmente, outra solu¢do foi preparada, contendo apenas 1%
(v/v) de cada uma das amostras em eletrélito de suporte. Aliquotas adequadas de cada umas das
solugodes foram adicionadas aos vials (2 mL) de modo que as solugdes resultantes apresentassem
concentracdes entre 1 € 20 pmol L' de SCP preparada em solugdes contendo 1% (v/v) de cada

uma das amostras. Cada solu¢do contendo SCP no intervalo estudado foi injetada em triplicata.

3.3.9 Quantificacdo de SCP nas amostras de bebidas

A quantificacdo de SCP nas amostras de bebida foi realizada utilizando o método de
adigdo de padrio. As amostras foram inicialmente fortificadas com 100 umol L' de SCP. Cinco
aliquotas de 20 uL das amostras foram transferidas a vials (2 mL), aos quais foram adicionadas
aliquotas de 0; 20; 40; 60 ou 80 pL de solugio padrio contendo SCP 100 pmol L!. Finalmente,
aos vials foram adicionados 1980; 1960; 1940; 1920 ou 1900 pL de eletrolito de suporte. Apds

agitacdo manual, as solugdes resultantes foram injetadas no sistema BIA.

3.3.10 Aplicacao da metodologia a amostras de urina real e sintética

De forma similar ao realizado para as amostras de bebida, amostras de urina real e sintética
foram analisadas no sistema BIA-SWV ap6s diluicao a 10% (v/v) em eletrdlito de suporte para
a realizacdo de todas as etapas experimentais (avalia¢do da faixa linear para oxidacdo de SCP,

repetibilidade, e quantificagao).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes apresentados a seguir serdo divididos em duas partes. Na
primeira, serdao apresentados os estudos realizados para desenvolver o método de determinagao
SCP em amostras de bebidas e urina, empregando um sistema estacionario com deteccao por
voltametria de onda quadrada (SWV). Na segunda parte, serdo apresentados os estudos
relacionados com o desenvolvimento de um método para determinacao de SCP nas amostras

citadas, usando BIA com deteccdo por voltametria de onda quadrada (BIA-SWV).

4.1 Parte 1 - Determinacio de SCP em bebidas e urina empregando

voltametria de onda quadrada

4.1.1 Estudos iniciais do comportamento eletroquimico da SCP por voltametria ciclica

Inicialmente foram realizados estudos por voltametria ciclica, a fim de determinar qual
o melhor eletrolito de suporte para a deteccdo de SCP. Na Figura 6 sdo apresentados os
voltamogramas ciclicos obtidos para solu¢des contendo SCP 500 umol L', em diferentes
eletrolitos de suporte (4cido sulfirico 0,5 e 0,1 mol L™!; tampdo acetato 0,05 mol L - pH 4,7 e
tampdo fosfato 0,1 mol L' - pH 7,2).
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes eletrolitos antes (- - -) e ap6s (==) a adi¢cdo de 500 pmol
L' de SCP: (A) H2S040,5 mol L (==) e 0,1 mol L'! (==); (B) tampao acetato 0,05 mol L' (==) (pH 4,7) € 0,1 mol
L-! tampao fosfato (=) (pH 7,2). Eletrodo de trabalho: BDD anodicamente pré-tratado; velocidade de varredura:
50 mV s’!; incremento de potencial: 5 mV.
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Fonte: O autor.

As respostas voltamétricas observadas em acido sulfurico, Figura 6 (A), apresentaram
pico de oxidagdo intenso em potenciais maiores que 1,5 V (vs. Ag/AgClsay). Nenhum sinal
voltamétrico € observado na varredura inversa, o que pode indicar irreversibilidade do processo
eletroquimico. Apesar do sinal registrado em H2SO4 0,1 mol L' apresentar maiores valores de
corrente em potenciais mais elevados (>1,9 V), a oxida¢do da SCP apresenta perfil voltamétrico
mais definido empregando H>SO4 0,5 mol L. Os sinais voltamétricos observados em tampao
acetato (==) ou fosfato (=), Figura 6 (B) sdo similares aqueles obtidos para as solu¢des dos
eletrolitos sem a adicao da SCP. Dessa forma, o eletrolito escolhido para o desenvolvimento do

trabalho foi H2SO4 0,5 mol L.

Definido o melhor eletrolito de suporte, o efeito do pré-tratamento anddico e catddico
foi investigado para a detec¢do de SCP, uma vez que a superficie do BDD esta diretamente
relacionada a sua resposta eletroquimica, determinando caracteristicas como polaridade,
afinidade eletronica e condutividade (HE et al., 2019; OLIVEIRA; OLIVEIRA-BRETT,
2010a). Na Figura 7 sdo mostrados os voltamogramas obtidos para a oxidag¢ao de 500 pmol L

! de SCP, ap6s os pré-tratamentos anddico e catddico.
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Figura 7. Efeito do pré-tratamento anddico [aplicando +10 mA por 1000 s; (=)] e catddico [aplicando -10 mA
por 1000 s; (==)] nas respostas voltamétricas obtidas para solugdo de H2SO4 0,5 mol L antes (linha tracejada) e
apos (linha continua) a adigdo de 500 pmol L' de SCP. Velocidade de varredura: 50 mV s’!; incremento de

potencial: 5 mV.
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Fonte: O autor.

Comparando os voltamogramas da Figura 7 ¢ possivel notar que a corrente registrada
para oxidagdo da SCP ¢ maior quando o pré-tratamento anddico ¢ empregado, além de ser
obtida uma resposta voltamétrica mais bem definida do que aquela exibida quando o pré-
tratamento catodico € realizado. Além disso, a escolha do pré-tratamento anodico pode ser
justificada em func¢do do potencial de oxidacao elevado apresentado pela SCP (Ep, > 1,6 V vs.
Ag/AgClsay), de modo que a terminagdo superficial rica em H, obtida no pré-tratamento
catodico, seria perdida rapidamente com as sucessivas varreduras na regido anodica durante a

analise.

Ap6s verificar que as respostas voltamétricas com maior sensibilidade foram detectadas
com o pré-tratamento anodico, o efeito do pH do eletrdlito de suporte sobre o perfil voltamétrico
obtido na oxidacdo da SCP foi avaliado. Na Figura 8 sdo apresentados os voltamogramas
ciclicos obtidos para solu¢des contendo SCP 500 pmol L', em solugdo tampdo Britton-
Robinson (BR) com concentragdo 0,12 mol L', em diferentes valores de pH. Além dos
voltamogramas em tampdo BR, o voltamograma registrado em H2SO4 0,5 mol L' também ¢

mostrado.
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Figura 8. (A) Comparacdo entre os voltamogramas ciclicos registrados para solugdes tampao Britton-Robinson
entre pH 2 e 4 ¢ em solugdo de H>SO40,5 mol L. (B) Comparagdo entre os voltamogramas obtidos para solugdes
entre pH 5 e 7. Condigdes experimentais: 500 pmol L' de SCP; velocidade de varredura: 50 mV s™'; incremento

de potencial: 5 mV.
609 (A) 609 (g)
50 - 50

40

ff: 30 f% 30
= - |- - -BrancoBR pH 2
- — -BrancoBR pH 2 ) ——BRpHS
204——BRPpPH2 g,5molL’ 204 BR pH 6
BR pH 3 1——BRpH?7
j0J—BRpH4 . 10 H,50, 0,5 mol L
H,S0, 0,5 mol L
T T T T T T T ! 0 i ) J ) ; ' )
1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 1,00 1,25 1,50 178 2,00

E (V vs. AgiAgCl E (V vs. Ag/AgCI

(sat)) (sat))

Fonte: O autor.

Comparando os voltamogramas da Figura 8 (A) e (B) ¢ notavel que o sinal voltamétrico
mas intenso ¢é detectado utilizando H2SO4 0,5 mol L™! como eletrélito de suporte. Entretanto, os
voltamogramas registrados em tampdes BR de diferentes pHs diferem consideravelmente,
indicando que a oxidacdo de SCP deve envolver a transferéncia de protons e elétrons. As
variagdes detectadas nas correntes de pico (I) e nos potenciais de oxidag¢do (Eox) da SCP nos
diferentes valores de pH avaliados sdo mostradas na Figura 9. Os potenciais de oxidacdo foram
estimados a partir dos valores de potencial nos quais as correntes detectadas para oxidacdo da
SCP apresentavam valores notadamente diferentes daquelas detectadas para as solucdes dos

brancos.
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Figura 9. Variacdo do potencial de oxidag@o (Eox) € da corrente de pico (I,) em funcdo do pH da solugdo BR,

obtidos a partir dos voltamogramas da Figura 8 .
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Fonte: O autor.

A partir da variagao apresentada pelo potencial de oxidagdo da SCP (E;) em fungao do
pH, ¢ possivel determinar o nimero de prétons envolvidos no processo redox em estudo,

utilizando a Equacao (13)(HUYNH; MEYER, 2007):

0,059m ~
E,, =EY — TPH Equacio (13)

Sendo m o nimero de prétons e n o nimero de elétrons envolvidos no processo redox.
O coeficiente angular calculado para a reta apresentada na Figura 9 ¢ -0,047. Relacionando
esse valor a Equac¢ao (13), tem-se que m/n ¢é igual a 0,8. Esse valor indica que o mesmo

numero de protons e elétrons esta envolvido no processo redox.

Em seguida estudos de velocidade de varredura (v) foram realizados no intervalo de 10
a 450 mV s! para obter informagdes adicionais sobre a natureza do transporte de massa que
governa o processo de oxidacdo da SCP sobre o BDD. Os resultados desse estudo sdo

apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Voltamogramas ciclicos obtidos para oxidagdo de 500 umol L' de SCP sobre eletrodo de BDD, apos
pré-tratamento anddico, em diferentes velocidades de varredura. Eletrdlito de suporte: H»SO4 0,5 mol L,

incremento de potencial: 5 mV.
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Fonte: O autor.

A partir dos voltamogramas da Figura 10, foi obtida relagdo linear entre a corrente de
pico de oxidacdo e a raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura 11 (A); r = 0,997), o
que ¢ uma indicagdo de que a oxidacdo da SCP ¢ um processo controlado preferencialmente
por difusdo. Essa indicacdo ¢ refor¢ada pela analise dos dados através de um grafico de log I
vs. log v (Figura 11 (B)) que apresentou inclinacdo de 0,57, o que estd em concordancia com o
valor teorico (0,5) para um processo controlado por difusdo de moléculas organicas (GOSSER,
1994). Adicionalmente, ¢ possivel perceber o surgimento de um pico de oxidagdo proximo a
+1,6 V (vs. Ag/AgClisan) para v > 100 mV s, indicando processo com cinética répida de

transferéncia de elétrons.
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Figura 11. Relagdo entre corrente de pico e velocidade de varredura para voltamogramas ciclicos de SCP 500

umol L sobre BDD em H,SO4 0,5 mol L. (A): I, vs. v'2. (B): log I, vs. log v.
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Fonte: O autor.

Além disso, o numero de elétrons envolvidos na oxidagdo da SCP pode ser calculado a
partir da inclinagdo de E; vs. log v (Figura 12) e usando a Equacao (14) (PLETCHER et al.,

2001), para sistemas irreversiveis com processos difusionais:

AE,  30mV
Alogv  an

Equacao (14)
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Figura 12. Relacdo entre potencial de pico (E;) e o logaritmo da velocidade de varredura (log v) para

voltamogramas ciclicos da Figura 10.

»01.| EP=0,03391 log v + 1,916
" | r =0,957 e
_ | B4
..‘.‘. Vs
o ~
< 2.00- %
% | n /-/ | |
< rd
S 1,99 - L
<L u ,/' n
w rd
> "
S 1.98- P
a e
LIJ ~
1,97 4 L.
| Vg [ ]
1,96 ————————1——1——

log v

Fonte: O autor.

Neste sistema, a inclinac¢ao obtida foi de 0,0339 e o valor calculado para an foi de 0,885.
Geralmente, o ¢ assumido como sendo 0,5 para moléculas orginicas com processos
eletroquimicos irreversiveis (BARD; FAULKNER, 2001; SPEISER, 2004). Assim, o valor
calculado para o nimero de elétrons (n) transferidos na oxidacao da SCP foi igual a 1,77; e

dessa forma, considera-se que 2 elétrons sdo transferidos no processo redox, como proposto por

Santos et al., (2014).

Apos a realizacao dos estudos iniciais por voltametria ciclica, a técnica de voltametria
de onda quadrada foi utilizada para a realizacdo dos testes de varredura para as amostras de

bebidas, a fim de detectar a presenga de SCP nestas amostras.

4.1.2 Estudos de otimizacio dos parametros de voltametria de onda quadrada

Ap6s a elucidacdo do comportamento eletroquimico da SCP sobre o eletrodo de BDD
pré-tratado anodicamente, os parametros da técnica de voltametria de onda quadrada foram
otimizados: (i) incremento de varredura de potencial (AEs), a diferenca de altura entre um
degrau de potencial e o degrau seguinte; (ii) amplitude de aplicacao dos pulsos de potencial (a),

relacionada a altura do pulso de potencial; e (iii) frequéncia (f) de aplicacdo dos pulsos de
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potencial. Para a realiza¢do dos estudos subsequentes, foi empregada solugdo padrdo contendo

100 umol L' de SCP em H2SO04 0,5 mol L.

4.1.2.1 Incremento de varredura de potenciais (AEs)

O incremento de varredura de potenciais foi avaliado no intervalo entre 1 ¢ 10 mV,
mantendo-se fixos os valores de frequéncia e amplitude de aplicacido de pulso em 100 s e 50

mV, respectivamente, como demonstrado na Figura 13.

Figura 13. (A): Voltamogramas obtidos para oxidagdo de 100 pmol L' de SCP em diferentes valores de
incremento de varredura. (B) Relagdo entre a corrente de pico e a variagdo do incremento de varredura. (C) Relagao

I,/W1s vs. AEs. Eletrolito: H2SO4 0,5 mol L. f=100s", a= 50 mV.
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Fonte: O autor.

Avaliando-se os voltamogramas apresentados na Figura 13 (A), ¢ perceptivel o
aumento da corrente de pico com o aumento do incremento de varredura (AEs;) em todo
intervalo estudado. Na Figura 13 (B) sdo observadas duas regidoes com diferentes inclinagdes
sendo a primeira situada entre 1 € 4 mV de incremento de pulso de potencial (r = 0,999), e a
segunda regido estende-se de 4 até¢ 10 mV (r = 0,998). Esse comportamento esta relacionado a
cinética rapida do processo redox, com possivel mudanca nos mecanismos relacionadas a
transferéncia de massa da SCP até a superficie do eletrodo. A relagdo entre I, e a largura de
pico a meia altura (W) foi avaliada (Figura 13 (C)), para verificar se o aumento no AEs
ocasiona alargamento dos picos voltamétricos e, consequentemente, perda de seletividade. Os
resultados da Figura 13 (C) indicam que praticamente ndo ha alargamento de pico, e portanto,

perda de seletividade, com o aumento de AE;. Com base nos resultados obtidos, o valor de 6
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mV foi escolhido para a realizagdo do trabalho, uma vez que foram detectados picos com perfil

gaussiano e com apreciavel corrente de pico.

4.1.2.2 Amplitude dos pulsos de potenciais (@)

Em seguida foi estudada a influéncia da amplitude de aplicagdo dos pulsos de potenciais
na resposta voltamétrica detectada para SCP. A Figura 14 (A) mostra os voltamogramas
obtidos mediante a variacao desse parametro entre 10 e 100 mV, mantendo-se constantes os
valores para frequéncia de aplica¢do de pulsos de potenciais e o incremento de varredura de

potencial.

Figura 14. (A): Voltamogramas de onda quadrada obtidos para SCP, 100 pmol L', em fun¢do da variagdo nos
valores de amplitude de pulso de potencial aplicados. (B): Relagdo entre corrente de pico e amplitude de pulsos.
(O): Relagdo I,/W 2 vs. Amplitude dos pulsos. f =100 s, AEs=2 mV.
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Fonte: O autor.

Avaliando-se os voltamogramas e os graficos das Figura 14 (A) e (B), nota-se que o
aumento da amplitude dos pulsos de potenciais promoveu ganho linear na corrente de pico
detectada na oxidacao da SCP até os valores de 50 mV (r = 0,997), com aumento nas corrente
até 70 mV de amplitude, embora esse aumento ndo seja linear. Para valores maiores que 70
mV, a corrente detectada atinge um patamar e ndo ¢ observado aumento na corrente de pico. O
efeito da amplitude dos pulsos também foi avaliado para a relag@o entre a corrente de pico (I)
e a largura de pico a meia altura (W1,2), de modo a priorizar ndo apenas a intensidade do sinal,
mas também a seletividade. A tendéncia apresentada na Figura 14 (C) ¢ similar aquela

apresentada por I,, mas a linearidade estende-se até amplitudes de pulsos no valor de 60 mV (r
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=0,992), de modo que valores de amplitude dentro desse intervalo ndo ocasionam alargamento

do pico. De acordo com a teoria da SWV, valores de amplitude de 50/n mV sdo ideais para
aplicacdes analiticas (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003; MIRCESKI; KOMORSKY -
LOVRIC; LOVRIC, 2007), e com base nos resultados apresentados na Figura 14, o valor de

50 mV foi o valor escolhido para o desenvolvimento do trabalho.

Ademais, o efeito da variagdo nos valores de amplitude de aplicagdo dos pulsos de
potencial foi avaliado para o potencial de pico detectado para oxidagao da SCP, como mostrado

na Figura 15.

Figura 15. Relagdo entre E, e amplitude de aplicacdo dos pulsos de potencial para os voltamogramas da Figura

14.
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Fonte: O autor.

Observando os dados da Figura 15 ¢ evidente a diminui¢@o dos valores de E, com o
aumento no valor de amplitude, comportamento exibido por sistemas de esfera externa,
governados preferencialmente por processos difusionais e sem complicagdes associadas a
reacdes quimicas acopladas ou adsor¢ao de produtos (LABORDA et al., 2011; MIRCESKI et
al., 2013). Numa reacgdo redox de esfera externa, os reagentes, produtos e intermediarios nao
interagem fortemente com o material do eletrodo e a transferéncia de elétrons ocorre por
tunelamento em pelo menos uma monocamada de solvente, enquanto em uma reagao de esfera

interna ha uma forte interag¢do de reagente ou produto com a superficie do eletrodo. Assim, em
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reacdes heterogéneas de esfera interna, os reagentes, intermedidrios ou os produtos sao

frequentemente adsorvidos a superficie do eletrodo (BARD, 2010).

