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RESUMO

Problemas relacionados as adulteracdes de medicamentos naturais para aumentar sua eficacia
sdo bastante comuns atualmente. A efedrina estd entre as substancias frequentemente
adicionadas em suplementos alimentares com o objetivo de melhorar ou potencializar efeitos
farmacoldgicos relacionados ao emagrecimento. No entanto, varios estudos mostraram diversos
efeitos colaterais apds o consumo da substancia. Em 2004, nos Estados Unidos, foi proibida a
comercializacdo de suplementos contendo efedrina e considerado como adulterado qualquer
suplemento no qual fosse constatada sua presenca. Neste trabalho foi investigada a
potencialidade do sistema de Analise por Injecao em Batelada (BIA) acoplada a voltametria de
onda quadrada (SWV) usando diamante dopado com boro (BDD) como eletrodo de trabalho
para analise de adulteragdes. O método foi empregado para o desenvolvimento de um
procedimento de anélise simples, de baixo custo e com caracteristicas portateis para a triagem
rapida ou “screening” de efedrina em amostras de suplementos alimentares e fitoterapicos (cha
verde, garcinia, garcinia composta, Lipo Diet Emagry®, spirulina, Thermodrol®). Para isso, as
amostras necessitam somente de uma etapa de dissolucao no eletrolito suporte antes da analise.
Utilizando as condigdes experimentais otimizadas, foi obtida uma faixa linear 5,0 a 40,0 mg L~
! para a efedrina com um limite de deteccio de 0,13 mg L' em meio de tampdo 4cido
acético/acetato 0,1 mol L™, pH = 4,75. O método proposto neste trabalho se mostrou ser uma

ferramenta promissora para a aplicagdo em analises de adulteragdes em amostras reais.

Palavras-chaves: Analise por injecdo em batelada. Diamante dopado com Boro. Fitoterapicos.

Quimica Forense. Suplementos alimentares. Triagem. Voltametria de onda quadrada. Efedrina.



ABSTRACT

Problems related to the tampering of natural medicines to increase their effectiveness are quite
common nowadays. Ephedrine is among the substances often added in dietary supplements to
improve or potentiate pharmacological effects related to weight loss. However, several studies
have shown various side effects after the consumption of the substance. In 2004, in the United
States, the sale of supplements containing ephedrine was banned and considered as adulterated
any supplement in which it was found. This work investigated the potential of the Batch
Injection Analysis (BIA) coupled to square wave voltammetry (SWV) using boron-doped
diamond (BDD) as the working electrode for the analysis of adulterations. The method was
used for the development of a simple, low cost and portable analysis procedure for rapid
screening of ephedrine in samples of food supplements and herbal supplements (green tea,
garcinia, compound garcinia, Lipo Diet Emagry®, spirulina, Thermodrol®). For this purpose,
the samples require only one preparation step, consisting of dissolution in the electrolyte
support before the analysis. Using optimized experimental conditions, a linear range of 5.0 to
40.0 mg L' for ephedrine with a detection limit of 0.13 mg L was obtained in acetic
acid/acetate buffer 0.1 mol L~ !, pH = 4.75. The method proposed in this work was shown to be

a promising tool for the application in adulteration analyzes in real samples.

Keywords: Batch injection analysis. Boron-Doped Diamond. Phytotherapics. Forensic

chemistry. Food supplements Screening. Square wave voltammetry. Ephedrine.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracoes Gerais

A obesidade tem sido considerada a mais importante desordem nutricional em varios
paises (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004). Para alcangar o propdsito de uma melhor
qualidade de vida e obter uma melhor estética corporal, as pessoas recorrem a suplementos
naturais e/ou fitoterapicos que contenham substancias estimulantes (efedrina, cafeina etc.). Tais
substancias colaboram com a perda de peso, e sdo utilizadas como meios alternativos ao uso de
medicamento sintético com a concep¢ao errada de que ndo oferecem riscos a saude ou que nao

possuem efeitos colaterais, por serem de fontes naturais.

Assim, os suplementos naturais ou fitoterapicos vém se tornando um complemento
alimentar mais popular na dieta para obter uma vida mais saudavel, uma vez que a maioria
destes sao a base de ervas (CALAHAN et al., 2016). Entretanto, diversos estudos mostraram
um numero crescente de relatos sobre adulteracdo de suplementos naturais usando substancias
nao adequadas como agentes de perda de peso (LIU; LU, 2017). Essa adulteragao ¢ feita para
desenvolver uma agdo farmacoldgica imediata ou intensificar os efeitos dos suplementos
dietéticos (CALAHAN et al., 2016). Além disso, os suplementos dietéticos adulterados com
farmacos aumentam os riscos a saude, pois podem conter substancias ndo declaradas no rétulo
(HANEEF et al., 2013). De acordo com a literatura, a efedrina ¢ uma das substancias

frequentemente usadas na adulteragdo de fitoterapicos (LV et al., 2015).

1.2 Efedrina

A efedrina ¢ um alcaloide e pode ser obtida por extracdo de varias plantas do género
Ephedra ou por vias sintéticas. Seu uso ¢ liberado pela Anvisa desde que seja acompanhada de
receita médica (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2016). E uma droga
usada em doses terapéuticas em niveis de 15,0 a 60,0 mg para produzir a contracdo das fibras
dos musculares dos vasos sanguineos. Inclusive, tem como finalidade regular a temperatura
corporal, elevar a pressdo arterial, prevenir a hipotensao, tratar de estados alérgicos e doencgas
neuromusculares (CHICHARRO et al., 1993). A Figura 1 apresenta a estrutura molecular da

efedrina.
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Figura 1. Estrutura molecular da efedrina.