Contudo, vale ressaltar que, ainda que nao haja uma interacao forte com o eletrodo, uma
reacdo de esfera externa pode depender do material do eletrodo, devido aos efeitos de dupla
camada ou ao efeito da energia e distribui¢do de estados eletronicos no eletrodo (BARD;

FAULKNER, 2001).

4.1.2.3 Frequéncia de aplicacio dos pulsos de potencial (f)

A frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial € um parametro crucial na técnica de
SWV, uma vez que a programagao da quantidade de pulsos de potencial a serem efetuadas em
func¢do do tempo ¢ de fundamental importancia para elucidar aspectos cinéticos e mecanisticos
do processo redox a ser estudado (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003; MIRCESKI,
KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007), assim como o estudo de velocidade de varredura (v)
na voltametria ciclica. Desse modo, para a oxidacdo da SCP, a variacdo da frequéncia de
aplicacio dos pulsos de potencial foi estudada no intervalo entre 10 e 200 s, conforme exibido

nos nas Figura 16 (A) e (B).

Figura 16. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para 100 pmol L' SCP, em diferentes frequéncias de
aplicagdo de pulsos de potencial (B) Relagdo entre potencial de pico e a frequéncia de aplicagdo de pulso. (C) I,

vs. f'2. Eletrélito: HSO4 0,5 mol L'; a = 50 mV, AEs =2 mV.
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Fonte: O autor.

Com base nos resultados expostos na Figura 16 (B) ¢ perceptivel o aumento da corrente

de pico para oxidacao da SCP com o aumento nos valores de f. Contudo, esse aumento nao ¢
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linear em toda a faixa de frequéncia estudada, com duas regides lineares, entre 10 e 60 s! (r
=0,992) e entre 60 e 200 s (r = 0,998). Estudos teodricos desenvolvidos por O’Dea, Ribes e
Osteryoung (1993) revelam que esse comportamento ocorre quando o processo de oxidagdo em
questdo nao ¢ governado exclusivamente pela adsor¢ao da SCP a superficie do eletrodo. Em
contrapartida, como apresentado na Figura 16 (C), a corrente de pico (Ip) apresenta relacao
linear em com a raiz quadrada da frequéncia de aplicagdo dos pulsos de potencial em todo
intervalo estudado (r = 0,999), indicando que a oxidacdo da SCP sobre o BDD ¢ um processo
difusional com cinética governada pelo transporte de massa até a superficie do eletrodo
(O’DEA; RIBES; OSTERYOUNG, 1993). Portanto, com base nos resultados obtidos, tanto os
fenomenos de adsor¢ao quanto difusdo estdo presentes na oxidagdo da SCP sobre o BDD.

A relagdo I,/Wi2 vs. f também foi avaliada, como mostrado na Figura 17 (A), sendo
observadas duas regides lineares (i) 10 e 50 s! (r =0,993) e entre (ii) 50 e 200 s™! (r = 0,997),
de modo que ndo ha efeito de alargamento de pico no intervalo estudado. Outras informagdes
inerentes a0 mecanismo de oxidacdo podem ser obtidas através do estudo da frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial, notadamente, a quantidade de elétrons transferida e a
reversibilidade do processo redox. A fim de obter tais informagdes, ¢ necessario avaliar a

variagao do potencial de pico (Ep) em relacdo a f'e log f, como mostrado nas Figura 17 (B e C).

Figura 17. (A) Relaggo I,/W 1 vs. f- (B e C) Relagdes entre potencial de pico e frequéncia de aplicagdo dos pulsos
de potencial para 100 pmol L' SCP, obtidas a partir dos voltamogramas da Figura 16 (A). (B): E, vs. f, (C): E,
vs. log f.
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Fonte: O autor.

O gréfico da Figura 17 (B) mostra o deslocamento gradual do potencial de pico para
valores mais positivos com o aumento do valor de frequéncia até 75 s™'. De acordo com os

estudos iniciais desenvolvidos por O’Dea, Osteryoung e Osteryoung (1981), tal deslocamento
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¢ apresentado em processos irreversiveis (O’DEA; OSTERYOUNG; OSTERYOUNG, 1981).
J& o coeficiente angular (0,057) da se¢do linear exibida na Figura 17 (C) pode ser usado para
calcular o nimero de elétrons envolvidos na oxidagao da SCP, através da equagao de Lovric,

Equagao (15), aplicada para sistemas com processos redox irreversiveis (DE SOUZA;

MACHADO; AVACA, 2003; MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007):

AE,  2,3RT
Alogf  anF

Equacao (15)

Onde R ¢ a constante universal dos gases (8,314 J K! mol™), T é a temperatura (298,15
K), a ¢ o coeficiente de transferéncia eletronica, n € o nimero de elétrons transferidos e F ¢ a
constante de Faraday (96485,3 C mol™). O valor de an calculado foi 0,964. Assumindo a = 0,5
(BARD; FAULKNER, 2001), o valor obtido para n ¢ 1,93. Portanto, 2 elétrons estdo envolvidos
na oxidagdo da SCP sobre o BDD. Esses resultados estdo em concordancia com aqueles
encontrados por voltametria ciclica e aos obtidos por Santos et al. (2014).

Com base nos resultados apresentados, a frequéncia de 100 s™! foi selecionada para ser
usada nos estudos seguintes, tendo apresentado valores de corrente satisfatorios e perfil

voltamétrico gaussiano para a oxidagao da SCP.

4.1.2.4 Estudos sobre os componentes de corrente e a reversibilidade

Uma das caracteristicas da voltametria de onda quadrada ¢ a obtengao de voltamogramas
independentes para os pulsos no sentido direto e reverso, de modo que a contribui¢do de cada
componente para a corrente resultante pode ser explorada, afim de determinar a reversibilidade
do processo (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003) e investigar comportamento quase-
reversivel dependente da frequéncia (MIRCESKI; KOMORSKY-LOVRIC; LOVRIC, 2007;
O’DEA; OSTERYOUNG, 1993). Assim, o estudo das componentes de corrente nos parametros
otimizados foi realizado a fim de elucidar o comportamento voltamétrico em termos das
contribuig¢des individuais da corrente direta ¢ da corrente reversa. Os resultados deste estudo

sao mostrados na Figura 18, tanto antes quanto depois da corre¢ao da linha base.
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Figura 18. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdo contendo 100 pmol L' de SCP com a separagio
das componentes de corrente direta e reversa antes (A) e depois (B) da correc¢do da linha base. Eletrodo de trabalho:

BDD. Eletrélito: H;SO4 0,5 mol L''; f =100 s"; a =50 mV; AE;= 6 mV.
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Fonte: O autor.

Analisando os voltamogramas da Figura 18 (A) ¢ possivel perceber a desigualdade
entre as contribui¢des advindas das correntes direta e reversa. Apds a aplicacdo da corregdo de
linha base, contudo, ¢ possivel perceber o surgimento de um pequeno pico de oxidagdo, na
varredura reversa, como mostrado na Figura 18 (B). Os voltamogramas teoricos esperados para
o caso de um sistema irreversivel ndo apresentam nenhuma contribui¢do da corrente
proveniente da varredura reversa. O sinal obtido, entretanto, ndo ¢ aquele esperado para o caso
de sistemas que apresentem processos quase-reversiveis (DE SOUZA; MACHADO; AVACA,
2003). A fim de eliminar essa possibilidade, foi estudada a ocorréncia do “méaximo

quasireversivel”, exibido na Figura 19.
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Figura 19. Relagdes entre 1,/fvs. fpara caracterizagdo do maximo quase-reversivel para 100 umol L' SCP, obtidas

a partir dos voltamogramas SWV da Figura 16.
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Fonte: O autor.

Avaliando a tendéncia apresentada pelo grafico da Figura 19, é possivel notar que nao
ha surgimento do méaximo quase-reversivel para a oxidagdo da SCP no intervalo de frequéncia.
Portanto, o pico de oxidagdo obtido na varredura reversa estd relacionado a baixa velocidade
de difusdo da SCP, de modo que, quando o pulso reverso € aplicado, ainda ocorre a oxidagao
de reagentes sobre a superficie do eletrodo, fendmeno conhecido como histerese. Além disso,
como o sinal observado nas varreduras direta e reversa possuem o mesmo sentido, pode-se

afirmar que a oxidacdo da SCP sobre o BDD ocorre de forma irreversivel.

Apos a avaliagdo de todos os parametros voltamétricos e tendo conhecimento do nimero
de prétons e elétrons envolvidos no processo redox, além dos resultados obtidos por Freitas et
al., (2017), para a determinagdo de cocaina, outro alcaloide tropanico, o mecanismo de oxidacao

proposto para a SCP em meio acido, sobre a superficie do BDD ¢ apresentado na Figura 20.
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Figura 20. Mecanismo proposto para oxidagcdo de SCP sobre o BDD em meio 4cido.
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Fonte: O autor.

Como mostrado na Figura 20, o processo de oxidacdo acontece através da transferéncia
de dois elétrons e dois protons, resultando em um ion intermediario iminio, que ap6s hidratagao
e um rearranjo intramolecular, converte-se em produtos de N-dealquilacdo, que correspondem

a uma amina secunddria protonada e formaldeido.

4.1.3 Estudo para detec¢do e quantificacio de SCP nas amostras de bebidas

Como diversas bebidas podem ser utilizadas para a aplicagao do “Boa noite, Cinderela”
¢ necessario que o método desenvolvido seja robusto o suficiente para ser aplicado a amostras
com diferentes composi¢des quimicas, com o minimo possivel de etapas de preparagdo e/ou
pré-tratamento. Dessa forma, foram realizados estudos a fim de determinar a influéncia da
diluicao das amostras na corrente de oxidagdo registrada e as faixas lineares para a quantificagao

de SCP nas seguintes bebidas: cachaca, energético, Skol Beats®, vodka e whisky.

4.1.3.1 Estudo da dilui¢do e faixas lineares de resposta em diferentes amostras de bebidas

ApOs a otimizagdo dos parametros da SWV, a influéncia da diluicao das amostras na

deteccao da SCP foi avaliada, uma vez que a elevada concentragdo de alcool nas amostras de
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cachaca, whisky e vodka pode ser um interferente na detec¢do do analito em questdo. Desse
modo, solugdes com 100 umol L' de SCP, contendo diferentes propor¢des de amostra e
eletrélito de suporte foram preparadas, com composi¢ao variando entre 1% e 20% (v/v) dessas
amostras. A corrente de pico registrada para a oxidagao da SCP em cada uma dessas solugdes

¢ apresentada na Figura 21.

Figura 21. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para solugdo contendo 100 pmol L' de SCP com % de
whisky variando entre 1 ¢ 20% (v/v). (B) Comparagdo entre as correntes de pico registradas para a oxidacdo de
100 umol L' SCP nas amostras de vodka, cachaga e whisky em diluigdes entre 1 € 20% (v/v). Condigdes

experimentais: Similares a Figura 18.
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Fonte: O autor.

Observando os voltamogramas registrados para solugdes contendo diferentes
porcentagens de whisky (Figura 21 A) e os valores de corrente de oxidagdo exibidos na Figura
21 (B) podemos concluir que a corrente de oxidagdo da SCP diminui consideravelmente com o
aumento do percentual da amostra na solucdo (efeito de matriz). O efeito ¢ mais pronunciado
nas amostras de vodka e whisky, nas quais a corrente de oxidag@o corresponde a menos de 50%
da corrente registrada quando a diluicdo de 1% (v/v) é empregada para as mesmas amostras.
Desse modo, a diluicao de 1% (v/v) foi empregada para todas as amostras, para a realiza¢ao das

etapas subsequentes.

Uma vez otimizada a diluicdo das amostras a ser utilizada para a detec¢do de SCP nas
amostras em estudo, o estudo de linearidade foi realizado, como descrito na secdo 3.3.6.
Aliquotas de solugdo contendo 1 mmol L' SCP (preparada em 1% (v/v) das amostras
investigadas, diluidas em eletrélito de suporte), foram adicionadas a célula para avaliar a

linearidade entre concentragdo e corrente de oxidacao detectada para SCP em concentragdes
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entre 1 e 100 pmol L. Os voltamogramas registrados nesses estudo sdo apresentados na Figura

22,

Figura 22. Voltamogramas registrados para solugdes contendo concentragdes crescentes de SCP em solugéo

padrio (A) e em solugdes contendo 1% (v/v) das amostras estudadas: (B) cachaga; (C) energético; (D) Skol Beats®;

(E) vodka e (F) whisky. Condigdes experimentais iguais a Figura 18.
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Com base nos voltamogramas da Figura 22, empregando solugdes com 1% das
amostras, a detec¢do de SCP em baixas concentra¢des (1 pmol L) é possivel, mesmo quando
a amostra possui outro componente eletroativo, como a CAF, presente na amostra de energético,
Figura 22 (C). As curvas de calibracdo para SCP entre 1 ¢ 100 pmol L' (levando em
considera¢do a dilui¢do na célula) na auséncia e presenca de 1% das amostras sdo apresentadas

na Figura 23.
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Figura 23. Faixas lineares obtidas para as correntes de oxidagdo de SCP (1 a 100 umol L") na solugdo padrdo (A)
e nas amostras: (B) cachaca; (C) energético; (D) Skol Beats®; (E) vodka e (F) Whisky; com dilui¢ao de 1% (v/v).
Condicdes experimentais: similares a Figura 18.
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Fonte: O autor.

Com base nos graficos de linearidade mostrados na Figura 23 ¢ notavel que a oxidacdo
da SCP sobre a superficie do BDD ocasiona o surgimento de duas faixas lineares em todas as

solugdes investigadas. A primeira faixa linear compreende valores de concentracdo até 15 pmol
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L', sendo a segunda faixa linear mais extensa, abrangendo os valores de concentracdo de 15 e
100 pmol L' para solu¢des sem e com a presenca de 1% das amostras. Além disso, em fun¢io
da diferenca de composi¢ao entre as amostras estudadas (Tabela 4) fica evidente a diferenca
entre as intensidades de corrente detectadas entre as varreduras para as solugdes sem e com a
presenca de 1% das amostras, ou seja, nota-se o efeito de matriz. Para melhor avaliar a diferenga
de sensibilidade registrada as diferentes solugdes, o primeiro intervalo de linearidade foi

avaliado, como mostrado na Figura 24.

Figura 24. Comparacdo entre as inclinagdes apresentadas pela a corrente de oxidagdo detectada para SCP na
solucdo padrdo e em 1% (v/v) das amostras estudadas.
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Fonte: O autor.

Observando as inclinacdes (sensibilidades) apresentadas na Figura 24 fica evidente que
o efeito matriz ndo esta relacionado apenas a quantidade alcool presente nas bebidas analisadas.
As amostras de cachaga, vodka e whisky possuem quase a mesma graduagao alcoolica (~40 %
v), contudo, as inclinagdes registradas para as 3 amostras sao notavelmente diferentes. As
amostras de vodka e cachaca apresentam inclinagdes mais acentuadas do que aquela calculada
para a solucdo padrdo (sem amostra), ao passo que a intensidade da corrente de oxidagao
detectada na amostra de whisky ¢ bem inferior as demais amostras. As linearidades e as

inclinacdes calculadas para os dados da Figura 23 sao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Faixas lineares (FL) e inclinagdes obtidas para as solugdes sem e com a presenca de 1% das amostras

estudadas.
FL Inclinacao Intercepto
Solucio r
(nmol L) (A L pmol™) (nA)
1-15 0,998 0,647 2,8
Padrao
15-75 0,999 0,224 9,2
1-5 0,992 0,932 1,2
Cachaca
10-75 0,999 0,330 5,8
1-15 0,997 0,598 1,2
Energético
10-75 0,997 0,360 4,6
1-10 0,994 0,721 1,3
Skol Beats®
15-100 0,998 0,292 6,9
1-5 0,999 0,805 -0,02
Vodka
10-100 0,996 0,261 53
1-10 0,999 0,635 -0,04
Whisky
10-100 0,997 0,206 3,8

Fonte: O autor.

4.1.3.2 Estudo da repetibilidade

Apés determinar as faixas lineares entre as correntes de oxidacdo detectadas e
concentragdo de SCP nas amostras de bebida, a precisdo do método proposto foi avaliada em
varreduras sucessivas (n = 10) de solucdes contendo 5 e 10 pmol L' de SCP em solugdes
contendo 1% (v/v) de cada uma das amostras. As correntes detectadas nesse estudo sdo

mostradas na Figura 25.
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Figura 25. Correntes de oxidagao detectadas nas varreduras sucessivas (n=10) para soluc¢des contendo 5 e 10 pmol

L' de SCP em em solugio padrio (A) e em solugdes com 1% (v/v) das amostras em HySO4 0,5 mol L!: (B)

cachaca; (C) energético; (D) Skol Beats®; (E) vodka e (F) whisky; Condigdes experimentais: similares a Figura

18.

I (nA)

I (uA)

I (uA)

124 Solugdo padrao
(A)
104 10 umol L’ DPR = 1,0%
® o o o * & * s e o
84
64 . ] ] u u ] L] n - .
5 ymol L DPR =2,7%
44
2
0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Replicatas
10 -
(C) Energético
8
e ° 1. * s s o .
10 pmol L' * o
6. DPR 3,5%
4 = x " F ®m = 5 g .o
-1
§ pmol L DPR 2,9%
2 -
0 T T v T T T
0 2 4 6 8 10
Replicatas
10 -
(E) Vodka
84
[ ] [ ] °
[ ]
10 pmol L™ M
6 DPR = 4,9%
44 w o, ®= m = g " = = =
5 umol L™ DPR = 3,8%
24
0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10
Replicatas

I (uA)

I (uA)

I {nA)

12 4
(B) Cachaca
10
o Tt e 4 o, e *
-1
ad 10 pmol L DPR = 2,2%
6+ [ ] [ ] [ | L] L] L] . . - -
5 umol L DPR =1.8%
44
2_
T T T T ! y
. 2 4 B 8 10
Replicatas
12
(D) Skol Beats
10
10 pmol L™ DPR 2,8%
8 s * . . b * e
6] n ] . ] - " " " u -
5 ,_LITIDl I_.1 DPR 2,60/0
4
2 4
0 T T i T ; y
0 2 4 ] 8 10
Replicatas
10 4
(F) Whisky
84 L] [ [ . . . d L .
[ ]
10 pmol L™
DPR = 2,1%
6
4_
] n 'l L] L] = [ ] u L -
5 umol L DPR = 2,6%
2
T T ' ! ; y
0 2 4 6 8 10
Replicatas

Fonte: O autor.

As correntes de oxidagdo registradas na Figura 25 apresentam DPR inferiores a 5%

para todas amostras estudadas, mesmo quando outras espécies eletroativas encontram-se
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presentes, como a cafeina presente no energético. Esses resultados demonstram que o método
proposto apresenta precisdo adequada para a deteccdo de SCP nas amostras de bebidas
estudadas, sem etapas prévias de preparo de amostra e sem a necessidade de modificacao da

superficie do eletrodo de trabalho (BDD).

Os parametros analiticos do método SWV para detec¢do de SCP nas amostras de
bebidas empregando o sistema estacionario e utilizando os dados das faixas lineares em

menores valores de concentragao sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Pardmetros analiticos do método SWV proposto para a detecgdo de SCP nas amostras de bebida (n=3).
Parametros analiticos

Inclinagao FL LD LQ DPR
Amostras r
nA L pmol! pmol L' pmol L' pmol L' n=10
Solugio 0,647 0,998 1-15 1,40 4,65 2,7
padrao
Skol Beats® 0,721 0,994 1-10 1,33 4,43 2,8
Energético 0,598 0,997 1-15 1,04 3,47 3,5
Cachaca 0,932 0,992 1-5 0,15 0,51 2,2
Vodka 0,805 0,999 1-5 0,23 0,78 4,9
Whisky 0,635 0,999 1-10 0,21 0,71 2,6

r: coeficiente de correlagdo; FL: faixa linear; LD: limite de detec¢@o; LQ: limite de quantificagdo; DPR: desvio
padrao relativo. Os valores apresentados para as faixas lineares e LD/LQ foram corrigidos para concentragio de

SCP obtida apo6s a diluicdo de 100 vezes. Fonte: O autor.

Finalmente, ap6s a otimizagao de todos os pardmetros experimentais, 0 método proposto

foi aplicado para a quantificacdo de SCP nas amostras de bebida em estudo.

4.1.3.3 Quantificacio de SCP nas amostras de vodka e whisky pelo método da adicao de

padrao

Como ja mostrado na Figura 24 e Tabela 6, o efeito de matriz ¢ evidente mesmo quando
dilui¢do de 1% (v/v) das amostras ¢ utilizada. Uma vez que a construgao de curvas de calibragao
externa que replicassem a composicao de todas as amostras estudadas nao ¢ possivel, o método

de adigdo de padrao foi utilizado na quantificacdo de SCP em todas as amostras estudadas.
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As amostras puras foram fortificadas com 100 pmol L' de SCP de modo que, apds a

dilui¢do em eletrdlito de suporte para 1% (v/v), a concentragdo de SCP na célula foi de 1 pmol

L-!. Os resultados obtidos para as amostras de vodka e whisky sdo mostrados na Figura 26.

Figura 26. Voltamogramas obtidos para varreduras de SWV de solucdes contendo 1% das amostras (v/v)

adulteradas com 100 pmol L' de SCP: (A) Vodka e (B) whisky diluidas 100 vezes em H,SO4 0,5 mol L™! antes (-

--) e apds adigdes sucessivas de 1 pmol L de SCP , com as respectivas curvas de calibragdo de adi¢do de padrio.

Condigdes experimentais: similares as da Figura 18.
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Como pode ser visto pelas curvas de calibracdo de adi¢ao de padrao da Figura 26, a

quantidade de SCP recuperada foi de 87% para a amostra de whisky e 104% para a amostra de

vodka. Os resultados de recuperagdo para as amostras de cachacga, energético e Skol Beats®,

contudo, ficaram acima da quantidade maxima (>120%) preconizada pela ANVISA (2018).

Observando os valores de intercepto no eixo y, na Tabela 6, ¢ possivel notar que para essas
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amostras, valores na ordem de 1,2 pA sao obtidos para a faixa linear em concentragcdes menores,
de modo que a aplicacio do método para a quantificagio de SCP nessas amostras ndo ¢é

satisfatorio.

A adulteracao criminosa de bebidas com SCP para aplicagdo de uma das versoes “Boa
noite, Cinderela” € mais frequente em bebidas alcodlicas, uma vez que esse tipo de bebida € o
mais consumido em bares e boates (ANDERSON; FLYNN; PILGRIM, 2017; DODICH;
SIEDLARZ, 2014). Vale salientar, ainda, que a simples adi¢gdo de SCP a essas amostras ja
configura inten¢do criminosa, € assim, o método SWV desenvolvido para a detecgdo de SCP
nas amostras de bebidas se mostrou eficiente para a realizagdo de varreduras qualitativas, a fim
de verificar a presenga de adulteracdo nas amostras de estudadas, empregando o sistema
estacionario (convencional). Entretanto, a quantificagdo da SCP adicionada a essas bebidas so

foi possivel para as amostras de vodka e whisky.

Contudo, o método proposto também tem como objetivo a quantificacdo da SCP
adicionada a uma variedade maior de bebidas, e ndo apenas whisky e vodka. Portanto, a
possibilidade de aplicagdo do método proposto ao sistema BIA foi avaliada. O efeito de matriz
pode ser minimizado neste tipo de célula (BRETT; BRETT; TUGULEA, 1996a) de modo que

a quantificacdo de SCP nas demais amostras pode ser possivel.

4.2 Parte II - Determinacio de SCP em bebidas e urina empregando o
sistema BIA com detec¢cdo por voltametria de onda quadrada (BIA-
SWYV)

Uma vez que a quantificacdo da SCP em bebidas apresentou limitagdes usando o sistema
estacionario, estudos foram realizados para adaptacdo da analise a um sistema por analise por
injecdo em batelada (BIA). Essa estratégia foi adotada com base nas vantagens inerentes a
técnica: 1) a solugdo amostra permanece em contato com o BDD apenas durante a injecdo e
varredura, de modo que o efeito de memoria (comum em eletrodos so6lidos) ¢ reduzido; ii)
portabilidade, sem necessidade de lavagem do sistema entre uma triagem e outra; iii) alta

sensibilidade, elevada frequéncia analitica e reduzido consumo das amostras (BRETT;
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OLIVEIRA BRETT; MITOSERIU, 1994; QUINTINO; ANGNES, 2004; TORMIN ef al.,
2014b).

O pré-tratamento anddico e os parametros voltamétricos otimizados anteriormente foram
mantidos, de modo que apenas os parametros hidrodinamicos (velocidade e volume de inje¢ao)
foram estudados. Além disso, a amostra de Skol Beats® foi substituida por cerveja e a amostra

de Coca-Cola® também foi analisada.

4.2.1 Otimizac¢io do volume e da velocidade de injecio

Antes de aplicar o método BIA-SWV na determinacdo de SCP nas amostras de bebida
foi necessario o estudo dos pardmetros de inje¢do do sistema BIA. Para a realizacdo desses
estudos foi utilizada uma solugdo contendo vodka (1% v/v) de modo a obter-se o melhor sinal
analitico ja na presenca dos componentes da amostra. Desse modo, os parametros otimizados
jé levariam em conta o efeito de matriz (oriundo da oxida¢do do etanol presente na amostra), a
fim de evitar os problemas enfrentados na aplicacdo do método ao sistema estacionario. Na
otimizagdo da velocidade de inje¢do, o volume foi mantido em 100 pL; na otimizagdo do
volume injetado, a velocidade de injegdo foi mantida constante em 100 pL s™'. Os resultados

desses testes sdo mostrados na Figura 27.

Figura 27. Variacdo da corrente de oxidagao da SCP em fungao da velocidade de inje¢do (A) e do volume injetado
(B). Condigdes: Volume injetado: 100 pL em (A); Velocidade de inje¢do: 100 uL s em (B). Concentragdo de
SCP: 1 umol L' em vodka diluida em HSO4 0,5 mol L' (1% v/v).
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Fonte: O autor.
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Com base nos resultados mostrados na Figura 27 (A) ¢ perceptivel que o aumento na
velocidade de injecao promoveu aumento na corrente de oxidagdo da SCP até valores 250 pL
s Em velocidades superiores ndo houve aumento de corrente registrado. Para os resultados
exibidos na Figura 27 (B), aumento de corrente foi observado até o volume de 120 pL, apds o
qual foi perceptivel o decréscimo da corrente registrada. Assim, os valores de 250 uL s e 120
uL foram escolhidos para velocidade e volume de injecdo para a aplicacdo do método no

sistema BIA, respectivamente.

4.2.2 Triagem de SCP nas amostras de bebida

Utilizando os parametros de inje¢ao do sistema BIA otimizados, o método proposto foi
empregado para a triagem rapida de SCP em amostras de bebida. Nestas analises, as amostras
foram dissolvidas em eletrélito de suporte, de modo a obter-se solugdes nas concentragdes de

1% (v/v), e os voltamogramas obtidos sdo mostrados na Figura 28.
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Figura 28. Varreduras de SWV obtidas para solugdes contendo 1% (v/v) das amostras diluidas em H,SO4 0,5 mol
L' antes (---) e ap0s (=) a adigdo de SCP 6 umol L. Eletrodo de trabalho: BDD; eletrdlito de suporte: H2SO4
0,5mol L!; f =100 s7'; a = 50 mV; AEs = 6 mV; volume injetado: 120 uL; velocidade de injegdo: 250 puL s™!.
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Fonte: O autor.

Como pode ser visto na Figura 28, apesar da composi¢ao quimica variada das amostras
de bebidas selecionadas, um pico voltamétrico com perfil gaussiano (+1,75 V vs. Ag/AgClsar)
foi observado apenas nas solugdes das amostras apés adicio de SCP (6 umol L!). Contudo,
também foi possivel notar que a intensidade de corrente registrada nao ¢ a mesma para todas as

amostras. Para cerveja, a corrente registrada ¢ ~8 pA, enquanto para amostra de vodka, a



99

corrente de pico € de ~13 pA. Estes resultados demonstram que o método BIA-SWYV ¢ seletivo
para a deteccdo de SCP em todas as bebidas testadas, mesmo quando outros compostos
eletroativos estdo presentes. Além disso, vale salientar que a triagem das bebidas foi realizada

com minima preparacao das amostras, dispensando etapas de filtragao.

Para as amostras de Coca-Cola® e energético foi observado um pico de oxidagdo em
+1,45 V (vs. Ag/AgClsar), que pode ser atribuido a CAF, presente em grande quantidade nas
duas amostras. A fim de investigar essa hipdtese foram realizadas adicdes de CAF as amostras,

como mostrado na Figura 29.

Figura 29. Voltamogramas de SWV obtidos para amostras de (A) Coca-Cola® e (B) energético antes (==) € ap0s
(tragos coloridos) a adi¢do de concentragdes crescente CAF (25, 50 € 75 umol L) as solugdes contendo 1% (v/v)

de cada amostra em H,SO4 0,5 mol L. Condigdes experimentais: Similares a Figura 28.
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Fonte: O autor.

Pelos resultados mostrados na Figura 29 (A) e (B), ¢ notavel o aumento do pico
observado em +1,45 V com sucessivas adi¢des de 25, 50 e 75 umol L de CAF as solucdes de
Coca-Cola® e energético, sem o surgimento de picos adicionais ao sinal da amostra,

confirmando que a origem do sinal voltamétrico pode ser atribuido a CAF.

Ap0s a realizagdo da triagem rapida das amostras, estudos adicionais foram realizados
com o intuito de aplicar o método BIA-SWV proposto na quantificagio de SCP nas bebidas
adulteradas. Dessa forma, foram estudadas faixas lineares para relagdo entre a corrente de

oxidacdo e a concentragdo de SCP adicionada a cada uma das amostras em questao.
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4.2.3 Faixas lineares para a SCP em amostras de bebidas usando o sistema BIA-SWV

A faixa linear de concentragdo para a oxidacdo da SCP nas amostras de bebidas
estudadas foi novamente investigada, uma vez que as caracteristicas hidrodindmicas da inje¢ao
no sistema BIA-SWYV afetam a chegada de SCP a superficie do BDD, e consequentemente, a
corrente registrada. De forma semelhante aquela realizada para o estudo de volume e velocidade
de injecdo, a dilui¢do das amostras foi mantida em 1% (v/v) em H2SOs4 0,5 mol L. Os

resultados para esse estudo sao mostrados na Figura 30.
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Figura 30. Faixas lineares obtidas para solu¢des contendo concentracdes crescentes de SCP em amostras diluidas

em HySO4 0,5 mol L' (1% v/v), usando o sistema BIA-SWV. Condi¢des experimentais: Similares a Figura 28.
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Com base nos resultados mostrados na Figura 30, de forma semelhante aquela

observada com o sistema estacionario, a inclinag@o apresentada para a corrente de oxidagao da

SCP ¢ afetada pela composi¢ao das bebidas, e consequentemente, a linearidade exibida difere

significativamente entre as amostras (em decorréncia do efeito de matriz). A amostra de cachaca

(Figura 30 A) apresentou a faixa linear mais extensa (1 — 14 umol L"), enquanto que a amostra
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de energético (Figura 30 D) exibiu faixa linear menor (1 — 6 umol L!). Um dos fatores que
contribuiram para a linearidade menor obtida para essa amostra foi a oxidagdo da CAF, que
ocorre em potencial bem préximo aquele no qual a oxidagao da SCP comeca a ser observado.
Com o aumento na concentragdo de SCP, os picos tornam-se muito proximos, de modo que a
corrente registrada ndo retorna a linha base (apds o pico de CAF), impedindo a obtengdo de
picos com perfil gaussiano para a SCP. Contudo, vale ressaltar que para todas as amostras foi
possivel detectar picos de oxidagao para SCP mesmo em valores de concentracao tdo baixos
quanto 1 umol L', sem nenhum tipo de pré-tratamento da amostra além da dilui¢do de 100

vezes em eletrélito de suporte.

4.2.4 Estudo da repetibilidade na detec¢do de SCP em amostras de bebidas usando o
sistema BIA-SWV

Uma vez otimizados os pardmetros experimentais do método, a repetibilidade do sinal
voltamétrico detectado para a oxidacdo da SCP nas amostras foi avaliada. Na Figura 31 sao
mostrados os resultados obtidos para varreduras sucessivas (n = 10) das solugdes contendo 1%

(v/v) das amostras com diferentes concentragdes de SCP.
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Figura 31. Resultados de varreduras sucessivas (n = 10) usando o sistema BIA-SWYV para solu¢des contendo SCP

em 1% (v/v) para cada amostra em H,SO4 0,5 mol L!. Condi¢des experimentais: Similares a Figura 28.
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Fonte: O autor.

As correntes de pico registradas para a oxida¢do da SCP nas diferentes amostras,
mostradas na Figura 31, exibem valores de desvio padrio relativo (DPR) inferiores a 4,5%,
mesmo quando outros compostos eletroquimicamente ativos estdo presentes nas amostras em

elevada concentragdo, como ocorre com a CAF nas amostras de Coca-Cola® e energético,
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Figura 31 (C) e (D), respectivamente. Os parametros analiticos do método proposto sao

mostrados na Tabela 8.

Tabela 8. Pardmetros analiticos do método BIA-SWV para a deteccdo de SCP nas amostras de bebida (n=3).

Parametros analiticos

Inclinagao FL LD LQ DPR
Amostras r
pA L pmol! pmol L' pmol L' pmolL' n=10
Solugao 1,81 0,992 1-20 0,12 0,39 2,7
padrao
Cerveja 1,49 0,996 1-9 0,14 0,47 3,7
Coca-Cola® 1,67 0,997 1-7 0,13 0,42 4,0
Energético 1,58 0,994 1-6 0,13 0,44 4,0
Cachaca 1,37 0,993 1-14 0,15 0,51 3,4
Vodka 1,97 0,994 1-7 0,18 0,61 3,6
Whisky 1,50 0,995 1-9 0,14 0,46 4,6

r: coeficiente de correlagdo; FL: faixa linear; LD: limite de detecgdo; LQ: limite de quantificagdo; DPR: desvio
padrio relativo. Os valores apresentados para as faixas lineares e LD/LQ foram corrigidos para concentragdo de

SCP obtida ap6s a diluicdo de 100 vezes. Fonte: O autor.

Comparando os resultados obtidos com o sistema estacionario (Tabela 7) e o sistema
BIA-SWYV (Tabela 8), ¢ possivel verificar que o sistema BIA possibilita a obtengao de LDs e
LQs menores para todas as amostras estudadas, fato que pode ser atribuido & combinagdo da
configuragdo wall-jet ¢ da imediata remog¢do das amostras da superficie do BDD apds a
realizagdo da varredura (menor contaminagdo/passivagdo com o tempo), atribuindo maior
sensibilidade ao método. Contudo, comparando os valores de DPR (n = 10) calculados com
para ambos os métodos, menores variagdes foram obtidas no sistema estacionario, uma vez que
o sistema ndo ¢ manipulado pelo operador entre as varreduras, ao passo que no sistema BIA,
pequenas variagdes no momento da injecdo podem ocasionar variagdes na corrente detectada.
Entretanto, vale salientar que ambos os métodos propostos apresentam resultados satisfatorios
para a realizagdo de ensaios qualitativos rapidos, sem a necessidade de qualquer modificagao
ou condicionamento adicional da superficie do BDD ou pré-tratamento da amostra (além da

diluicao no eletrélito de suporte).

Ainda com relagdo aos pardmetros analiticos do método proposto, os valores dos LD

calculados para o método desenvolvido no sistema BIA-SWV (0,18 pmol L) sdo inferiores
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aos LDs dos métodos voltamétricos relatados por Farhadi e Karimpour (2007), utilizando DPV
e eletrodo de Pt (0,2 umol L), e por Santos e colaboradores (2014), empregando BDD como
eletrodo de trabalho e SWV para detec¢do de SCP (0,84 umol L1).

4.2.5 Quantificacio de SCP em amostras de bebidas

Apo6s a determinagdo da faixa linear e da realizacdo do estudo de repetibilidade, o
método BIA-SWYV foi aplicado a quantificagdo de SCP nas amostras de bebidas estudadas. A
Figura 32 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e as respectivas curvas de
recuperagao obtidas para solugdes de amostras dopadas antes e apds adicdo de concentragdes

crescentes de SCP (método de adicao de padrio).