“CHj;

Fonte: O proprio autor.

Suplementos dietéticos contendo alcaldides da Ephedra (também conhecidos como ma
huang) sao consumidos para fins de redugdo de peso e aumento de energia (HALLER;
BENOWITZ, 2002). Porém, o uso da efedrina tem sido associado a diversos eventos
cardiovasculares como infarto agudo do miocérdio, hipertensdo grave, miocardite, arritmias
cardiacas letais e podem predispor os pacientes ao AVC hemorrégico e isquémico (HALLER;

BENOWITZ, 2002).

O comité de substancias proibidas da Agéncia Mundial Antidoping estabeleceu uma
concentragio maxima de 10,0 mg L' de efedrina na urina (WORLD ANTI-DOPING
AGENCY, 2017) sendo que cerca de 60% de efedrina inalterada ¢ excretada na urina
(CHICHARRO et al., 1993). Além disso, em 2004 a FDA proibiu a comercializagao de
suplementos alimentares contendo efedrina, estabelecendo que qualquer suplemento onde fosse
constatada sua presenca seria considerado como adulterado (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, HHS, 2004).

Nesse contexto, varios estudos usando diferentes técnicas foram relatados na literatura
para a deteccdo de efedrina, como cromatografia liquida com deteccdo por espectrometria de
massa (DECONINCK et al., 2016; GIRISH et al., 2020; KIM et al., 2014, 2016; SHI et al.,
2011; TAGHVIMI; HAMIDI; NEMATI, 2019), cromatografia gasosa (VAYSSE et al., 2010),
cromatografia em camada fina (LV et al., 2015), espectroscopia ordenada por difusdo e
ressonincia magnética nuclear de 'H (VAYSSE et al, 2010), eletroforese capilar
(CIANCHINO et al., 2008; PHINNEY; IHARA; SANDER, 2005) e métodos
espectrofotométricos (DECONINCK et al.,, 2016). Métodos que empregam técnicas
eletroquimicas para determinar a efedrina (BAGHERI et al., 2016; HASSAN; KAMEL; EL-
NABY, 2013; MAZZOTTA et al., 2008) também foram relatados, no entanto nenhum desses

métodos foi aplicado a amostras de suplementos ou fitoterapicos. Assim, neste trabalho foram
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empregadas algumas técnicas eletroquimicas para o estudo do comportamento da efedrina e sua

deteccdo em suplementos alimentares.

1.3  Técnicas eletroquimicas

1.3.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (CV, do inglés Cyclic Voltammetry) ¢é talvez a técnica
eletroanalitica mais versatil para o estudo da eletroatividade das espécies (MARKEN;
NEUDECK; BOND, 2010). Sendo, também, a mais utilizada para obter informagdes
qualitativas a respeito das reacdes eletroquimicas (DIAMOND, 2003). Devido a essas
caracteristicas, frequentemente a CV ¢ o primeiro experimento a ser feito para estudar o
comportamento eletroquimico de uma espécie eletroativa, como os potenciais onde as reacoes
redox ocorrem, avaliar a superficie do eletrodo e estudar o efeito do eletrolito e do meio

utilizado ao longo de um intervalo de potencial.

No experimento com a voltametria ciclica, a polarizacdo do eletrodo de trabalho ¢
realizada de forma linear a partir de um potencial inicial at¢ um potencial limite determinado,
onde a varredura ¢ invertida até atingir o potencial de partida novamente. Como resultado, ¢
obtido um voltamograma relacionando o potencial aplicado com a corrente resultante. Este
grafico ¢ denominado voltamograma (MABBOTT, 1983) A Figura 2A apresenta o
voltamograma ciclico obtido para um perfil predominantemente faradaico com os respectivos
potenciais de pico anoddico (Epa) e catddico (Epc) de uma espécie eletroativa e a programagao de

potencial aplicado (Figura 2B).

Figura 2. (A) Voltamograma ciclico obtido e (B) perfil de varredura de potencial usado em CV.
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Fonte: Ambas adaptadas de (MABBOTT, 1983).
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O estudo do voltamograma ciclico indica o potencial onde ocorre a reagdo de oxidagdo
e/ou reducdo da espécie eletroativa. Informacdes sobre os mecanismos de reagdes, como a
quantidade de elétrons e protons envolvidos, uma possivel formagao de espécies intermediarias,
se 0 processo eletroquimico se trata de um sistema reversivel, irreversivel ou quase reversivel

podem ser obtidos (MARKEN; NEUDECK; BOND, 2010).

1.3.2 Voltametria de onda quadrada

Na voltametria de onda quadrada (SWV, do inglés Square Wave Voltammetry) a curva
de corrente-potencial provém da aplicacdo de pulsos de potenciais de amplitude a (amplitude
do pulso de potencial), que variam de acordo com uma escada de potencial com altura AEs
(incremento de potencial) e uma duragdo 1 (periodo) como ¢ mostrado na Figura 3. A largura
do pulso (1/2) ¢ chamada de ¢ e a frequéncia de aplicacdo dos pulsos € denominada f e ¢ dada
por 1/t. Além disso, as correntes elétricas sao medidas ao final de cada pulso direto (/4) e reverso
(1) e o sinal ¢ obtido como uma corrente resultante (Al), que ¢ a diferenca entre as correntes
direta e reversa (Al = Iy - I; ) (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003), como ¢ mostrado na
Figura 4. O método apresenta alta sensibilidade com a corrente capacitiva sendo minimizada

devido a forma de aquisicao do sinal, obtendo-se respostas com perfil puramente faradaico.