106

Figura 32. Voltamogramas obtidos para injeg¢do de solugdes contendo 1% das amostras (v/v) em H2SO4 0,5 mol

L-! antes (---) e ap6s adigdo de padrido de SCP, com as respectivas curvas de recuperagio. Condi¢des experimentais:

iguais a Figura 28.
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Os estudos de adig¢do e recuperagdao nas amostras apresentaram resultados entre 51% e

113%. Todas as amostras foram dopadas com baixas quantidades (~1 pmol L) de SCP, ¢ o

método BIA-SWV se mostrou eficiente na quantificacdo de pequenas concentragcdes de SCP



107

mesmo nas amostras que apresentam maior teor alcoodlico, como vodka, whisky e cachaga,
quanto nas amostras com CAF em concentrag@o elevada. Os menores valores de recuperagio
foram encontrados para a amostra de cerveja. Diversas amostras de cerveja (diferentes marcas)
foram submetidas ao estudo de adigdo e recuperacdo de SCP, sendo que resultados de
recuperagdo em torno de 50% foram obtidos para todas as amostras. O baixo percetual de
recuperagdo da SCP nessas amostras pode ser atribuida a composi¢do complexa da cerveja. Os

resultados para adigao e recuperacao de SCP nas amostras de bebida sdo mostrados na Tabela

9.

Tabela 9. Resultados obtidos nos estudos de adigdo e recuperagdo para amostras dopadas com SCP usando o

método BIA-SWV (n=3).

Amostra Adicionado Encontrado Recuperado
(umol L) (umol L) (%)

Coca-Cola® 1,50 1,48 £ 0,09 99 +5
Cerveja 1,00 0,51 £0,03 51+3
Energético 1,00 1,13+ 0,01 113+1
Cachaca 1,00 0,87 £0,08 87+8
Vodka 1,00 0,89 + 0,05 89+5
Whisky 1,00 1,08 £ 0,02 108 £2

Fonte: O autor.

4.2.6 Faixas lineares para as amostras de urina real e sintética

Conforme mencionado anteriormente, a ingestdo de quantidades superiores a dose
terapéutica maxima ocasionara o possivel aparecimento do pico de oxidagdo da SCP na urina,
o0 que viabiliza a investigacao sobre a aplicagao do método desenvolvido em amostras de urinas
real e sintética, diluidas 10 vezes em eletrolito de suporte, como mostrado na Figura 33. O
unico pardmetro do método a ser modificado para a inje¢do das amostras de urina no sistema
BIA-SWYV foi a velocidade de inje¢do, sendo realizada a injecdo das amostras na menor

velocidade disponivel para a pipeta utilizada.
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Figura 33. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para amostras de (A) urina sintética e (B) real, antes (---) e
apos oito adi¢des de padrdo de SCP. Condigdes experimentais: Similares a Figura 28, exceto a velocidade de
injegdo, 28 puL s™!. AU: 4cido trico.
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Fonte: O autor.

Com base nos voltamogramas da Figura 33 (A) e (B) ¢ notavel que mesmo empregando
uma composicao mais elaborada para a preparagdo da urina sintética, o voltamograma exibido
por essa amostra apresenta diferencas significativas aquele apresentado pela urina real. As
diferencas mais acentuadas sdo: 1) a intensidade do pico voltamétrico observado em +0,9 V (vs.
Ag/AgClsay), presente nas duas amostras, e i1) a presenca de dois picos voltamétricos entre
+1,25 e +1,6 V (vs. Ag/AgClisay) que ndo sdo observados na amostra de urina sintética.
Contudo, apesar dessas diferencgas, mesmo empregando apenas a diluicdo das amostras em
questdo no eletrélito de suporte [10% (v/v), H2SO4 0,5 mol L] para a injegdo no sistema BIA,
¢ possivel observar que nao ha picos voltamétricos nas amostras em potenciais maiores que
+1,6 V, 0 que possibilita a triagem rapida dessas amostras, uma vez que a adi¢do de SCP em
concentragdes tdo baixas quanto 5 pmol L promove o surgimento de pico voltamétrico na
amostra real, ainda que com intensidade menor do que aquela observada na urina sintética. A
linearidade da relagdo entre a corrente de pico e a concentragdo de SCP adicionada as amostras

de urina ¢ exibida na Figura 34.
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Figura 34. Comparacao entre as inclinagdes obtidas para as correntes de oxidacdo de SCP em amostras de urina

real e sintética (Figura 33).
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Fonte: O autor.

Comparando os dados apresentados na Figura 34, ¢ notavel que a corrente de oxidagao

da SCP apresenta relacdo linear em todo o intervalo de concentracdo estudado nas duas

amostras, ainda que a inclinacdo (sensibilidade) apresentada pela urina sintética tenha sido

maior do que aquela exibida pela amostra de urina real.

O pico voltamétrico que surge em +0,9 V (vs. Ag/AgClsar)) presente nas duas amostras

foi atribuido a oxidagdo do 4cido urico, e de forma similar aquela avaliada para CAF nas

amostras de bebida, o estudo de adi¢do de padrdo foi empregado a fim de investigar essa

hipotese, como mostrado na Figura 35.
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Figura 35. Voltamogramas obtidos para amostra de urina real antes (==) e ap6s a adicdo de concentracdes
crescentes de 4cido trico (15, 30 e 45 umol L) as solugdes contendo 10% (v/v) de amostra em H>SO4 0,5 mol L

!. Condigdes experimentais: Similares a Figura 33.
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Fonte: O autor.

Pelos resultados mostrados na Figura 35, ¢ notavel o aumento do pico observado em
+0,9 V com sucessivas adi¢des de 15, 30 e 45 umol L™ de 4cido trico a solucio de urina real,
sem o surgimento de picos adicionais ao sinal da amostra, de modo que o sinal voltamétrico em

questdo pode ser atribuido a presenc¢a de 4cido Urico nas amostras.

4.2.7 Estudo da repetibilidade na detec¢io de SCP em amostras de urina

Ap0s a determinagdo da faixa linear para detecgdo de SCP em amostras de urina real e
sintética, a repetibilidade do método foi avaliada com 10 inje¢des sucessivas e alternadas de

solugdes contendo SCP nas concentragdes de 20 e 40 umol L!, como mostrado na Figura 36.
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Figura 36. Resultados de varreduras sucessivas usando SWV de solugdes contendo SCP (20 € 40 pmol L!) em
amostras de urina (A) sintética e (B) real, diluidas em H2SO4 0,5 mol L' [10% (v/v)]. Condig¢des experimentais:

Similares a Figura 33.
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Fonte: O autor.

Com base nos dados exibidos na Figura 36, ¢ perceptivel que ndo ha efeito de memoria
ap6s a realizagdo das injegdes sucessivas das solugdes contendo 20 e 40 pmol L' de SCP em
amostras de urina sintética (A) e real (B) diluidas 10 vezes em eletrdlito de suporte. Além disso,
os desvios padroes relativos obtidos na detec¢do de SCP na urina real [Figura 36 (B)] foram
menores que 2,5%, mesmo sem a realiza¢do de etapas prévias de preparo de amostra (além da
dilui¢do) levando em considera¢do a composicao complexa da amostra de urina, e a presenga

de outros compostos eletroquimicamente ativos, como o acido urico.

4.2.8 Triagem de SCP nas amostras de urina

Uma vez confirmada a estabilidade do método na detec¢ao de SCP em amostras de urina
sintética e real, a triagem rapida de amostras de urina real foi avaliada. Para esse teste, foram
utilizadas amostras de urina de 5 voluntarios saudéaveis, coletadas no periodo da manha, e
armazenadas na geladeira, até a realiza¢ao da triagem no sistema BIA. A Figura 37 mostra os
voltamogramas de onda quadrada obtidos para cinco amostras de urina diluidas na propor¢ao

de (1:10) no eletrdlito suporte, antes e apds a adi¢do de SCP 10 pmol L.
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Figura 37. Varreduras de SWV obtidas para solugdes de amostras de urina diluidas 10 vezes (v/v) em H>SO4 0,5
mol L' antes (---) € ap6s (=) a adigio de SCP 10 umol L-'. Condigdes experimentais: Similares a Figura 33.
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Fonte: O autor.

Observando os voltamogramas da Figura 37 ¢ perceptivel que, apesar da composicao
complexa e variada das amostras de urina (BROOKS; KEEVIL, 1997), e da auséncia de pré-
tratamento (somente simples diluicao em eletrélito de suporte), ndo foram observados picos de
oxidagdo na regido potencial acima de +1,6 V (vs. Ag/AgClsay) para as amostras de urina nao-
dopadas (---). Os perfis voltamétricos para as cinco amostras de urina na presenca (==) de 10
pmol L' SCP mostram claramente que o pico voltamétrico em torno de +1,75 V (vs.
Ag/AgCla) foi observado apenas depois que as amostras foram dopadas com SCP. Esses
resultados indicam que a triagem rapida de amostras de urina ¢ possivel usando o protocolo

BIA-SWYV proposto.
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De forma similar aquela empregada para as amostras de bebidas, foram realizadas
tentativas de quantificagdo da SCP nas amostras de urina através de testes de adicdo e
recuperagdo. Contudo, resultados de recuperagdao de 50% foram obtidos para as amostras
avaliadas, o que indica que a presenca de proteinas e outras espécies presentes nas amostras de

urina real interferem diretamente na quantificagdo da SCP adicionada.
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5 CONCLUSOES PARCIAIS

As vantagens da técnica SWV em termos de sensibilidade e rapidez, aliadas ao amplo
intervalo de potencial de trabalho do BDD possibilitaram a detec¢do de SCP adicionada a
amostras de bebidas com diferentes composi¢cdes quimicas, empregando inicialmente, um
sistema estacionario. ApoOs as otimizacdes dos parametros experimentais, o método
desenvolvido apresentou bons resultados em termos de precisdo (DPR < 5%, n = 10) para todas
as amostras estudadas, e se mostrou eficaz como método de varredura qualitativa para a
verificagdo de adulteragdo dessas bebidas com o farmaco em questdo. Contudo, os valores de
recuperagdo da SCP adicionada s6 foram satisfatorios para as amostras de vodka (104%) e

whisky (87%), o que motivou a implementa¢do do método proposto ao sistema BIA.

Com base nos resultados obtidos para o sistema BIA-SWV ¢ possivel afirmar a
aplicabilidade do método proposto para a deteccdo e quantificagdo de SCP nas amostras de
bebida avaliadas (com exce¢do de cerveja), uma vez que os valores de recuperacdo obtidos
ficaram entre (874 8) e (113+ 1)%. O método desenvolvido mostrou-se exato e preciso (DPR
< 5%, n=10) mesmo sem a necessidade de empregar etapas complexas de preparo de amostra
além da diluicdo no eletrolito de suporte. Esses resultados sustentam a portabilidade na
aplicacdo do sistema proposto em situagdes forenses. Além disso, resultados satisfatorios em
termos de recuperacdo da SCP adicionada as amostras de bebidas foram obtidos sem a
necessidade de modificagdo superficial ou a realizagdo de etapas adicionais de

limpeza/condicionamento do BDD.

Com relagao as amostras de urina, a triagem rapida para a detec¢do da presencga de SCP se
mostrou eficaz mesmo em amostras ndo tratadas, com composi¢do variada e na presenca de
outras espécies eletroativas, como 4cido Urico, mediante apenas a diluicdo em eletrolito de

suporte previamente a realizacao das varreduras de potencial.
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SEGUNDA PARTE - DETERMINACAO DE ESCOPOLAMINA
EM AMOSTRAS DE BEBIDAS E URINA EMPEGANDO
ELETROFORESE CAPILAR
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6 OBJETIVOS

Com relagdo aos métodos eletroforéticos desenvolvidos, os objetivos especificos foram:

- Otimizar as condi¢des experimentais (composi¢cdo do BGE, pH, tempo de injecao e potencial

de separagao) para deteccdo de SCP nas amostras de bebidas;

- Triagem e quantificacdo da SCP em amostras de bebidas com composi¢do variada: cachaca,

cerveja, refrigerante, energético, Skol Beats®, suco, vodka e whisky.

- Comparagdo entre os eletroferogramas obtidos para amostras de bebidas dopadas usando

padrdo de SCP e o farmaco Buscopan®.

- Otimizar as condi¢des experimentais (composicdo do BGE, pH e tempo de inje¢do) para

deteccdo de SCP nas amostras de urina;

- Triagem e quantificacdo da SCP em amostras de urina real.
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7 MATERIAS E METODOS

7.1 Solucoes, reagentes e preparaciao das amostras

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas com &agua deionizada (resistividade
superior a 18 MQ cm) obtida de sistema de purificagdo Direct-Q (Millipore). Todos os
reagentes utilizados apresentavam pureza analitica e foram usados sem purificacdo prévia. Na

Tabela 10 sao listados os reagentes usados neste estudo com sua respectiva procedéncia.

Tabela 10. Reagentes utilizados no presente trabalho e suas respectivas procedéncias.

Reagente Foérmula quimica Origem Pureza (%)
Acido bérico H3;BO:s Panreac 99,8
Brometo de
escopolamina (SCP) C17H22NO4Br.3H,0O Fagron 99,5
triiddratado
CHES CsH17NOsS Sigma 99
DMX C11H120s5 Sigma 99
Hidroxido de sodio NaOH Panreac 98
Histidina CeHoN3O2 Vetec 98,5
Sulfato de litio LiSO4 Vetec 99,0

Fonte: O autor.

Para a preparagao das solugdes estoque de SCP e de sulfato de litio (padrao interno), a
quantidade adequada de cada sal foi dissolvida em dgua deionizada, obtendo solugdes estoque
com concentragdo de 10 mmol L. Posteriormente, as solugdes padrio foram preparadas
diluindo aliquotas da solug¢do estoque em agua deionizada, para a realizacdo das analises

eletroforéticas.

O preparo das solugdes utilizadas como BGE também foi realizada mediante a diluicao
dos reagentes em agua, seguido de agitagdo ultrassonica por 2 minutos, para promover completa
dissolugdo dos componentes em agua. Apds a dissolucao, o ajuste do pH da solugao até o valor

desejado foi realizado com adic3o de aliquotas de solugiio contendo NaOH 1,0 mol L.
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7.1.1 Preparo das amostras de bebida

Todas as solugdes utilizadas nos métodos eletroforéticos foram preparas apenas por
diluicao em agua ultrapura. As amostras de bebidas analisadas por CE foram diluidas 10 vezes
(10% v/v). Para a comparagdo dos eletroferogramas empregando o padrdo de SCP e a
formula¢do farmacéutica Buscopan®, dez comprimidos do medicamento foram macerados
(massa total: 1,476 g) e a quantidade adequada foi adicionada & 1 mL de vodka pura, obtendo
uma amostra dopada com 1 mmol L™ de SCP. Posteriormente, aliquotas dessa solu¢do foram
utilizadas para obter amostras dopadas com 500 e 200 umol L' de SCP. O mesmo
procedimento foi adotado para a comparagao dos resultados envolvendo a mistura de amostras
composta por vodka e energético (1:1) e na quantificagdo de SCP nas amostras adulteradas com

o Buscopan®.

Além de SCP, o medicamento ainda possui os seguintes excipientes: fosfato de calcio
dibasico, amido de milho, didxido de silicio, acido tartarico, acido estearico, povidona,
sacarose, talco, goma ardbica, didxido de titdnio, macrogol, cera de carnatba, cera branca de

abelha, alcool etilico e agua purificada.

7.1.2 Preparo das amostras de urina

A coleta e armazenamento das amostras de urina real utilizadas no trabalho foi realizada
conforme descrito na se¢ao 3.1.2. As amostras de urina foram diluidas entre 10 e 2 vezes (10%
a 50% v/v) para a realizagdo do screening e quantificacdo de SCP, sem nenhuma etapa de pré-
tratamento. O padrdo interno (Li") s6 foi utilizado para a quantificagdo envolvendo a curva de

calibracdo.
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7.2 Instrumentacao

7.2.1 Eletroforese capilar

Nas analises por eletroforese capilar (CE) foi utilizado um equipamento com detecgao
condutométrica sem contato (C*D) construido no laboratério do Prof. Claudimir Lucio do Lago
do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (IQ-USP)(FRACASSI DA SILVA; DO
LAGO, 1998; FRANCISCO; DO LAGO, 2009). O equipamento ¢ composto por dois detectores
condutométricos sem contato acoplados capacitivamente, de alta resolugdo, localizados a 10
cm das extremidades do capilar, dois reservatorios com capacidade para 1,5 mL, uma fonte de
alta tensdo bipolar com capacidade maxima de 30 kV (Spellman Power Supply, Hauppauge,
NY, EUA) e um sistema de controle de temperatura. O equipamento usado nos trabalhos
realizados e o esquema de funcionamento do sistema de CE sdo apresentados nas Figura 38 e

39.

Figura 38. Instrumento de CE utilizado no presente trabalho.

Detector
2

Fonte: RIBEIRO, 2017.
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Figura 39. Representacdo do sistema CE utilizado no presente trabalho.
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Fonte: Adaptado de CUNHA, 2017.

Diariamente, antes do inicio dos experimentos, o capilar foi pré-condicionado com a
passagem de solu¢do de 0,1 mol L™! de NaOH durante 10 minutos, seguido por 4gua deionizada,
pelo mesmo periodo de tempo e finalmente preenchido com o BGE de trabalho, também por
10 minutos. Ao final de cada dia de trabalho, o capilar era novamente lavado com a passagem
de solucdo de NaOH e posteriormente com agua deionizada, por 5 minutos cada. Todas as
etapas de pré-condicionamento e limpeza do capilar eram realizadas através da aplicacao de
pressao de 25 KPa no reservatéorio no lado do anodo. Um programa de computador
desenvolvido em ambiente LabView 8 (National Instruments, Austin, TX, EUA) ¢ responséavel

pelo controle do equipamento e aquisi¢ao dos dados.

Os detectores C*D utilizados no trabalho nio possuem partes moveis, como
potencidmetros e conectores, tornando-os compactos e robustos. Um oscilador, operando na
frequéncia de 1,1 MHz foi otimizado para uso de capilares com diametro interno no intervalo
de 20 até 100 um. O sinal do oscilador € do tipo senoidal e sua amplitude ¢ fixada no valor de
4 Vp-p.

A injegao das solucdes foi realizada de modo hidrodinamico, mediante a aplicacao de
pressdo fixa (25 kPa) por um tempo determinado no reservatorio a direita do equipamento
(anodo). Em seguida, foi aplicada a diferenca de potencial entre os eletrodos de platina imersos
no BGE dos dois reservatorios para a separacao das espécies das solu¢des amostra ou padrao.

O capilar de silica fundida (Agilent, Folsom, CA, EUA) utilizado em todos os experimentos
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tinha 50 cm de comprimento, 50 pum de didmetro interno e 375 pm de didmetro externo. Nestas
condi¢cdes, os comprimentos efetivos da coluna capilar para o primeiro e segundo detectores

foram 10 e 40 cm, respectivamente.

7.3 Procedimento Experimental

Os estudos de otimizagdo dos pardmetros experimentais da técnica de CE, descritos a
seguir, foram realizados de forma univariada, ¢ definidos com base na maior intensidade de
pico registrada para inje¢des de solugdo contendo 100 umol L' de SCP, para as amostras de

bebida e 50 umol L' de SCP para as amostras de urina.

7.3.1 Escolha do BGE

Para a determinagao de SCP adicionada as bebidas, foram avaliados BGEs contendo (i)
50 mmol L' de CHES / 15 mmol L' de NaOH; (ii) 20 mmol L' de H3BO3 / 10 mmol L' de
NaOH e (iii) 20 mmol L' de HIS / 8 mmol L' de NaOH, todos ajustados para pH = 9,1.

Para a realizagdo das anélises de SCP em urina, foram avaliados os BGEs com a seguinte
composi¢io: (i) 10 mmol L' de HIS / 6,5 mmol L' de NaOH, pH = 9,5; (ii) 10 mmol L' de
CHES / 6,5 mmol L' de NaOH, pH = 9,5 e (iii) 20 mmol L' de HIS / 10 mmol L' de DMX /
15 mmol L! de NaOH, pH = 9,0.

7.3.2 Estudo da composi¢io do BGE

Para o estudo da composi¢do do BGE formado por HIS e NaOH, foram preparadas
solugdes contendo 10, 20 e 30 mmol L' de HIS, ajustadas com NaOH para pH = 9,1. Para os
estudos do pH de BGE, solugdes contendo 10 mmol L™ de HIS foram ajustadas com NaOH
para pHs nos valores de §,3; 8,7; 9,1; 9,5 ¢ 10,0.

Na determinacdo de SCP nas amostras de urina, uma vez que a linha base apresentada
pelo BGE composto por HIS/DMX/NaOH apresentou melhor estabilidade do que aquela obtida
para os demais BGEs, as concentra¢des de HIS/DMX foram estudadas em 20/10 mmol L, e

30/15 mmol L', e 50/25 mmol L™, respectivamente. Posteriormente, para os estudos do pH de
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BGE, solugdes contendo 20 mmol L' de HIS e 10 mmol L' de DMX foram ajustadas com
NaOH para pHs nos valores de 6,0; 7,0; 8,0 ¢ 9,0.

7.3.3 Estudo da otimizacdo do tempo de injecdo e do potencial de separacao

Na otimizagao do tempo de inje¢do foram realizados experimentos nos quais o plug de
amostra era inserido no capilar ap6s injecao hidrodindmica com duragdo variando entre 0,5 e
2,0s. O estudo de potencial de separagao foi realizado aplicando-se valores entre +15 ¢ +30 kV
no lado da inje¢io. Ambos os estudos foram realizados utilizando como BGE 10 mmol L de

HIS / 6,5 mmol L! de NaOH (pH 9,5).

Para a detec¢do de SCP nas amostras de urina, o tempo de inje¢do (hidrodinamica) foi
avaliado no intervalo de 1,0 a 4,0 s. O potencial de separacao de 25 kV foi utilizado para todos

os estudos envolvendo as amostras de urina.

7.3.4 Estudo da diluicio para as amostras de urina

Solugdes contendo 50 umol L™ de SCP foram preparadas com porcentagens crescentes
de urina em sua composi¢ao, nos valores de 10; 20; 30; 40 e 50% (v/v). Desse modo, aliquotas
de 100; 200; 300; 400 e 500 nL de amostra foram diluidas em 850; 750; 650; 550 e 450 uL de
dgua. Em seguida, aliquotas de 50 pL da solugdo de 1000 umol L' de SCP foram adicionadas

aos vials.

7.3.5 Estudo da repetibilidade

O estudo de repetibilidade intra-dia foi realizado nas condi¢des otimizadas, através de
medidas inje¢des consecutivas (n = 10) de 100 umol L' de SCP em solugdo padrio e nas
solucdes contendo 10% (v/v) das amostras de vodka e energético. O estudo de repetibilidade
interdias foi realizado através de inje¢des (n = 3) de solucdo padrio 100 pmol L' de SCP em 3

dias diferentes.

Para o método de deteccdo de SCP nas amostras de urina, os estudos de repetibilidade
intra-dia foram avaliados para inje¢des consecutivas (n = 10) de 15, 50 e 150 umol L' de SCP

em solugdo padrio, contendo 100 pmol L' de Li como padrio interno (PI) e em solugdes
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contendo 30% (v/v) de urina, também nas condi¢des experimentais otimizadas. O estudo de
repetibilidade interdias foi realizado através de inje¢des (n = 3) de solugdes contendo 50 umol

L' de SCP, preparada em 10% de urina (v/v), em 3 dias diferentes.

7.3.6 Estudo da faixa linear

Neste estudo, solugdes padrdo contendo concentragdes crescentes de SCP foram

injetadas e as médias das areas registradas foram plotadas em fun¢do da concentragao.

Nas amostras de bebidas e urina, os intervalos de concentracdo estudados foram de 25
a 2000 umol L' e 10 a 200 umol L' de SCP, respectivamente. Para o método envolvendo
detecgdo de SCP na urina, a faixa linear para a resposta do detector também foi avaliada
empregando solugdo contendo 30% de urina (v/v), sendo estudado o mesmo intervalo de

concentracao.

7.3.7 Aplicacdo da metodologia proposta as amostras de bebida e urina

As respectivas curvas de calibragcdo foram construidas levando em consideragdo a faixa
linear de resposta e a quantidade de SCP em situagdo real de aplicagdo do “Boa noite Cinderela”
(CORALLO; WHITFIELD; WU, 2009; DEFRATES et al., 2005; SAIZ et al., 2013) , tanto
para as amostras de bebida, quanto de urina. As inje¢des das solugdes padrao foram realizadas
em triplicata, e a equacdo da curva de calibragdo obtida foi utilizada para quantificar a SCP
adicionada as amostras. A inclinagdo da curva de calibracdo (sensibilidade) e o desvio padrao
do intercepto foram utilizados para o célculo do LD e do LQ, como recomendado pelo

INMETRO, (2018).

7.3.8 Estudos de comparacio entre amostras fortificadas com o padrio e com o

medicamento contendo SCP

Para a fortificagdo das amostras de bebida utilizando o medicamento, 10 comprimidos
contendo 6,89 mg de SCP cada foram pesados (massa total: 1,476 g), finamente macerados e
homogeneizados. Em seguida, 0,771 g do macerado resultante foram adicionados a 1 mL de

vodka pura, sendo obtida uma solugio de 1 mmol L™! de SCP (conforme bula do medicamento).
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Posteriormente, aliquotas de 500 e 100 uL dessa solu¢do foram diluidas em 0,5 ¢ 0,9 mL de

vodka pura, respectivamente, para a realizagdo dos experimentos.

7.3.9 Quantificacio de SCP na urina pelo método da adicao de padrao

A quantificacdo de SCP nas amostras de urina também foi realizada utilizando o método
da adi¢do de padrdo. Para isso, antes da diluicdo em agua, diferentes amostras de urina foram

fortificadas com diferentes concentragoes de SCP.

As amostras de urina foram fortificadas previamente a dilui¢do em 4gua para a realizacao
das analises, sendo posteriormente preparadas solugdes de 1 mL para cada um dos niveis de
fortificacdo, bem como da solu¢do do branco. A amostra 1 foi fortificada com 100 umol L, e
analisada apos dilui¢cdo a 30% (v/v) em agua. As amostras 2; 3; e 4 foram fortificadas com 150,

200 e 300 umol L', sendo analisadas ap6s dilui¢io a 10% (v/v) em dgua.

As aliquotas foram adicionadas a partir de uma solug¢do padrao de SCP com concentracdo
de 1,0 mmol L. Aliquotas de 15 uL foram adicionadas as solu¢des das solu¢des preparadas a
partir da amostra 1. Para as amostras 2 e 4, o volume das aliquotas da solugdo padrao
adicionadas a solucdo foi de 25 pL. Finalmente, para amostra 3 foram utilizadas adi¢des de

aliquotas de 30 pL.

Uma vez que amostras de urinas diferentes e com diferentes dilui¢des foram analisadas, o

capilar foi submetido a limpeza com BGE por 45 segundos entre as analises das amostras.
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8 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados e discussdes apresentados a seguir serdo divididos em duas partes. Na
primeira parte serdo apresentados os estudos realizados para o desenvolvimento de um método
de determinagdo SCP em amostras de bebidas. Posteriormente, serdo apresentados os estudos
relacionados com o desenvolvimento de um método para determinagao de SCP em amostras de

urina real, empregando CE-C*D.

8.1 Parte I - Determinacio de SCP em bebidas empregando eletroforese

capilar com detec¢iio condutométrica sem contato (CE-C*D)

A deteccdo de SCP proveniente de infusdo herbal em quatro amostras de bebidas
alcodlicas (gim, rum, vodka e whisky, diluidas 5 vezes) utilizando eletroforese capilar com
detec¢do condutométrica sem contato ja foi realizada por Sdiz et. al. (2013). No método
desenvolvido, a SCP foi detectada em aproximadamente 3,5 minutos e a repetibilidade somente
era mantida se o capilar fosse submetido a uma limpeza (“flush”) por 4 minutos entre as analises
das amostras. Além disso, a possibilidade de quantificagdo de SCP nas amostras ndo foi
mostrada, de modo que o método em questao foi empregado de forma a realizar somente a

triagem das amostras para verificar a presenga/auséncia da SCP.

Tendo em vista algumas limitacdes do trabalho supracitado e apds o desenvolvimento do
trabalho envolvendo a detec¢dao voltamétrica de SCP em bebidas e urina, esfor¢os foram
realizados a fim de desenvolver um método usando o sistema CE-C*D. Reducdo do tempo de
analise, maior robustez e a possibilidade de quantificagdo num maior nimero de amostras foram

os principais focos deste novo estudo.
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8.1.1 Escolha do BGE para a determinagio de SCP por CE-C*D em bebidas

Inicialmente, estudos foram efetuados a fim de determinar o melhor BGE para a
realizagdo das analises, levando em consideragdo o formato do pico e a
sensibilidade/detectabilidade obtida, tanto em solugao padrao como em solugdes contendo 10%
(v/v) das bebidas estudadas. O valor tedrico do pKa para a SCP encontrado no site do
Chemicalize (6,9) ndo condiz com o valor verificado experimentalmente (CUNHA, 2017).
Assim, o pH dos BGE’s escolhidos para realizagcdo desse estudo foram ajustados levando em
considera¢do o valor de 10,2 para o pKa da SCP. A SCP ¢ uma base fraca e, portanto, apresenta
carga liquida positiva (cation) em solu¢des aquosas com pH < a seu valor de pKa. A Figura 40
apresenta os eletroferogramas obtidos empregando CHES e NaOH como BGE, nas

concentragdes de 50 e 15 mmol L, respectivamente.

Figura 40. Eletroferogramas de solugdo padrao e amostras (diluidas 10x) contendo 100 umol L' de SCP. BGE:
50 mmol L' de CHES ajustado com NaOH 15 mmol L' (pH = 9,1). Inje¢do hidrodindmica: 25 KPa por 1 s;
Potencial de separagdo: +25 kV (lado da injecdo); comprimento total e efetivo do capilar: 50 ¢ 10 cm,

respectivamente; EOF: normal.
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Fonte: O autor.

Os eletroferogramas apresentados na Figura 40 para as amostras de vodka, whisky e

cachaca apresentam perfil semelhante aquele obtido para injecdo da solugdo padrdo. Contudo,



127

para as amostras de cerveja e energético, o pico esperado pra SCP (tempo de migragdo de 28 s)
ndo foi detectado. Desse modo, outro BGE foi estudado, composto por H;BO3/NaOH e os

eletroferogramas obtidos sdo mostrados na Figura 41.

Figura 41. Eletroferogramas de solugdo padrdo e amostras (diluidas 10x) contendo 100 umol L' de SCP. BGE:
20 mmol L' de borato pH ajustado com NaOH 10 mmol L' (pH = 9,1). Condigdes experimentais: Similares a

Figura 40.
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Fonte: O autor.

Os eletroferogramas obtidos para as amostras de vodka, cachaca e whisky apresentam
resultados similares a solu¢io padrdo de SCP (100 pmol L") quando o tampdo borato foi usado
como BGE (Figura 41). Contudo, no eletroferograma registrado para amostra de cerveja ha
uma elevagao da linha de base ap6s a detecgdao de um pico positivo com tempo de migragao (tm
= 16 s), o que promove diminui¢do do pico registrado para SCP. Adicionalmente o
eletroferograma registrado para a amostra de energético apresenta pico de sistema com tempo
de migracdo (tm = 22 s) proximo ao apresentado pela SCP (tm = 24 s). Dessa forma, um novo
BGE foi testado a fim de obter linha base estavel para todas as amostras e também maior
detectabilidade no sinal registrado pra a SCP. O novo BGE testado era composto por 20 mmol
L! de histidina com pH ajustado 9,1 com 8 mmol L' de NaOH. Os eletroferogramas obtidos

neste estudo sdo mostrados na Figura 42.
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Figura 42. Eletroferogramas de solugdo padrdo e amostras (diluidas 10x) contendo 100 umol L' de SCP. BGE:

20 mmol L' de HIS ajustado com NaOH 8 mmol L' (pH = 9,1). Condi¢des experimentais: Similares a Figura 40.
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Fonte: O autor.

Com base nos eletroferogramas da Figura 42 ¢ razodvel afirmar que o BGE composto

por HIS/NaOH promove maior detectabilidade para a SCP se comparado aos anteriormente

testados. As linhas bases obtidas para todas as amostras sdo notavelmente estaveis, com pouco

ruido e com o pico da SCP apresentando detectabilidade maior do que a observada para o

tampao borato (Figura 41). Uma vez que o BGE se mostrou adequado para a realizagdo do

método aqui desenvolvido, a triagem para as amostras de bebidas foi investigada, como exibido

na Figura 43.
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Figura 43. Eletroferogramas de solug@o padrdo e amostras (diluidas 10x) antes (---) e depois (==) da adicdo de

100 umol Lt de SCP. Condigdes experimentais: Similares & Figura 42.

Fonte: O autor.

Observando os eletroferogramas exibidos na Figura 43 ¢ perceptivel que na auséncia
de SCP, as solugdes de bebidas diluidas 10 vezes ndo apresentam picos com condutividade
inferior a do BGE (além do EOF). Apds a adicdo de SCP as amostras, quer elas contenham
alcool ou ndo, € notavel o surgimento de um pico negativo (condutividade inferior ao BGE),
como apresentado pela solucdo padrdo, com tempo de migragdo de ~25 s. Logo, podemos
concluir que € possivel realizar a triagem de todas as amostras estudadas para verificar a

presenca de SCP empregando o BGE composto por HIS/NaOH (pH = 9,1).

Tendo em vista ainda que, em situagdes reais, as amostras podem encontrar-se
misturadas, um teste foi realizado a fim de comparar o sinal obtido para o padrao contendo SCP

100 umol L' e misturas de bebidas (1:1), diluidas 10 vezes, como mostra a Figura 44.
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Figura 44. Eletroferogramas obtidos para inje¢des de solugdes contendo SCP 100 umol L'! em diferentes misturas
de amostras, na proporgdo 1:1 (e posteriormente diluidas para 10% v/v em agua). (A) solucdo padrao; (B) whisky

+ energético; (C) vodka + energético e (D) vodka + Coca-cola®. Condigoes experimentais: Similares a Figura 42.
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Fonte: O autor.

De forma similiar ao que foi observado para os eletroferogramas das amostras
analisadas individualmente (Figura 43), os eletroferogramas exibidos na Figura 44,
demonstram que a triagem de SCP também pode ser realizada quando amostras (alcodlicas e
ndo alcdolicas) encontram-se misturadas. A escolha dessas combinagdes de bebidas deveu-se
ao fato de serem misturas comumente consumidas em casas noturnas ¢ bares (FERREIRA;

MELLO; FORMIGONI, 2005).

Apos a defini¢do dos reagentes a serem usados na composi¢ao do BGE (HIS + NaOH)
para o desenvolvimento do presente método, estudos de otimizagdo foram realizados para
definir o valor de pH e a concentracdo de HIS a ser utilizada. Primeiramente, a concentragao de
HIS foi investigada, mantendo-se constante o valor do pH do BGE em 9,1 (otimizagao

univariada). Os resultados obtidos sao mostrados na Figura 45.
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Figura 45. Eletroferogramas de solugdo padrdo contendo 100 umol L' de SCP para diferentes concentragdes de
HIS (10; 20 € 30 mmol L') no BGE € com o pH ajustado em 9,1 com adigdo de NaOH . Condigdes experimentais:

conforme descrito na Figura 42.
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Fonte: O autor.

Analisando os eletroferogramas da Figura 45 ¢ possivel observar que o BGE composto
por 10 mmol L' de HIS com pH ajustado em 9,1 com NaOH apresentou maior detectabilidade.
Na passagem do “plug” de solucdo contendo SCP pelo sistema C*D ocorre acentuada
diminui¢ao da condutividade registrada pelo detector, de modo que o pico registrado para 100
umol L' de SCP apresenta intensidade de sinal bem maior do que o observado para
concentragdes mais elevadas de HIS. Dessa maneira, visando obter eletroferogramas com maior
detectabilidade para SCP, o BGE contendo 10 mmol L' de HIS foi selecionado para as etapas

subsequentes do desenvolvimento do trabalho.