Figura 3. Forma de aplicacdo do potencial na SWV.

Potencial

Tempo

Fonte: (WANG, 2000).



18

Figura 4. Voltamogramas esquematicos de onda quadrada. Sendo (A) componentes de corrente de processo

reversivel e (B) de um processo irreversivel.
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Fonte: (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).

A SWYV apresenta grandes vantagens devido a auséncia da interferéncia da corrente
capacitiva, uma vez que as medidas de corrente sdo realizadas ao final de cada degrau de
potencial onde a corrente capacitiva tem uma contribui¢do minima, pois o decaimento da
corrente capacitiva ¢ mais rapido que o decaimento da corrente faradaica (SOUZA et al., 2004).
Assim como na CV, a analise de componentes de corrente direta e reversa possibilita a obtengao
de dados das reagdes eletroquimicas. No entanto, em SWV pode-se utilizar altas velocidades

de varredura sem a perda da resolugao.

Ambas as técnicas discutidas, CV e SWV, foram empregadas utilizando o eletrodo de
diamante dopado com boro como eletrodo de trabalho. A CV foi empregada para estudar tanto
o meio como eletrolito suporte e o melhor pH quanto para estudar o comportamento
eletroquimico da efedrina. A SWV foi empregada para detec¢ao e quantificacdo da efedrina em

amostras utilizadas neste trabalho.

1.4 Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

O eletrodo de diamante dopado com boro (BDD, do inglés Boron-Doped Diamond) é
um material a base de carbono que vem sendo usado com sucesso no desenvolvimento de
métodos eletroanaliticos para diferentes aplicacdes (DUO et al., 2002; INIESTA et al., 2001;
SALAZAR-BANDA et al., 2006).
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O filme de diamante pode ser sintetizado através da deposi¢cdo quimica em fase de vapor
(CVD, do inglés, Chemical Vapor Deposition), por plasma de micro-ondas, filamento quente
ou assistida por chama, para formar um filme fino sobre um substrato. A deposi¢do pode ser
feita em diferentes substratos condutores como silicio, tungsténio, titanio e molibdénio
(CASSIA et al., 2005). Os reagentes empregados sdo metano ou outras substincias organicas
como fonte de carbono (etanol ou acetona) diluidos em hidrogénio. Para aumentar a qualidade
final dos filmes, também podem ser usados compostos halogenados ou pequenas fracdes de
oxigénio. O diamante, tem uma resistividade alta na ordem de 10'® Q cm, e ¢ considerado um
material isolante. Assim, a dopagem do filme de diamante faz com que o material adquira boa

condutividade para ser empregado como eletrodo (HARAM, 2007).

Os dopantes mais comuns sdo boro, nitrogénio, fosforo, enxofre e, algumas vezes,
codopantes com boro-enxofre e nitrogénio-boro. O boro € o dopante mais utilizado durante a
producao de eletrodos de diamantes condutores, pois possui menor energia de ativagdo como
transportador de carga (0,37 eV). A dopagem de boro ocorre durante o crescimento do filme de
diamante, ao se adicionar substancias contendo boro como diborano, trimetilborato ou 6xido de
boro a mistura de gas empregados para a deposi¢ao no substrato (KRAFT, 2007). Além disso,
a dopagem com o boro leva a um semicondutor do tipo p e a resistividade do filme de diamante
depende da concentracdo de boro no filme, sendo inversamente proporcional. Ou seja, as
propriedades do filme podem ser desde um material dielétrico, semicondutor, semicondutor
degenerado a um semimetal, a medida que a concentracdo do dopante aumenta (PLESKOV,

2000).

As vantagens do BDD, quando comparado a outras formas de carbono, estdo
relacionadas principalmente a reprodutibilidade do estado de sua superficie, a ampla janela de
potencial com baixa corrente de fundo juntamente com as correntes capacitivas quase
despreziveis (CODOGNOTO et al., 2004). Além disso, possui cinética relativamente rapida de
transferéncia de elétrons, baixa adsor¢ao molecular, além de estabilidade mecanica e quimica
(FUJISHIMA et al., 2005).Com isso, o uso do BDD como eletrodo de trabalho tem sido
bastante relatado na literatura em diferentes sistemas de analise (ALPAR et al., 2017,
OLIVEIRA et al., 2018; TORMIN et al., 2012; WONG; SANTOS; FATIBELLO-FILHO,
2018). Portanto, neste trabalho o BDD foi escolhido para o estudo eletroquimico e

desenvolvimento de um novo método de detecgao para efedrina.
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1.5 Analise por injecio em batelada (BIA)

Analise por injecdao em batelada (BIA, do inglés, Batch Injection Analysis), apresentado
pela primeira vez em 1991 por Wang e Taha, ¢ uma técnica na qual consiste em injetar uma
pequena quantidade de amostra, com auxilio de uma micropipeta (normalmente eletronica)
posicionada opostamente ao eletrodo de trabalho (arranjo wall-jet), na superficie do detector
(eletrodo de trabalho) imerso em um grande volume de solucdo inerte (WANG; TAHA, 1991).
A Figura 5 apresenta o esquema da célula BIA com detecgdo eletroquimica, adaptada para o

uso do eletrodo de BDD.

Figura 5. Esquema de uma célula BIA com configuragdo wall-jet, adaptada ao uso do eletrodo de BDD.