Em seguida, o pH do BGE foi variado entre 8,3 até¢ 10,0 mediante adi¢do de NaOH a
solugdo contendo HIS 10 mmol L. Essa faixa de pH foi selecionada por duas razdes: (i)
capacidade tamponante do BGE em funcao dos pKas da HIS (2,01; 6,04; 9,33) e; (ii) maior
velocidade de anélise, uma vez que a velocidade do fluxo eletrosmotico (EOF) ¢ maxima na
regido de pH entre 7,5 e 10 (capilar de silica fundida). Nesta condi¢do, o tempo de migracao de
cations ¢ definido pela soma das velocidades eletroforética e eletrosmotica. Os resultados desse

estudo sao mostrados na Figura 46.
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Figura 46. Estudo do pH do BGE empregando 100 pmol L de solugdo padrdo de SCP. BGE: 10 mmol L' HIS

+ NaOH (variando o pH de 8,3 - 10). Condigdes experimentais: conforme descrito na Figura 42.
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Fonte: O autor.

Os resultados mostrados na Figura 46 indicam que o efeito do pH nao altera o tempo
de migracdo da SCP. A diminuicdo da velocidade eletroforética da SCP deveria ocorrer em
solugdes com pH proximo a seu pKa (10,2). No entanto, a diminui¢do da velocidade aparente
da SCP nio foi observada, provavelmente, devido a velocidade do EOF ser muito superior a
velocidade eletroforética da SCP. As mudancas na detectabilidade e na largura do pico sdo
provenientes do aumento da concentragdo de sodio no BGE, que eleva a
condutividade/mobilidade do BGE. Com o aumento na diferenca de mobilidade entre o analito
e 0 BGE, o pico obtido para a SCP torna-se mais intenso, e mais bem definido, de modo que o
valor de pH de 9,5 foi escolhido para as etapas seguintes do trabalho. A capacidade tamponante

da HIS também ¢ adequado neste pH (pKanis = 9,33).

8.1.2 Otimizacao do tempo de injecio e do potencial de separacio

Apo6s a otimizacdo da composi¢ao do BGE, os parametros experimentais de tempo de
injegdo (0,5 a 2,0 s) e potencial de separacdo (15 a 30 kV) foram estudados. Os resultados

obtidos no estudo do tempo de inje¢do sdo mostrados na Figura 47.
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Figura 47. Estudo do tempo de injegdo utilizando 100 pmol L de solugdo padrio de SCP. BGE: 10 mmol L'
HIS + 6,5 mmol L' NaOH (pH = 9,5). Inje¢do hidrodindmica: 25 kPa variando de 0,5 — 2,0 s; potencial de

separacdo: +25 kV (lado da inje¢do); comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF:

normal.
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Fonte: O autor.

Tempos de inje¢@o crescentes promoveram, como esperado, aumento na area do pico da
SCP, uma vez que maiores quantidades de amostra sdo injetadas no capilar, como mostrado na
Figura 47. A realizagdo das andlises (qualitativas e quantitativas) poderia ser realizada
utilizando todos os tempos de inje¢dao estudados. O tempo de injecdo de 1,25 s foi escolhido

para os estudos posteriores.

Os resultados obtidos no estudo do potencial de separagdo sao mostrados na Figura 48.
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Figura 48. Estudo do potencial de separagdo utilizando 100 pmol L' de solugdo padrdo de SCP. BGE: 10 mmol
L' HIS + 6,5 mmol L' NaOH (pH = 9,5). Injecdo hidrodindmica: 25 KPa por 1,25 s; potencial de separacio
variando de +15 - 30 kV (lado da inje¢do); comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente;

EOF: normal.
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Fonte: O autor.

Os resultados da Figura 48 demonstram que, como esperado, potenciais de separacao
mais elevados aumentam a velocidade de migracdo da SCP. Aplicando-se +15 kV, o tempo de
migrac¢ao para SCP € proximo a 40 s, ficando inferior a 25 s mediante a aplicagdo de +25 kV.
O potencial de +30 kV apresenta tempo de migracdo de ~20 s, entretanto, neste valor de
potencial de separagdo, fugas de alta tens@o eventualmente ocorrem com o equipamento em

uso. Dessa forma, o valor de +25 kV foi escolhido para andlises subsequentes.

Os parametros experimentais otimizados para o desenvolvimento do método proposto

sao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. ParAmetros experimentais otimizados do método CE-C*D para detecgdo de SCP em bebidas.

Parametro avaliado Parametro otimizado
CHES/NaOH
Composicio do BGE H3;BO3/NaOH HIS/NaOH
HIS/NaOH
Concentracio de HIS 10 — 30 mmol L! 10 mmol L"!
pH do BGE 8,3-10 9,5
Tempo de injecdo 0,5-20s 1,25 s

Potencial de separacao +15 kV —+30 kV +25kV

Fonte: O autor.

8.1.3 Estudo da repetibilidade para solucio padriao e amostras de vodka e energético

ApOs a otimizagdo dos parametros experimentais, a repetibilidade do método proposto
foi investigada realizando injecdes sucessivas (n = 10) da solugio padrio de 100 umol L' de

SCP, como mostrado na Figura 49. O 1°, 5° e 10° eletroferogramas sao exibidos.

Figura 49. Eletroferogramas obtidos para inje¢des sucessivas (n = 10) de solugdo padrio de SCP 100 umol L-'.
BGE: 10 mmol L' HIS + 6,5 mmol L' NaOH (pH = 9,5). Condigdes experimentais: pardmetros otimizados da
Tabela 11.
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Fonte: O autor.
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A repetibilidade de resposta do sinal da SCP no método proposto também foi avaliada
pela realizacdo de injecdes sucessivas de amostras de vodka e energético, de modo que a
repetibilidade do método proposto fosse avaliada ndo somente para a solugdo padrao, mas uma
amostra alcoolica e outra ndo alcoolica. Os eletroferogramas obtidos sdao exibidos na Figura

50.

Figura 50. Eletroferogramas obtidos para inje¢des sucessivas (n = 10) de solugdes contendo SCP 100 umol L!
em energético (A) ¢ vodka (B), com diluicdo de 10% (v/v), para as duas amostras. Condigdes experimentais:

parametros otimizados da Tabela 11.
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Fonte: O autor.

O desvio padrao relativo (DPR; n = 10) para as areas e tempos de migragao dos picos
obtidos nas inje¢des de solu¢dao padrao de SCP foram de 3,5% e 0,6%, respectivamente. Os
DPRs obtidos para a amostra de vodka (2,7% e 0,5%) e de energético (3,5% e 0,5%) foram
similares. A repetibilidade interdias foi avaliada mediante a comparagdo, em triplicata, das
areas e tempos de migracdo da SCP em 3 dias distintos. DPRs de 8,9% e 4,0% foram obtidos,

respectivamente. Os eletroferogramas obtidos em 3 dias diferentes sao mostrados na Figura 51.
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Figura 51. Eletroferogramas obtidos em dias diferentes (n = 3) para inje¢des de solug@o padrdo SCP 100 umol L~

!. Condigdes experimentais: parAmetros otimizados da Tabela 11.
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Fonte: O autor.

Os resultados obtidos nos estudos de repetibilidade intra- (DPR < 3.5 %) e inter-dias
(DPR < 8.9 %) para o pico da SCP pelo método proposto em diferentes amostras de bebidas
encontram-se dentro dos limites preconizados pela ANVISA (2018), sem a necessidade do pré-
tratamento das amostras e sem realizacdo da limpeza do capilar entre amostras. Ademais, ¢
importante salientar que estes resultados foram obtidos sem o uso de padrdo interno

(comumente utilizado em CE).

8.1.4 Estudo da faixa linear e curva de calibracio para a determinacio de SCP em

bebidas por CE-C“D.

Uma vez otimizados todos os parametros experimentais do método proposto, a faixa
linear de resposta para diferentes concentragdes de SCP foi avaliada. A 4rea do pico obtido para

SCP foi avaliada em fung¢do da concentracdo, conforme demonstrado na Figura 52.
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Figura 52. Faixa linear obtida para inje¢@o de solugdes com concentragdes crescentes de SCP, no intervalo entre

25 ¢ 2000 umol L' SCP. Condigdes experimentais: parimetros otimizados da Tabela 11.
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Fonte: O autor.

O grafico da Figura 52 demonstra que a area do pico obtido para SCP apresenta relacao
linear para uma ampla faixa de concentragio de SCP (de 25 pmol L a 2000 umol L' SCP, r
= 0,999). Essa ampla faixa linear ¢ uma das caracteristicas do detector C*D. Na analise de
amostras, um intervalo de concentragdo menor (100 e 300 pumol L) foi escolhido para a
realizacdo da curva de calibracdo. Tendo em vista que os efeitos sedativos da SCP sdao dose-
dependentes, e a dose diaria maxima ¢ de 80 mg, amostras dopadas com SCP no intervalo de
concentracdo escolhido para a constru¢do da curva analitica apresentariam valores de 1 a 3
mmol L', que sdo adequados para a aplicacio do método em situacdes envolvendo amostras
reais. A Figura 53 apresenta os eletroferogramas obtidos a partir de injegdes de solugdes

contendo concentragdes crescentes de SCP e a respectiva curva de calibragao.
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Figura 53. Eletroferogramas obtidos a partir de injecdes (n = 3) de solugdes padrdo de SCP, preparadas nas
concentragdes de 100 - 300 pmol L' (a — e), e as respectiva curva de calibragdo obtida. Condi¢des experimentais:

parametros otimizados da Tabela 11.
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Fonte: O autor.

A equacdo da curva analitica resultante da linearizacdo das areas dos picos da SCP ¢

mostrada na Equacao (16):

Area = 0,226[SCP](umolL™1) — 0,104 Equacio (16)

Os parametros analiticos do método proposto sdao apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12. ParAmetros analiticos do método CE-C*D proposto para determinagdo de SCP em bebidas.

Parametro analitico SCP
Faixa linear (umol L) 26 — 2000
r 0,999
Tempo de migracao (s) 23,1 +£0,7
Repetibilidade intra-dia (DPR%, n =10) 3,5
Repetibilidade inter-dias (DPR%, n = 3) 8,9
LD (umol L) 7,8
LQ (umol L) 26,0
Resolucao (n = 10)* 2,53 +£0,12

*calculada entre o pico da SCP e o pico do EOF. Fonte: O autor.

Ap0s a obtencdo das curvas analiticas, 0 método desenvolvido foi aplicado a

quantificagdo de SCP em amostras de bebidas e algumas misturas dopadas com SCP. A
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quantificagdo foi realizada através da curva de calibragdo externa, utilizando a Equacéo (16).
Os resultados obtidos para a determinagao de SCP nas amostras estudadas sdo apresentados na

Tabela 13.

Tabela 13. Resultados obtidos para a determinagdo (n=3) de SCP em bebidas por CE-C*D.

Amostra adicsif):lll)ada SCP quantificada (umol L) Recuperaciao (%)
(umol L)
Skol Beats® 200,0 202 +1 101 =1
Whisky 200,0 202+9 101 +4
Energético 200,0 1816 90 +3
Coca-Cola® 200,0 205+ 6 103+3
Cachaca SM 200,0 201 £1 100 £ 1
Vodka 200,0 204 + 4 102 +2
Cerveja 200,0 165+5 83+£3
Cacha¢a VR 200,0 201 £4 101 £2
Suco 200,0 199+ 6 99+3
Whisky + Energ. 200,0 199 £6 99 +3
Vodka + Energ. 200,0 203 £5 101 £2
Coca + Vodka 200,0 206+ 6 103 £2

Fonte: O autor.

As amostras de cerveja e energético apresentaram valores de recuperacao na faixa entre
80 - 90% que foram consideravelmente menores quando comparados com as demais amostras
utilizando o BGE composto por 10 mmol L™! His/ 6,5 mmol L' NaOH. A fim de obter melhores
valores de recuperagdo, uma nova curva analitica foi construida utilizando o mesmo BGE na
concentracio de 20 mmol L', mantendo os demais parimetros ji otimizados para o
desenvolvimento do presente método. A equacdo da curva resultante da linearizacdo das areas
dos picos da SCP, obtidos usando o BGE composto por HIS 20 mmol L™ + 13 mmol L' NaOH
(pH =9,5) ¢ mostrada na Equacao (17). Os resultados calculados sdo apresentados na Tabela

14.

Area = 0,199[SCP](umolL™1) — 0,488 Equacao (17)
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Tabela 14. Resultados obtidos para a determinagdo (n = 3) de SCP em bebidas por CE-C*D, usando BGE HIS 20
mmol L' + 13 mmol L' NaOH (pH = 9,5).

SCP adicionada

. -1 (1)
Amostra (umol L) SCP quantificada (umeol L) Recuperada (%)
Cerveja 200,0 181£5 90+3
Energético 200,0 202+ 6 101 +3

Fonte: O autor.

Os resultados de recuperagao exibidos na Tabela 14 demonstram que o simples
aumento na concentracdo de HIS no BGE foi suficiente para melhorar os resultados de
recuperagdo . Os resultados de recuperacdo obtidos para SCP na amostra de cerveja e energético
aumentaram de 83 para 90% e de 90 para 101%, respectivamente. Dessa forma, pode-se afirmar
que o método desenvolvido pode ser aplicado para quantificar a SCP presente em todas as

amostras avaliadas.

8.1.5 Aplicacdo do método proposto a analise de bebidas adulteradas com o

medicamento Buscopan®

A fim de testar a aplicabilidade do método, um comprimido de Buscopan® 10 mg foi
dissolvido em vodka pura, e uma aliquota dessa solu¢do foi subsequentemente diluida em
bebida para a obtencdo de uma solugdo contendo 1 mmol L' de SCP. Os eletroferogramas
obtidos a partir de injegdes dessa solugdo e duas diluigdes distintas sdo apresentados na Figura

54.
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Figura 54. Comparacdo dos eletroferogramas obtidos para injecdes de solugdes contendo SCP (a partir do
Buscopan®) nas concentragdes de (A) 0,1 mmol L-!; (B) 0,5 mmol L e (C) 1,0 mmol L' em vodka pura. Em

destaque: relagdo entre area do pico e concentragdo de SCP. Condigdes experimentais: pardmetros otimizados da

Tabela 10.
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Fonte: O autor.

Com base nos eletroferogramas da Figura 54, ¢ possivel perceber que apesar do
Buscopan® conter vérios compostos como excipientes (se¢do 7.1.1), nio sio observados outros
picos além da SCP, de modo que o método proposto pode ser aplicado sem a diluigdo da amostra
de vodka, mesmo quando o Buscopan® ¢ utilizado como adulterante. Além disso, a drea obtida
para os picos e concentragao de SCP presente no farmaco também apresentam relagdo linear,
nas diferentes diluigdes da amostra. Visando comparar a intensidade do pico obtido para SCP
proveniente de diferentes origens (padrdo comercial e fArmaco), uma solug¢do foi preparada
mediante a adigdo do padrao de SCP a vodka pura, e diluida na mesma concentragdo que o

farméco. Os eletroferogramas obtidos sao mostrados na Figura 55.
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Figura 55. Comparagao dos eletroferogramas obtidos para inje¢des de vodka pura apos adicdo do farmaco

Buscopan® ou do padrdo de SCP (200 pmol L) . Condigdes experimentais: pardmetros otimizados da Tabela 11.
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Fonte: O autor.

Com base nos resultados exibidos na Figura 55, os eletroferogramas obtidos para as
amostras fortificadas com SCP proveniente de origens diferentes (padrdo comercial ou
farmaco) sdo similares, de modo que a triagem e quantificagdo de SCP nessas amostras pode
ser realizada quer a adulteracao seja cometida empregando o principio ativo na sua forma pura
ou numa formulagdo farmacéutica. O mesmo teste foi realizado para a mistura vodka e
energético (1:1), sendo comparados os eletroferogramas obtidos para 200 pmol L' de SCP a
partir do Buscopan® ou do padrio, com e sem a dilui¢io das amostras em 4gua, conforme

mostrado na Figura 56.
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Figura 56. Comparagao dos eletroferogramas obtidos nos dois detectores (10 e 40 cm de comprimentos efetivos)
para inje¢des de solugdes contendo SCP 200 pmol L', preparadas a partir do Buscopan® ou do padrio, em misturas
de vodka e energético (1:1). (A e B) misturas dopadas com Buscopan®; (C e D) misturas dopadas com padrio.

#

* Amostras injetadas sem dilui¢do; "amostras injetadas apos diluicdo de 10 vezes. Condi¢des experimentais:

parametros otimizados da Tabela 11.
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Fonte: O autor.

Como nio foi realizada diluicdo das amostras em agua, os eletroferogramas (A* e C¥)
mostrados na Figura 56 apresentam oscilacdes da linha de base em fun¢do da composicao
complexa da amostra de energético (efeito de matriz). O pico obtido para SCP nos
eletroferogramas registrados pelo primeiro detector (10 cm de comprimento efetivo) ndo exibe
boa defini¢do, apresentando consideravel alargamento. Em contrapartida, o sinal obtido no
segundo detector (40 cm de comprimento efetivo), apresenta picos mais estreitos e simétricos
para todas as solu¢des (puras ou diluidas), quer a SCP presente na amostra seja proveniente do
padrio ou do medicamento Buscopan®. Esses resultados demonstram que o método pode ser
aplicado sem a diluicdo das amostras, ainda que o tempo de andlise seja ligeiramente maior,
uma vez que os resultados do primeiro detector ndo sejam tdo bem definidos quanto os

eletroferogramas registrados pelo segundo detector.

8.1.6 Quantificacio de SCP em amostras de bebidas dopadas com Buscopan®

De forma similar aquela realizada para a adulteracdo das amostras utilizando o padrao,

o teste de adigdo e recuperagdao também foi realizado para amostras de vodka, suco e de vodka
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misturada a energético (1:1) dopadas com SCP presente no Buscopan®. Os resultados obtidos

nesse teste sdo exibidos na Tabela 15.

Tabela 15. Resultados obtidos para a determinagdo de SCP em bebidas por CE-C4D empregando o medicamento

Buscopan® como adulterante (n = 3).

SCP adicionada SCP encontrada
Amostra Recuperada (%)
(umol L) (umol L)
Vodka 200,0 205+5 103 +3
Suco 200,0 200+ 4 100 £2
Vodka + Energético 200,0 198 +£3 99 +1

Fonte: O autor

Os valores de recuperacdo obtidos para SCP demonstram que o método proposto
apresenta exatiddo adequada para a analise de bebidas adulteradas com o medicamento, com
valores de recuperacdo entre 99 e 103% para amostras com diferentes composi¢des: alcodlica,
nao alcoodlica e na mistura de vodka e energético (1:1), com necessidade de simples etapa de

pré-tratamento (diluigdo em agua).