Polipropileno

Polipropileno

Parafusos

Fonte: Adaptada de (TORMIN et al., 2011).

O sistema BIA tem como caracteristica rapidez, boa repetibilidade, reprodutibilidade,
simplicidade e capacidade de trabalhar com pequenas quantidades de reagentes e amostras. Para
isso, o uso de uma micropipeta eletronica programavel ¢ necessario para garantir uma alta
reprodutibilidade (GIMENES et al., 2012). Além disso, outra caracteristica do sistema BIA ¢ a
menor possibilidade de contaminacdo da superficie do eletrodo de trabalho uma vez que o
analito passa um menor tempo em contato com eletrodo durante a analise (QUINTINO;
ANGNES, 2004) permitindo ainda analises sequenciais sem a necessidade de troca do sistema

eletroquimico.
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A portabilidade do sistema BIA ¢ garantida devido a célula ter uma base adequada para
sustenta-la. Além disso, por utilizar uma tampa para colocar os eletrodos sem necessidade de
suportes para manté-los, juntamente com a utilizagdo de potenciostato portatil alimentado por
bateria e micropipeta eletronica. O sistema BIA com detecgdo eletroquimica vem se tornando
um método bastante promissor devido a portabilidade, simplicidade e a capacidade de
realizarem analises rapidas e de baixo custo. Assim, varios métodos foram apresentados nos
ultimos anos envolvendo deteccdo por SWV (FREITAS et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2016;
SILVA et al., 2017).

1.6 Parametros analiticos utilizados nos métodos propostos

Os parametros para validacao de métodos analiticos envolvem: seletividade; linearidade
e faixa de aplicagdo; precisdo; exatidao; limite de detecgdo; limite de quantificacdo, robustez,
dentre outros. Estes termos sdo conhecidos como parametros de desempenho analitico ou como
figuras analiticas de mérito (RIBANI et al., 2004; RIBEIRO et al., 2008). A seguir, uma breve

descricao dos parametros utilizados no presente trabalho.

1.6.1 Especificidade e seletividade

A especificidade e seletividade sdao relacionadas a deteccdo analitica de uma espécie de
interesse. Isto €, um método instrumental que produz resposta para uma unica substancia de
interesse, na presenca de outras, pode ser chamado de especifico. Um método que produz
resposta para varios compostos com uma caracteristica em comum, mas que se pode distinguir
a resposta de um analito dos outros, pode ser chamado de seletivo (VAN STADEN et al., 2007).
Portanto, ao desenvolver um método, € necessario garantir a detec¢do das substancias quimicas
de interesse na presenca de componentes que podem interferir na deteccdo, seja em uma
amostra complexa, ingrediente ativo, impurezas ou outra espécie com propriedades

semelhantes (RIBANI et al., 2004).
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1.6.2 Sensibilidade

A sensibilidade da curva de calibracdo ¢ a variagao do sinal analitico obtido em relagao
a variagdo da concentragdo da espécie eletroativa de interesse. Isto €, a inclinagdo da curva de
calibragdo. Se a relacdo entre os pardmetros ¢ linear, a sensibilidade sera constante e
independente da concentracdo. Se a curva ndo for linear, a sensibilidade variara com a

concentragdo e nao tera um valor unico (RIBANI et al., 2004).

1.6.3 Linearidade

A linearidade de um método corresponde a capacidade de expressar uma faixa a qual o
sinal analitico ¢ linearmente dependente e proporcional a concentragdo, a equacao matematica
pode ser expressa como uma equacdo de reta conhecida como curva analitica ou curva de

calibra¢ao (RIBEIRO et al., 2008).

A curva de calibracao proporciona a equagdo da reta que relaciona dois coeficientes de

regressao:

y=bx+a

Onde: y ¢ a resposta ou sinal analitico, x € a concentracdo, b ¢ a inclinacdo da curva de

calibracao (sensibilidade) e a € interse¢ao com o eixo y, quando x ¢ igual a zero.

Na pratica, as linhas devem ser definidas por no minimo cinco pontos que nao incluam
0 ponto zero na curva, devido aos possiveis erros associados. Além disso, deve ser feito no
minimo trés vezes cada analise, com estimativa do desvio padrdo relativo (DPR) inferior a 5%
(RIBANI et al., 2004). A relacdo linear, equagdo y = bx + a, s6 ¢ valida em um determinado
intervalo de concentracao da espécie medida. Este intervalo de concentragdes, no qual se pode

construir uma curva analitica linear, € a faixa linear dinamica.

1.6.4 Limite de deteccao

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentragdo da espécie de interesse que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada. Para determinar LD, o método de
estimativa do limite de deteccdo baseando-se em parametros da curva analitica, frequentemente,

¢ o mais empregado (RIBANI et al., 2004). Pode ser expresso como:
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LD=3Xsg/S

Onde: sg ¢ o desvio padrao do branco e S € o coeficiente angular da curva de calibracao

ou sensibilidade da calibragao.

1.6.5 Limite de quantificacio

O limite de quantificagdo (LQ) ¢ determinado pela andlise de amostras com
concentracdes conhecidas da espécie de interesse, € corresponde a menor concentragdo que
pode ser quantificada dentro dos limites de exatidao (proximidade dos resultados obtidos pelo
método em um estudo em relacdo ao valor verdadeiro) e precisao (concordancia entre varios
resultados obtidos da mesma forma) do método (RIBEIRO et al., 2008). O LQ pode ser

EXPpresso como:

LQ=3,33 x LD

1.6.6 Repetibilidade

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

local, e repetigdes em curto espago de tempo) (RIBANI et al., 2004).