8.2 Parte II - Determinacdo de SCP em urina real empregando CE-C*D

A urina ¢ um importante material bioldgico para a andlise forense, uma vez que neste
material as concentracdes dos farmacos e dos seus respectivos produtos de biotransformagao
sdo relativamente altas (RAIKOS et al., 2003). Conforme ja discutido na secdo na se¢do 4.2.6
até 30% da SCP ingerida ¢ eliminada na urina sem metabolizacdo (RENNER; OERTEL;
KIRCH, 2005). A ingestao de doses que excedam a dose maxima diaria de 80 mg promovera

elimina¢do de quantidades significativas de SCP na urina.

Nio foram encontrados trabalhos na literatura, empregando CE-C*D que realizam a
determinacdo de SCP em amostras de urina, ¢ desse modo, estudos foram realizados com a
finalidade de ndo apenas realizar a triagem (“screening”) de SCP em amostras de urina real,

mas também a quantifica¢do do analito nessas amostras.
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8.2.1 Estudo da composicio e do pH do BGE

Como o tampao composto por HIS/NaOH apresentou os melhores resultados para a
deteccio de SCP nas amostras de bebidas investigadas empregando o sistema CE-C*D, o
mesmo BGE foi inicialmente utilizado no desenvolvimento do método para deteccao de SCP
em amostras de urina real. As concentra¢des de HIS e NaOH utilizada foram 20 e 13,0 mmol
L', respectivamente, tendo em vista que 0o BGE com as espécies nessa concentragio se mostrou
eficaz para a quantificacdo de SCP nas amostras de cerveja e energético, que apresentam

composi¢ao mais complexa entre as bebidas estudadas, conforme descrito na Tabela 4.

Desse modo, foram realizadas injecdes de 50 pmol L' de SCP em solucio contendo
10% (v/v) de urina, utilizando o BGE composto por 20 mmol L' HIS/ 13,0 mmol L' NaOH.
Os eletroferogramas comparando a solugdo de 10% (v/v) de urina antes e ap6s a adigdo de SCP

sdo apresentados na Figura 57.

Figura 57. Eletroferogramas de solug@o contendo urina 10% (v/v) antes (---) e depois (==) da adi¢do de 50 pmol
L' de SCP. Condigdes experimentais: BGE: 20 mmol L' HIS + 13 mmol L' NaOH (pH = 9,5). Injecio
hidrodindmica: 25 KPa por 3 s; potencial de separacdo de +25 kV (lado da inje¢do); comprimento total e efetivo

do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.
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Fonte: O autor.

Com base nos eletroferogramas exibidos na Figura 57 para solucdes de 10% de urina
(v/v) antes e apos adi¢do de SCP, nota-se variacdes consideraveis na linha base apos o pico de

cations (12 s) e antes do EOF (22 s). Quando a solucdo de 10% (v/v) de urina (v/v) contendo
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50 umol L' de SCP ¢ injetada, é perceptivel o surgimento de um pico assimétrico e com
pequena intensidade com tempo de migracdo de 16 s. Uma vez que o BGE previamente
utilizado ndo apresentou resultados satisfatérios, o BGE composto por CHES ¢ NaOH foi
investigado para a realizagao das andlises. Os eletroferogramas obtidos neste estudo sdo

exibidos na Figura 58.

Figura 58. Eletroferogramas de solugdo contendo urina 10% (v/v) antes (---) e depois (==) da adi¢do de 50 pmol
L' de SCP. Condi¢des experimentais: BGE: 20 mmol L' CHES + 13 mmol L' NaOH (pH = 9,5). Condigdes

experimentais: similares a Figura 57.
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2000 U.A.

Fonte: O autor.

Assim como observado para o BGE composto por HIS/NaOH, os eletroferogramas da
Figura 58 também apresentam flutuacdes consideraveis na linha base e o pico para SCP (~16
s) apresenta pequena intensidade. Além disso, € evidente a eletrodispersdo para o pico da SCP,
de modo que esse BGE nao apresentou resultados satisfatorios para o desenvolvimento do

trabalho.

Desse modo, outro BGE foi investigado para a detec¢ao de SCP nas amostras de urina,
composto por HIS 20 mmol L' + DMX 10 mmol L'! + 15 mmol L"! NaOH. Os eletroferogramas
de solugdes contendo 10% (v/v) de urina antes e depois da adi¢do de 50 umol L de SCP sdo

mostrados na Figura 59.
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Figura 59. Eletroferogramas de solugdo contendo urina 10% (v/v) antes (---) e depois (==) da adi¢@o de 50 pmol
L' de SCP. Condigdes experimentais: BGE: 20 mmol L' HIS + DMX 10 mmol L' + 12 mmol L' NaOH (pH =
9,0). Injegdo hidrodindmica: 25 KPa por 3 s; potencial de separacdo de +25 kV (lado da injegdo); comprimento

total e efetivo do capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

2000 U.A.

10 15 20 25 30 35
Tempo (s)

Fonte: O autor.

Observando os resultados exibidos na Figura 59 nota-se melhora com relagao a linha
base, além do pico da SCP (tm = 20 s) apresentar melhor definicdo em comparacdo com os
outros BGEs previamente testados. De acordo com Tavares (1997), tampdes contendo ions com
mobilidade semelhante a do analito previnem os fendmenos de eletrodispersdo, fornecendo
picos simétricos e delgados minimizando seu alargamento (TAVARES, 1997). O acido 3-(3,5-
dimetoxifenil)prop-2-endico, DMX (C11H1205), possui apenas um hidrogénio ionizdvel, e
encontra-se completamente desprotonado em valores de pH > 6,0 o que poderia explicar a

melhora significativa quando esse composto ¢ utilizado no BGE.

O pico detectado para SCP, com tempo de migragao em 20 s, apresenta maior simetria
e intensidade, ainda que seu tempo de migragdo seja proximo aquele apresentado pelo pico dos
cations da amostra, com mobilidade inferior 2 do BGE (provavelmente Ca** ¢ Mg?* co-
migrando em 16 s) e o EOF (aproximadamente 23 s). Dessa forma o BGE composto por

HIS/DMX/NaOH foi escolhido para o desenvolvimento do trabalho.

Em funcdo dos resultados mostrados na Figura 59, o efeito da concentracdao de HIS e
DMX na intensidade do pico de SCP foi avaliada. A propor¢ao de 2 HIS :1 DMX foi mantida,
de modo que as demais concentragdes testadas foram 30 mmol L' HIS e 15 mmol L' de DMX

e 50 mmol L' HIS e 25 mmol L' de DMX, sendo o pH mantido em 9,0. Os eletroferogramas
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de solugdes contendo 10% (v/v) de urina antes e depois da adi¢do de 50 umol L' de SCP sio

mostrados na Figura 60.

Figura 60. Eletroferogramas de solugdo contendo urina 10% (v/v) antes (---) e depois (==) da adi¢do de 50 pmol
L' de SCP. Com diferentes concentragdes de HIS/DMX [20/10 (==); 30/15 (=) e 50/25 mmol L (=)] no BGE,
respectivamente; pH ajustado em 9,0 com adigdo de NaOH . Condi¢des experimentais: conforme descrito na

Figura 59.
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Fonte: O autor.

Os resultados exibidos na Figura 60 seguem a mesma tendéncia apresentada na se¢do
8.1.1. O aumento na concentragdo das espécies do BGE, HIS e DMX ndo promove melhora no
sinal detectado. O efeito observado € o oposto, quanto mais concentrado o BGE mais ruidosa
se torna a linha base, € menos intenso € o pico registrado para a SCP, além do fato de o EOF
tornar-se mais lento, o que promove aumento no tempo de migra¢do da SCP. Assim, as
concentragdes de 20 mmol L' de HIS e 10 mmol L' de DMX foram selecionadas para a o

desenvolvimento das demais etapas do trabalho.

A etapa subsequente foi a otimiza¢do do pH do BGE. Neste estudo, a eficiéncia de
BGE’s compostos por 20 mmol L' HIS + 10 mmol L' de DMX, ajustados com NaOH para
valores de pH entre 6 e 9, foi avaliada mediante a inje¢do de solugdes com 50 umol L' de SCP
preparadas em 10% (v/v) de urina. O comportamento do pico de SCP nestes BGE’s com

diferentes valores de pH sao apresentados nos eletroferogramas mostrados na Figura 61.
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Figura 61. Estudo do pH do BGE empregando 50 pmol L' de SCP em solugdo contendo 10% (v/v) de urina real.
BGE: 20 mmol L HIS + 10 mmol L' de DMX + NaOH variando o pH de 6,0 — 9,0. Condigdes experimentais:

conforme descrito na Figura 59.
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Fonte: O autor.

Observando os eletroferogramas da Figura 61 ¢ notavel a diminui¢do do tempo de
migracao da SCP com o aumento do valor de pH, uma vez que em pH 6 o tempo de migragao
foi de ~29 s, com redugdo gradual do tempo de migracdo até 20 s, observado em pH 9. Esse
comportamento esta relacionado ao aumento de velocidade do EOF, que apresenta valor
maximo em pH > 7,5 (para capilares de silica fundida). Vale salientar, contudo, que em pH 6,
o pico registrado para SCP ¢ definido, mas ndo € tdo intenso quanto o observado em pH 8, além
do perceptivel ruido na linha base. J4 o aumento nos valores de pH ocasiona, entretanto, o
aumento na mobilidade eletroforética do BGE, e desse modo, alguns componentes da amostra
ocasionam o surgimento de pico intenso com tempo de migragao de 15 s (possivelmente cations

Mg?" e Ca?"), e além disso, a diminui¢io da resolugio entre o pico da SCP e o EOF.

Em contrapartida, observando os eletroferogramas para as solugdes antes e ap6s a adigao
de SCP utilizando BGE em pH 8, ¢ possivel perceber que a linha base obtida ¢ estavel (sem a
presenca de picos muito proximos) bem como melhor separacdo entre o pico de SCP e o EOF.

Desse modo, o pH 8,0 foi escolhido para a realizagao das etapas subsequentes do trabalho.
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8.2.2 Estudo do tempo de injecio

Apo6s a determinagdo da composicao e do pH do BGE para a separagdo e detec¢ao de
SCP por CE-C*D em amostras de urina, o tempo de inje¢do (hidrodinidmica) foi otimizado. Para
tanto, uma solugdo contendo 50 umol L' de SCP preparada em 10% (v/v) de urina foi injetada
com tempo de pressurizacao (25 KPa) variando de 1,0 a 4,0 segundos, como mostrado na

Figura 62.

Figura 62. Estudo do tempo de injegdo utilizando 50 pmol L' de SCP em solugdo contendo 10% (v/v) de urina
real. BGE: 20 mmol L' HIS + 10 mmol L de DMX + 12 mmol L' NaOH (pH = 8,0). Inje¢do hidrodindmica: 25
KPa variando de 1,0 — 4,0 s; potencial de separagdo: +25 kV (lado da inje¢do); comprimento total e efetivo do

capilar: 50 e 10 cm, respectivamente; EOF: normal.

5000 U.A.

Tempo (s)

Fonte: O autor.

Observando os eletroferogramas da Figura 62 ¢ perceptivel o aumento na intensidade
do sinal do pico de SCP com o aumento no tempo de injecdo. Com maiores tempos de injecao
maiores plugs de amostra sdo inseridos no capilar, de modo que os detectores registram maiores
diferengas de condutividade entre o BGE e a banda de SCP que migra através do detector.
Contudo, maiores tempos de inje¢ao promovem redugdo da resolugdo entre o pico da SCP e o
EOF, como pode ser observado quando a inje¢do de 4 s ¢ realizada. Além disso, tempos de

injegdes maiores poderiam ocasionar problemas relacionados a presenca de possiveis
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interferentes na realizagdo das analises, uma vez que proteinas presentes podem contaminar as

paredes do capilar de silica fundida.

No caso de pessoas vitimas do “Boa Noite, Cinderela”, somente 30% (RENNER;
OERTEL; KIRCH, 2005) da SCP ingerida sera eliminada em sua forma nao metabolizada.
Assim, tempos de inje¢do muito pequenos poderiam limitar a aplicagdo do método em questao.
Levando em consideracdo o aumento gradual do sinal observado para o pico de SCP, ¢ a
complexidade das amostras a serem analisadas, o tempo de injecdo de 3 s foi utilizado nas

demais etapas do trabalho

8.2.3 Estudo da diluicio da amostra

Apbs definir o tempo de injegdo, o proéximo parametro experimental estudado foi o
procedimento de preparo de amostra (diluicdo em agua). Quanto menor a dilui¢do da amostra,
maior a quantidade de amostra de urina injetada, com consequente reducdo nos limites de

detecgdo e quantificacdo do método, conferindo assim, maior aplicabilidade ao mesmo.

Desse modo, solu¢des de SCP 50 umol L™! foram preparadas pela dilui¢io de aliquotas
adequadas de amostra de urina em agua, de modo a serem obtidas solu¢des contendo entre 50
e 10% (v/v) de urina. O comportamento do pico de SCP frente a diferentes dilui¢des, registrado

nos dois detectores, sdo apresentados nos eletroferogramas da Figura 63.
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Figura 63. Comparacdo dos eletroferogramas obtidos nos dois detectores para injegdes de solucdes contendo 50
umol L' de SCP preparadas com dilui¢des da urina entre 50 € 10% (A — E). Condigdes experimentais: BGE: 20
mmol L' HIS + 10 mmol L' de DMX + 12 mmol L' NaOH (pH = 8,0). Inje¢do hidrodinimica: 25 kPa por 3,0 s;
potencial de separacdo: +25 kV (lado da inje¢do); comprimento total e efetivo do capilar: 50 ¢ 10 cm,

respectivamente; EOF: normal.
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Fonte: O autor.

Quando utilizado uma elevada percentagem de amostra (> 40% v/v) observa-se no
primeiro detector (Figura 63 A) flutuagdes na linha base e alargamento do pico de SCP. No
segundo detector (Figura 63 B), onde o comprimento efetivo ¢ maior (40 cm) a linha base
também apresenta flutuacdes para todas as amostras, porém o pico detectado para SCP ¢

simétrico e com menor efeito de eletrodispersao.

Esses resultados indicam a robustez do método quanto a quantidade de urina a ser
empregada na realizagdo da triagem (“screening’) de SCP nessas amostras. Atengdo deve ser
dada ao fato de que a possibilidade de empregar solucdes menos diluidas implica na

possibilidade de detec¢do de quantidades cada vez menores de SCP nas amostras.

Desse modo, levando em conta os resultados registrados no primeiro detector, com a
finalidade de realizar répida triagem das amostras de urina, diluigdes de até 50% (v/v) podem
ser empregadas. Por outor lado, na quantidicacdo de SCP em amostras de urina, dilui¢des de

até 30% (v/v) podem ser utilizadas.
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8.2.4 Estudo das faixas lineares de resposta para SCP em solucio padrio e na urina

Uma vez otimizados os parametros experimentais do método proposto, a faixa linear de
resposta para diferentes concentracdes de SCP foi avaliada, tanto em solug¢des padrdao quanto
solugdes contendo 30% (v/v) de urina. Para as solug¢des padrio, o Li* foi utilizado como PI. Os
eletroferogramas obtidos para injecdes (n = 3) de solugdes padrdo com concentragdes
crescentes de SCP no intervalo de 10 a 200 umol L', e as respectivas curvas de calibracdo sio

exibidos na Figura 64.

Figura 64. (A) Eletroferogramas obtidos a partir de inje¢des (n = 3) de solug¢des padrdo de SCP, preparadas em
concentragdes entre 10 - 200 pmol L' (A — H). (B) Curva de calibragdo de SCP sem uso de PI. (C) Curva de

calibragdo de SCP com o uso de PI. PI: Li 100 pmol L"'. Condigdes experimentais: Similares a Figura 63.
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Fonte: O autor.

Como observado para os eletroferogramas da Figura 64 (A), o Li" pode ser utilizado
como PI, com tempo de migragdo de 17 s, sem comprometer a detecgdo de SCP. Além disso,
como mostrado na Figura 64 (B), a curva de calibracao (r = 0,999) usando a area dos picos de
SCP ¢ linear em todo o intervalo de concentracao avalidado. Concentra¢des maiores nao foram
exploradas considerando que a quantidade de SCP a ser eliminada na urina sem
biotransformag¢do (30% da dose inicial ingerida) dificilmente ultrapassaria as concentragdes
estudadas. Na Figura 64 (C) ¢ mostrada a curva de calibragao (r = 0,999) usando as areas dos

picos de SCP apos a normalizagdo pela area do pico do PI (SCP/PI).
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A linearidade entre a area do pico de SCP e concentragdo também foi investigada no
mesmo intervalo de concentragdo para solucdes preparadas em meio de urina, empregando

dilui¢do de 30% (v/v), como mostrado na Figura 65.

Figura 65. (A) Eletroferogramas obtidos a partir de inje¢des (n = 3) de solucdes preparadas em 30% (v/v) de urina
real, contendo concentracdes crescentes de SCP entre 10 — 200 pmol L' (A — H); (B) Curva de calibracdo (4reas

dos picos vs. concentragdo de SCP). Condicdes experimentais: Similares a Figura 63.
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Fonte: O autor.

Como observado nas Figura 65 (A e B), a curva de calibragdo apresenta boa linearidade
(r=0,998) entre a area do pico registrado para SCP e todo o intervalo de concentragdo avalidado

(10 — 200 umol L"), mesmo em solugdes contendo 30% (v/v) de amostra de urina.

8.2.5 Estudo da repetibilidade para SCP em soluciao padrio e amostra

Ap0s a otimizacdo dos parametros experimentais, defini¢do da faixa linear de resposta
para a SCP, a repetibilidade do método proposto foi estudada realizando injegdes sucessivas (n
=10) de solugdes padrio de SCP nas concentra¢des de 15, 50 e 150 umol L' de SCP. Na Figura
66 sdo exibidos os eletroferogramas registrados apds a 1%, a 5* e 10® injegdes. As areas obtidas

para os picos da SCP antes e ap6s a normaliza¢do com o PI sdo exibidas na Figura 67.
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Figura 66. Eletroferogramas obtidos para injecdes sucessivas (n = 10) de solugdo padrio de SCP nas

concentragdes de 15 (A), 50 (B) e 150 pmol L' (C), contendo 100 pmol L' de Li (PI). Condigdes experimentais:

Similares a Figura 63.
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Fonte: O autor.