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

relativo (DPR) € calculado da seguinte forma:

DPR (%) =2 X 100

Onde: DPx ¢ o desvio padrdao da concentragdo encontrada e X ¢ a concentragao média

encontrada.
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1.6.7 Recuperacio

A recuperacgdo (ou fator de recuperagdo) ¢ definida como a propor¢ao da quantidade da
substancia de interesse, presente ou adicionada (“spiked ”’) na por¢ao analitica do material teste,
que ¢ extraida e passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004). A recuperagao ¢ calculada

a partir da equacao:

Recuperacao (%) = (Clc_—cz) X 100

3

Onde: C; a concentracao do analito na amostra fortificada, C, a concentragao do analito

na amostra nao fortificada e Cs a concentragao do analito adicionada a amostra fortificada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um método eletroquimico simples, de
baixo custo e portatil para uma analise em campo (“in loco”) com a finalidade de uma triagem
rapida para detectar adulteragdes com efedrina em suplementos alimentares ou fitoterapicos
usados para intensificar e acelerar o processo de emagrecimento, empregando a andlise por
injecdo em batelada com deteccao por voltametria de onda quadrada (BIA-SWV) utilizando o

eletrodo de diamante dopado com boro.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do trabalho:

¢ Estudo do meio para obter o melhor sinal utilizando BDD como eletrodo de
trabalho;

¢ Estudo do comportamento eletroquimico da efedrina ¢ o nimero de elétrons
envolvidos na reagao redox;

*» Desenvolvimento de um método simples e rapido (BIA-SWV) para a detec¢ao

de efedrina em amostras de suplementos alimentares e fitoterapicos;

¢ Quantificacdo da efedrina em amostras reais.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucoes

Todas solugdes foram preparadas com agua deionizada de alta pureza (resistividade
superior a 18 MQ cm) obtida de sistema de purificagdo de dgua Milli Q (Millipore, Bedford,
MA, USA). O padrio de efedrina utilizado foi obtido de Fagron (india). Todos reagentes
utilizados neste trabalho apresentam pureza analitica e foram utilizados sem purificacao prévia.

As especificacdes dos os reagentes utilizados sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Lista de reagentes usados no estudo e suas respectivas especificagoes.

Reagente Empresa Origem Teor (%)
Acido sulfrico Vetec Rio de Janeiro — Brasil 95-99
Acido acético Vetec Rio de Janeiro — Brasil 99,7
Acido fosférico Synth Diadema — Brasil 85,0
Acido bérico Panreac Barcelona — Espanha 99,5

Hidroxido de soédio Panreac Barcelona — Espanha 98,0

Fonte: O proprio autor.

Para o estudo do comportamento eletroquimico da efedrina em fun¢do do pH, foi
preparada uma solugdo tampdo Britton-Robbinson (BR) composta por 0,04 mol L' de 4cido
borico (pKa =9,2) (YIN; LIN, 1996), 0,04 mol L' de 4cido fosforico (pKa =2,15; 7,1 e 12,4)
(OLOFSSON; SPARR, 2013) e 0,04 mol L' 4cido acético (pKa = 4,76) (WARING, 2002).
Solucdes tampao BR de diferentes pHs (2,0 a 7,0) foram preparados com o auxilio de um

pHmetro e de uma solugdo de hidroxido de sodio 5,0 mol L.

Apds otimizado o pH correspondente ao melhor sinal eletroquimico, foi definido o
eletrolito suporte como sendo o tampdo 4cido acético/acetato 0,1 mol L™ a pH igual 4,7. No
preparo desse eletrolito de suporte, 5,74 mL de acido acético comercial foram diluidos em agua
deionizada em um baldao volumétrico de 1,0 L. Todas as amostras utilizadas neste trabalho
foram preparadas por dilui¢do diretamente no eletrolito enquanto as solucdes de estoque de

efedrina (10 mL) foram preparadas na concentragdo de 1000,0 mg L' em 4gua deionizada.
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3.2 Amostras de fitoterapicos

Nos estudos de adulteracdo de suplementos alimentares e/ou fitoterapicos com efedrina,
seis amostras foram adquiridas em diferentes lojas locais, sendo cinco formulagdes para
emagrecimento contendo somente produtos de fontes naturais e um suplemento a base de
cafeina. Informagdes como o nome comercial, forma fisica e composi¢cdo declarada sao

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas e composi¢des declaradas das amostras utilizadas para identificagdo de adulteragdes por

efedrina.
Amostra  Nome comercial Forma fisica Composicao declarada
1 Cha verde Cépsula Camellia sinensis
2 Garcinia Cépsula Garcinia cambogia
3 Garcinia composta Cépsula Garcinia camboria e centella asiatica
4 Lipo Diet Emagry® Capsula ()
5 Spirulina Capsula Arthrospira plantensis e Arthrospira
maxima
6 Thermodrol® Céapsula Caféina

(a) alcachofra, berinjela, beterraba, chia, gengibre, laranja amarga, linhaga, maracuja, maca peruana (Lepidium

meyenii) e psyllium (plantago ovata).

Fonte: O proprio autor.

No preparo das amostras de suplementos alimentares, 10 capsulas do mesmo
produto foram abertas e os conteudos misturados e homogeneizados. Em seguida, um grama de
cada amostra pura foi pesado e transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL. Para as
amostras dopadas, adicionou-se 1% (m/m) do padrdo de efedrina, misturando-se 0,99 g das
amostras com 0,01 g do padrdo e transferidos para os tubos de centrifuga de 15 mL.
Posteriormente, 10 mL de eletrdlito suporte foram entdo adicionados nos tubos e agitados
manualmente, em seguida os tubos foram deixados em repouso por 10 minutos para decantagao
de solidos insoluveis. Apds o preparo, todas amostras foram adequadamente diluidas até o

intervalo de concentragdes linear para cada método proposto. A propor¢ao de dopante nas
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amostras foi definida levando em conta a posologia indicada do suplemento e a quantidade da

substancia adulterante possivelmente contida em uma amostra real.

3.3 Instrumentacio

3.3.1 Medidas eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas empregando um potenciostato
HAUTOLAB tipo III (Eco Chemie, Utrecht, The Netherlands — Metrohm®) conectado a um
computador e controlado por meio do software NOVA 2.1. Nos voltamogramas de onda
quadrada mostrados neste trabalho foi realizado a corre¢do da linha-base por meio do software
NOVA 2.1 e todos os dados foram tratados utilizando softwares Microsoft Office Excel 365 e

Origin Pro 7.

3.3.2 Eletrodos

Neste trabalho foi utilizado como eletrodo de trabalho o diamante dopado com boro
(BDD; 4rea geométrica igual a 22,9 mm?) adquirido da empresa Adamant Technologies SA, La
Chaux-de-Fonds, Suica (atualmente chamada NeoCoat AS — La Chaux-de-Fonfs, Sui¢a). Trata-
se de uma base de silicio (0,7 x 0,7 cm) com espessura de aproximadamente 1,2 mm coberto

por um filme de diamante (~ 1,2 um) com nivel de dopagem de boro de 7000 a 8000 ppm.

Antes do inicio das medidas eletroquimicas, o eletrodo BDD foi submetido a um
processo de ativacdo/limpeza. Neste trabalho dois modos de limpeza eletroquimica foram
empregados: 1) a ativagao anodica (aplicando uma corrente de +0,01 A) em uma solucao tampao
BR 0,04 mol L*! de cada 4cido constituinte (pH = 1,8) (TERASHIMA et al., 2003) antes do
primeiro uso do eletrodo ou quando o voltamograma apresentasse muito ruido e ii) a ativacao
catodica (aplicando uma corrente de -0,01 A) em meio de H>SO4 0,1 mol L' (SALAZAR-
BANDA et al., 2006). O tempo de ativacdo era de 15 minutos quando utilizado somente a
ativacao catodica e de 30 minutos (15 + 15) quando realizado tanto a ativagao anddica quanto
a catodica. Quando efetuado a anddica, sempre foi necessério efetuar a ativagao catddica depois.
Além disso, a ativagdo catddica foi realizada diariamente antecipadamente ao uso, para gerar
uma superficie com mais terminagdes em hidrogénio tornando a transferéncia eletronica

facilitada e a superficie mais condutiva.
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Em todos experimentos foi utilizado como eletrodo de referéncia um mini eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KClsa) (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996) preparado no proprio
laboratério pela eletrodeposi¢do de AgCl sobre um fio de Ag através da aplicagdo de +0,3 V
em meio de uma solugdo de HCI 0,1 mol L™! durante 1 hora. Como eletrodo auxiliar ou contra-

eletrodo, foi utilizado um fio de platina.

3.3.3 Célula eletroquimica para medidas estacionarias e sistema BIA

Nas medidas voltamétricas estacionarias com eletrodo BDD, foi utilizado uma célula de
polipropileno (~10 mL) como mostrado na Figura 6. Os eletrodos de referéncia e contra-
eletrodo foram situados na célula com auxilio de uma garra de fixagdo. A célula possui um
orificio no fundo no qual permite o contato do eletrodo de trabalho BDD com a solug@o dentro
da célula. Com o auxilio de um anel (“o-ring”) de borracha, o eletrodo BDD ¢ mantido e
pressionado contra uma placa metalica que ¢ fixada com auxilio de parafusos no fundo da parte
externa da célula. A placa metalica serve como contato elétrico entre o eletrodo de trabalho e
os cabos do potenciostato. A agitagao foi realizada com a ajuda de uma barra metalica cabivel
na cé€lula a qual ndo entrava em contato com o eletrodo de trabalho. Todos os experimentos
foram realizados sem a remogado de O2 dissolvido e sem um banho termostatico (temperatura

ambiente).

Figura 6. (A) Esquema de posicionamento do eletrodo de BDD com o anel de borracha. (B) Vista frontal da célula
estacionaria. (C) Vista superior da célula estacionaria, mostrando o orificio e eletrodo de trabalho no fundo da

célula.

(A) (B) (C)

Fonte: (SILVA, 2017).
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Nos estudos com o sistema BIA, foi utilizada uma célula construida no préprio
laboratério (TORMIN et al., 2011) e aprimorada com o auxilio da oficina da Faculdade de
Mecanica — UFU. A Figura 7 apresenta a respectiva célula constituida a partir de um tarugo de
polipropileno com as dimensdes: Dexteno = 7,5 cm; comprimento = 6 cm; Oinemo = 6 cm;
profundidade de 5 cm; volume total igual a, aproximadamente, 150 mL. No furo efetuado no
centro da base foi posicionado o eletrodo de BDD com auxilio de um anel de borracha (o-ring)
de forma similar a célula estacionaria. A area 1til do eletrodo de BDD ¢ definida pelo didmetro
interno deste anel (5 mm; area = 22,9 mm?). O eletrodo BDD ¢ mantido e pressionado contra
uma placa metdlica que € fixada com auxilio de parafusos no fundo da parte externa da célula.