Figura 67. (A) Areas registradas para o pico de SCP nas concentragdes de 15 (A), 50 () e 150 pmol L' (m) em
10 eletroferogramas sucessivos. (B) Valores obtidos apds a divisdo da area do pico de SCP pela area do pico do

PI, para as mesmas solugdes.
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O desvio padrao relativo (DPR; n = 10) para as areas dos picos obtidos nas injecdes de
solugdo padrio de 15; 50 e 150 umol L' de SCP foram de 4.9, 4,8, e 2,6%, respectivamente.
Para o tempo de migragdo, os DPR calculados foram de 0,5, 0,5 e 0,4%, respectivamente. Com
relagdo ao pico do padrio interno utilizado em concentragio fixa de 100 pmol L o desvio
padrao calculado para as areas obtidas apos 30 injecdes foi de 3% com variacao no tempo de
migracgdo de 0,7%. Quando o padrio interno de Li* ¢ utilizado para normalizar a 4rea do pico
de SCP, os DPR calculados sdo de 5,4, 4,7 e 4,4% para as concentracdes de 15, 50 e 150 pmol

L' de SCP, respectivamente.

A repetibilidade do sinal registrado para a area do pico da SCP também foi avaliada em

solugdes contendo 30% (v/v) de urina. Na Figura 68 sdo exibidos os eletroferogramas
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registrados para a 1%, 5* e 10" injegdes de solugdes 15, 50 e 150 umol L. Os valores obtidos

para a area do pico da SCP nas trés concentragdes estudadas sdo mostrados na Figura 69.

Figura 68. Eletroferogramas obtidos para injegdes sucessivas (n=10) de solu¢des contendo SCP nas concentracdes
de 15 (A), 50 (B) e 150 umol L' (C) preparadas em 30% (v/v) de urina real. Condi¢des experimentais: Similares
a Figura 63.
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Fonte: O autor.

Figura 69. Areas registradas para o pico de SCP nas concentragdes de 15 (@), 50 (A) e 150 (m) pmol L™ obtidos

a partir dos eletroferogramas da Figura 68.
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O desvio padrao relativo (DPR; n = 10) para as areas dos picos obtidos nas inje¢des de
solucdes contendo SCP em 30% de urina (v/v), nas concentragdes de 15, 50 e 150 umol L
foram de 5,3, 1,7, e 2,0%, respectivamente. Para o tempo de migragdo, os DPRs calculados
foram de 0,5, 0,3 e 0,8%, respectivamente. Como era esperado, maior DPR ¢ observado para o

pico de SCP na concentra¢do de 15 pmol L. Contudo, levando em consideragiio a faixa de
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concentragdo utilizada para a realizacdo do estudo de repetibilidade, o valor calculado ¢

considerado aceitavel pelo INMETRO (2018).

Adicionalmente, foram realizadas inje¢des sucessivas (n = 10) para avaliar a
repetibilidade do sinal de 100 pmol L™ de Li* (PI) em solugdio contendo SCP 25umol L
preparada com 10% de urina (v/v). Os eletroferogramas registrados ap6s a realizagdo da 1%, 5°
e 10* inje¢des sdo mostrados na Figura 70. As areas dos picos do Li e da SCP, bem como a

area normalizada para SCP sdao mostrados na Figura 71.

Figura 70. Eletroferogramas obtidos para injegdes sucessivas (n=10) de solugdes contendo SCP 25umol L' € Li*

100 pmol L' (PI) preparadas em 10% (v/v) de urina real. Condigdes experimentais: Similares 4 Figura 63.

2000 U.A.
2

102

T T T T T T T T 1

10 15 20 25 30
Tempo (s)

Fonte: O autor.
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Figura 71. Areas registradas para os picos de 25 pmol L' SCP (e) ¢ 100 pmol L' de Li* (m) ¢ a area corrigida
obtidos a partir dos eletroferogramas da Figura 70. (A) Valores obtidos ap6s a divisdo da area do pico de SCP

pela area do pico do PI, nas concentragdes estudadas.
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Como mostrado na Figura 71, o desvio padrao relativo (DPR; n = 10) para as areas dos
picos de Li" e SCP obtidos nas inje¢des de solugdo contendo 10% de urina (v/v), nas
concentracdes de 100 e 25 umol L' foram 4,6 e 3,7%, respectivamente. Para o tempo de

migracao, os DPRs calculados foram 0,4, e 0,3%, respectivamente.

A repetibilidade interdias foi avaliada mediante a comparacao, em triplicata, das areas
e tempos de migragdo do Li" e da SCP em 3 dias distintos. Com relagdo ao pico do Li*, DPRs
de 7,2 e 3,0% foram obtidos, para area e tempo de migragdo, respectivamente. Para o pico da

SCP, DPRs de 8,6 e 3,0% foram obtidos, para area e tempo de migracao, respectivamente.

Os valores de DPR calculados para SCP em solugdo contendo 10% (v/v) sdo
notavelmente satisfatorios, demonstrando a estabilidade do sinal registrado, mesmo em dias
diferentes, tendo em vista a auséncia de etapas prévias de tratamento e a complexidade da

amostra analisada.

8.2.6 Curva de calibracio e quantificacio da SCP nas amostras de urina

Para para a obten¢@o da curva de calibragdo e posterior analise de amostras de urina, um
intervalo de concentragdo entre 10 e 100 umol L™ foi escolhido. Tendo em vista que os a

quantidade de SCP eliminada sem metabolizacdo ¢ de 30%, amostras dopadas com SCP no
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intervalo de concentracdo escolhido para a construgdo da curva de calibragdo apresentariam

valores de 330 a 3300 pmol L', para dilui¢do das amostras de urina em 10% (v/v), que sdo

adequados para a aplicacao do método em situagdes envolvendo amostras reais.

A Figura 72 (A) apresenta as curvas analiticas obtidas a partir de injecdes de solugdes

padrdo contendo concentragdes crescentes de SCP, no intervalo entre 10 ¢ 100 umol L. Na

Figura 72 (B) o Li*, com concentragio fixada em 100 pmol L! foi utilizado para normalizar

as areas dos picos obtidos para a SCP.

Figura 72. (A) Curva de calibragdo obtida para injegdes (n = 3) de solugdes padrao com concentragdes crescentes

de SCP entre 10 € 100 umol L. (B) Curva de calibragdo obtida apds a divisdo da area do pico da SCP pelo pico

do padrdo interno (Li*, 100 pmol L.
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As equagdes das curvas de calibragdo resultantes sem e com o uso do PI sdo mostradas

nas Equacées (18) e (19), respectivamente.

Area = 0,204[SCP](umolL™") — 0,551 Equacio (18)

Area = 0,0285[SCP](umolL™1) — 0,079 Equacao (19)

Os parametros analiticos do método desenvolvido sdo exibidos na Tabela 16.
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Parametro analitico SCP
Faixa linear (umol L) 10 —200
r 0,998
Tempo de migracao (s) 21,8 £0,1
Repetibilidade intra-dia (DPR%, n = 10) 5,4
Repetibilidade inter-dias (DPR%, n = 3) 8,6
LOD (umol L) 2.3
LOQ (umol L) 10,0
2,0+0,1%
Resoluciao (n =10)
4,4 +0,2%

*Calculada entre o pico da SCP e o pico do EOF. # Calculada entre o pico do Li* e o pico da SCP. Fonte: O autor.

O método CE-C*D desenvolvido foi aplicado a quantificacdo de SCP em diferentes

amostras de urina, com dilui¢do de 10 e 30% (v/v) como mostrado na Tabela 17.

Tabela 17. Resultados obtidos na determinagdo (n = 3) de SCP em urina por CE-C*D sem o uso de PI.

SCP adicionada* SCP encontrada*
Amostra Recuperada (%)
(umol L) (umol L)
Amostra A 250,0 295+9 118+4
Amostra B 250,0 274 +7 109 +3
Amostra C 250,0 297 £ 8 119+3
Amostra D 250,0 257+5 103+2
Amostra E 150,0 1713 1172
Amostra E# 150,0 163 +7 108+ 4

*Valores para quantidade de SCP utilizada para fortificar a urina antes da diluigdo de 10% (v/v). # Diluigdo de

30% (v/v). Fonte: O autor.

Os valores de concentragdo exibidos na Tabela 17 sdo aqueles calculados levando em

consideracdo as porcentagens de diluigdo das amostras. Os valores de recuperacdo calculados

para SCP nas amostras A e C ficam muito proximos do limite maximo tolerado estipulado pelo

INMETRO (120%), excedendo-o quando os valores de desvio sdo considerados. Desse modo,

os célculos de recuperagdo foram refeitos levando em conta o pico do Li como PI. Os valores

de concentracao calculados levando em consideracdo essa corre¢do sdo mostrados na Tabela

18.
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Tabela 18. Resultados obtidos para a determinagdo (n = 3) de SCP em urina por CE-C*D, com o uso do PL

SCP adicionada* SCP encontrada*
Amostra Recuperada (%)
(umol L) (umol L)
Amostra A 250,0 213+7 85=+3
Amostra B 250,0 224+ 8 89+£3
Amostra C 250,0 244 £ 4 97 +4
Amostra D 250,0 247 £4 99 +2
Amostra E 150,0 168 +3 112+1
Amostra E# 150,0 155+7 103 +1

Valores para quantidade de SCP utilizada para fortificar a urina antes da diluicao de 10% (v/v). # Diluig¢do de 30%

(v/v). Fonte: O autor.

Comparando os resultados exibidos nas Tabelas 17 (sem PI) e 18 (com PI), ¢ possivel
perceber que os valores de recuperagdo para as amostras A, C ¢ E (com PI) sdo mais préximos
de 100 % do que aqueles demonstrados na Tabela 17 (sem PI). Estes valores estdo dentro dos
limites recomendados pelo INMETRO. Os resultados obtidos para a SCP presente nas amostras
de urina com e sem a utilizacdo do PI foram comparados utilizando o teste t pareado (t critico
= 2,57, para 5 graus de liberdade). O valor de t calculado foi 2,62, de modo que os valores de

SCP encontrados nao sao estatisticamente similares, com intervalo de confianga de 95%.

Dessa forma, o método desenvolvido apresenta a exatidio necessdria para a
quantificagdo de SCP nas amostras de urina, empregando o PI, sem a necessidade de preparo

das amostras, além da dissolugdo em agua.

Adicionalmente, a quantificacio da SCP em diferentes amostras de urina também foi

realizada empregando o método de adigdo de padrao, sem o PI.

8.2.7 Quantificacio de SCP nas amostras de urina usando o método da adi¢io de padrao

Para a realizacdo dos testes de adicdo de padrdo, 4 amostras de urina real, diferentes
daquelas previamente analisadas, foram fortificadas com diferentes concentragdes de SCP.
Afim de testar a exatiddao e aplicabilidade do método em questdo, uma das amostras foi
analisada empregando dilui¢ao de 30% (v/v) enquanto as demais foram analisadas ap6s diluicao
a 10% (v/v). Os eletroferogramas obtidos nesse estudo sdo mostrados na Figura 73, com suas

respectivas curvas de calibracdo por adi¢do de padrao.
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Figura 73. Eletroferogramas obtidos para inje¢cdes (n = 3) de solugdes contendo 30% (v/v) urina (Amostra 1) e

10% (v/v) para as demais amostras de urina real: (A) branco; (B) amostra fortificada; (C - E) adi¢des de aliquotas

de solugio padrio de SCP 1 mmol L' e as respectivas curvas de calibragdo por adi¢do de padrio. Condigdes

experimentais: Similares a Figura 63.
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Conforme descrito na se¢do 7.3.9, as amostras de urina real analisadas pelo método de
adicao de padrao foram fortificadas com concentragdes de SCP variando entre 100 e 300 umol
L, e diluidas a 10% (v/v) no caso das amostras 2, 3 e 4 e 30% (v/v), para amostra 1. Os

resultados calculados a partir das curvas de adi¢do de padrao sdo mostrados na Tabela 19.

Tabela 19. Resultados obtidos para a determinagdo (n = 3) de SCP em urina por CE-C*D, usando o método de

adigdo de padrio.

SCP adicionada SCP encontrada
Amostra Recuperada (%)
(umol L) (umol L)
Amostra 1 100,0 112+5 112+5
Amostra 2 150,0 135+4 90+3
Amostra 3 200,0 204 +£3 102 £2
Amostra 4 300,0 3115 103+2

Fonte: O autor.

Os valores de recuperagdo mostrados na Tabela 19 atestam a exatiddo do método proposto
para a quantificacdo de SCP em urina real, mesmo quando a propor¢do de urina na solugao
injetada ¢ de 30% (v/v), de modo que, de acordo com as recomendagdes do INMETRO (2018)
recuperagoes entre 80 e 120% sao aceitdveis na faixa de concentracdo trabalhada. Vale salientar
ainda que, apesar da complexidade das amostras em questdo, o método proposto foi aplicado

sem a realizacdo de etapas prévias de preparo de amostra além da dilui¢do em agua.
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9 CONCLUSOES PARCIAIS

As analises qualitativas mostraram-se possiveis mesmo nas etapas iniciais da rotina
experimental do trabalho, com o pico de SCP apresentando tempo de migragdo de 23 s. Apds a
otimizacdo de todos os parametros experimentais, a quantificagcdo de SCP foi realizada para
todas as amostras testadas, com valores de recuperacdo entre 93 e 103%. O método CE-C4D
desenvolvido apresentou-se ainda, notavelmente robusto, mesmo quando amostras de vodka e

energético foram injetadas sem dilui¢do em agua.

A possibilidade de quantificagdo de rapida SCP (tm =22 s) em amostras de urinas utilizando
CE-C*D foi mostrada pela primeira vez neste trabalho empregando o BGE composto por
HIS/DMX/NaOH. O uso do Li" como padrio interno possibilitou melhora na exatiddo do
método, de modo que os resultados de quantificagdo utilizando a curva de calibragdo externa
apresentaram valores de recuperacao entre 85 ¢ 112%. Adicionalmente, o0 método de adigdo de

padrao também foi testado, com valores de recuperagdo entre 90 e 112%.
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10 CONCLUSOES GERAIS

Os métodos analiticos desenvolvidos nessa tese tiveram como objetivo a detecgdo e
quantificagdo de SCP utilizada como droga incapacitante no “Boa Noite, Cinderela”, em

amostras de bebida e urina.

Na primeira parte dessa tese foram utilizados métodos voltamétricos, utilizando BDD
como eletrodo de trabalho, a fim de determinar o comportamento eletroquimico do composto
em questdao, bem como obter as condi¢des otimizadas para a realizagao das analises do farmaco
nas amostras de bebidas. O BDD utilizado apresentou amplo intervalo de potencial de trabalho,
permitindo a varredura das amostras em potenciais elevados, possibilitando a oxida¢ao da SCP
sem a necessidade de modificagdo e/ou limpeza superficial do eletrodo. As andlises foram
realizadas com minima manipulagdo das amostras (mediante a simples dissolugao em eletrolito
de suporte). A quantificagdo da SCP adicionada as amostras foi satisfatoria para todas as
bebidas estudadas, excetuando-se apenas as amostras de cerveja, que apresentaram valores de

recuperacao inferiores a 80%.

Uma vez que a ingestdo de quantidades elevadas de SCP ocasionaria eliminacdo de até
30% do composto sem biotransformag¢ao, o método voltamétrico proposto também foi aplicado
para a avaliagdo da presenca do farmaco em questdo na urina. Em funcdo da elevada
complexidade das amostras, a quantificacdo de SCP nessas amostras apresentou valores de
recuperagdo consideravelmente abaixo do esperado (~50%). A avaliacdo qualitativa das
amostras foi possivel mediante a diluicao de 10% (v/v) das amostras em eletrolito de suporte,

sem a necessidade de etapas prévias de extragdo/pré-concentragao.

A segunda parte dessa tese tratou do desenvolvimento de métodos empregando
eletroforese capilar com deteccao condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (CE-
C*D) para a determinagio de SCP em amostras de bebidas e posteriormente, em amostras de
urina. O método desenvolvido mostrou-se eficaz para a avaliacdo qualitativa farmaco em todas
as amostras de bebidas estudadas (alcodlicas e nao alcodlicas) com composicdo complexa.
Ademais, o método apresentou boa repetibilidade, ndo apenas para solu¢des padrdao, como
também para solugdes contendo amostras com elevado teor alcodlico (vodka, 38% alcool) e
com grande quantidade de corantes/acidulantes organicos (energético), que porventura
poderiam interferir na deteccdo da SCP nessas amostras. A quantificagcdo de SCP em todas as

amostras avaliadas foi realizada utilizando curva de calibracdo externa, com valores de
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recuperagdo variando entre (93 + 3) e (103 + 3)%. Novamente, todas as bebidas foram
analisadas com minima manipulacdo da amostra, sendo necessaria apenas a diluicdo em agua
para a analise no sistema CE-C*D. Além disso, o método desenvolvido mostrou-se robusto o
suficiente para a detecgdo de SCP em amostras de vodka, e da mistura de vodka + energético,

sem diluicao.

Posteriormente, um método CE-C*D inédito foi desenvolvido para analise de SCP
presente em urina. Ao BGE empregado para a determinacao de SCP nas amostras de bebidas
adicionou-se DMX, a fim de evitar a eletrodispersdo da SCP nas amostras de urina. Nas
condi¢des experimentais otimizadas, o0 método CE-C*D mostrou-se robusto para a detec¢do
qualitativa de SCP em amostras de urina em concentracdes de até 50% (v/v), ainda que para
isso, fosse utilizado o eletroferograma registrado pelo segundo detector (40 cm de comprimento
efetivo). O método apresentou boa repetibilidade para o sinal do pico registrado para SCP nao
apenas em solugoes padrao, como em solugdes contendo até 30% (v/v) de amostra. Por fim, a
quantificagdo de SCP nas amostras de urina mostrou-se possivel, ndo apenas pelo método de
adicdo de padrdo, mas também empregando curva de calibracdo externa, com diferentes

dilui¢des da amostra, mediante a utilizagdo do Li" como padréo interno.
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