A placa metalica além de fixar o eletrodo de trabalho, € util para manter o contato elétrico.

Uma tampa de polipropileno foi fixada no lado aberto do tarugo. Figura 7B apresenta
quatro orificios da tampa, sendo o furo central (na mesma dire¢do do eletrodo de trabalho na
base da célula) para o encaixe da ponteira da pipeta eletronica. Os outros trés furos proximos a
periferia da tampa sdo para a fixa¢do dos eletrodos de referéncia e contra-eletrodo na ordem
que desejar. A abertura na tampa € para a insercao do agitador mecanico. Na Figura 7A ¢
apresentado uma imagem da célula pela vista frontal, mostrando também os orificios para
posicionamento dos eletrodos € do micromotor DC que foi usado para agitar a solugdo entre as

injecdes aplicadas utilizando BIA-SWV.
Figura 7. (A) Imagem da célula frontal BIA utilizada. (B) Imagem superior da tampa da célula BIA.

(A) Pipeta (B)
Agitador

Eletrodos |

Suporte

Fonte: Adaptada de (FREITAS, 2019).
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O sistema de agitagcdo ¢ composto por um micro-motor DC 12 V usado originalmente
em secadores de cabelos e brinquedos elétricos. Ao eixo deste micromotor foi adaptada uma
haste de teflon (PEREIRA et al., 2012) e a velocidade de agitagdo ¢ controlada com uma fonte
universal de potencial variavel (3 a 12 V — 700 a 4000 rpm). Quanto maior o potencial
selecionado, maior € a rotacdo do motor (Figura 8B). Para a injecao neste sistema foi utilizado
uma pipeta eletronica motorizada (Eppendorf® Multipette stream) que permite inje¢des de 10 a
1000 pL (usando uma ponteira combitip® de 1 mL) com velocidade de injecdo de 28 a 250 pL
s (Figura 8A).

Figura 8. (A) Sistema BIA montado com a pipeta eletronica. (B) Sistema de agitagao utilizado no sistema BIA.

(A) [

Fonte: O proprio autor.

A célula foi construida de forma que durante a injecdo, a ponteira da pipeta eletronica
fique posicionada a aproximadamente 2 mm do eletrodo de BDD com o objetivo de obter
resultados reprodutiveis durante a analises (QUINTINO; ANGNES, 2004). A Figura 9
apresenta as etapas de injecdo, iniciando com a agitacao do eletrolito suporte (Figura 9A). A
injecdo ¢ realizada sem agitacdo de forma que a aliquota injetada permanega proximo a
superficie do eletrodo durante toda a varredura (Figura 9B). Para a dispersdo, ¢ ativada a

agita¢do no sistema (Figura 9C).
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Figura 9. Esquema mostrando o procedimento de analise com o sistema BIA com as seguintes etapas da injegdo:
(A) instante antes da injecdo sob agitacdo, (B) durante a inje¢do e a analise ¢ (C) apos a dispersdo da aliquota
injetada. Sendo: (a) o eletrodo de referéncia, (b) o contra-eletrodo, (c) a ponteira da micropipeta e (d) o micromotor
DC.

(B) (C)

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

BDD

O sistema de analise utilizado neste trabalho poderia ser facilmente adaptado um método
portatil para analises fora do laboratorio, para isso pode-se utilizar um mini-potenciostato
funcionado por bateria e um computador para o tratamento dos dados. O mini-potenciostato
pode ser conectado ao computador por meio de um cabo USB (do inglés, Universal Serial Bus)
ou por conexao Bluetooth. Além disso, o sistema exibido pode ser utilizado para todos os
métodos empregados neste trabalho. Na Figura 10 ¢ apresentado uma foto de um sistema de

analise eletroquimica portatil utilizando o mini-potenciostato com conexao Bluetooth.

Figura 10. Foto do sistema BIA portatil. (A) Computador para adquirir e tratar os dados. (B) Mini-potenciostato
portatil conectado via Bluetooth. (C) Sistema BIA.

Fonte: O proprio autor.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Comportamento eletroquimico da efedrina

Primeiramente, foi testado o comportamento eletroquimico da efedrina empregando CV
em tampao BR em uma faixa de pH de 2,0 a 7,0. Devido a solubilidade da efedrina (pKa =
9.58) (LI; DING; CAO, 2008), o estudo em valores de pHs maiores que 7,0 nao foram feitos
uma vez que precisaria de solventes organicos para garantir a solubilidade. Logo, por este
trabalho tratar-se de um método simples e de baixo custo, optou-se por estudar o
comportamento eletroquimico da efedrina somente em meio acido. O trabalho foi realizado
utilizando o BDD como eletrodo de trabalho em uma faixa de 0,0 a +2,2 V vs. Ag/AgCl (com
KClsa). A Figura 11 apresenta o resultado da influéncia do pH no processo de oxidacdo da

efedrina em tampao BR.

Figura 11. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solu¢do tampdo BR (pH 2,0 — 7,0) com 100,0 mg L' de
efedrina (linhas coloridas) e sem (linha preta). (B) Efeito de pH (pH 2,0 -7,0) em relago ao potencial de pico (£;)
e corrente de pico (I,) com 100,0 mg L' de efedrina em 0,04 mol L de solugdo tampdo BR. Parametros CV:

velocidade de varredura: 50 mV s!; Step: 5 mV.
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Fonte: O proprio autor.

A Figura 11A mostra os voltamogramas na faixa de pH estudada entre 2,0 e 7,0; porém
em pH igual a 7,0 ndo foi observado a definicdo de um pico de oxidagdo. Além disso, nota-se
que em pH igual a 5,0 a efedrina possui maior sinal de corrente de pico. O maior potencial de
pico, aproximadamente +1,93 V, foi observado em solucao tampao BR de pH igual a 4 (Figura

11B).
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Com isso, partindo da solugdo tampao BR, foi percebido que o pH estimado para
melhorar a sensibilidade da detec¢do da efedrina condiz com a regido tamponante do acido
acético. Sendo assim, o tampdo 4cido acético/acetato 0,1 mol L™ (pH 4,7) foi escolhido como
o melhor eletrélito suporte para a deteccdo de efedrina uma vez que era mais simples e

necessitava de uma menor quantidade de reagentes.

Definido o eletrdlito suporte e o pH de trabalho, foram feitos estudos para a
determinagdo das informagdes necessarias para o mecanismo de oxidacdo da efedrina. Para
1sso, foi analisado o comportamento frente a variagdes de velocidade de varredura (v) utilizando
a CV. A Figura 12A mostra os voltamogramas obtidos com 100,0 mg L de efedrina em base

a variacdo da velocidade de varredura de 0,02 Vs'a 0,12 Vs,

Figura 12. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com 100,0 mg L' de efedrina em solugdo tampdo 4cido
acético/acetato 0,1 mol L' (pH 4,7) em relacfo a variagio da velocidade de varredura. (B) Variacdo do potencial

de pico em relagdo a velocidade de varredura.
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Fonte: O proprio autor.

Como pode ser observado na Figura 12A, ndo hé a presenca do pico de reducdo durante
a varredura na janela de potencial analisada. Além disso, a medida que aumenta a velocidade
de varredura o potencial de pico ¢ deslocado a valores mais positivos como mostrado na Figura
12B, tal atributo ¢ uma das caracteristicas de um processo irreversivel (KLINGLER; KOCHI,
1981).



35

Para obter mais informacdes, pode-se relacionar a corrente de pico (/) com a velocidade
de varredura para descobrir se o transporte de massa ¢ governado pela difusdo ou adsor¢ao das
espécies eletroativas na interface-solugdo. Na Figura 13 é mostrada a variagdo da corrente de

pico em relagd@o a velocidade de varredura.

Figura 13. Relacdo entre a corrente de pico e velocidade de varredura.
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Fonte: O proprio autor.

Como foi mostrado na Figura 13, foi possivel observar que a efedrina tem um
comportamento linear ao relacionar /, x v. Com essa informagdo, pode-se concluir
primeiramente que o comportamento ¢ mais uma caracteristica de um processo irreversivel e
que o transporte de massa na oxidacao de efedrina ¢ controlado preferencialmente por adsor¢ao
(GOSSER, 1993). Ou seja, as moléculas de efedrina precisam entrar em contato com a
superficie do eletrodo de trabalho e permanecem adsorvidas brevemente para ocorrer a
oxidacdo da espécie. Para confirmar essa conclusdo, foi estudado a relacdo entre o log (1) vs.

log (v) como ¢ mostrado na Figura 14.
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Figura 14. Relagdo entre o logaritmo da corrente de pico (log (/) e o logaritmo da velocidade de varredura (log

).
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Fonte: O proprio autor.

A literatura (AIKENS, 2009) traz que coeficiente angular proximo a 0,50 corresponde
a um transporte de massa governado pela difusdo enquanto valores proximos de 1,00
corresponde a processos de adsor¢dao. Assim, como pode ser visto na Figura 14, a relagdo de
logaritmo entre a corrente de pico e a velocidade de varredura apresenta boa linearidade (R? =
0,99) e seu coeficiente angular igual a 0,80 ¢ um valor proximo de 1,00; confirmando, segundo

a literatura, que se trata de um sistema preferencialmente controlado por adsorg¢ao.

Confirmado que a oxidacdo ¢ um processo irreversivel com transporte de massa
governado por adsor¢do, o nimero de elétrons pode ser calculado por meio da equagao de
Laviron. Para processos redox irreversiveis a relacdo entre o potencial de pico e o logaritmo da
velocidade de varredura ¢ dado pela equacao a seguir (LAVIRON, 1979):

Ey= B + (2,303RT) log (RTk“) _ (2,303RT) log(v)

anF anF anF

Onde: F ¢ a constante de Faraday (96485 C mol™), R ¢ a constante universal dos gases
(8,3145 J K''mol ), T é a temperatura termodinimica (298,15 K), n é o nimero de elétrons
transferidos durante a oxidacdo, a € o coeficiente de transferéncia de carga, E°’ ¢ o potencial

formal e k° ¢ a constante de velocidade heterogénea.
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A dependéncia entre o potencial de pico (E}) e logaritmo da velocidade de varredura
(log (v)) ¢ apresentado na Figura 15. Observou-se uma relagdo linear com um coeficiente de

correlacdo igual a 0,99 com a equagao da reta igual a:

E, = 0,1008 (log(v)) + 2,0652

Figura 15. Relagdo entre o potencial de pico (£;) e log (v).
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Fonte: O proprio autor.

Aplicando a inclinagao da equacdo 2 na equacao 1, foi possivel calcular o valor de na
= 0,59. Segundo a literatura, para moléculas organicas considerar-se que a = 0,50 (BARD;
FAULKNER, 2001), assim pode-se determinar o nimero de elétrons envolvidos na oxidacao

da efedrina nas condi¢des otimizadas como sendo de n = 1 elétron.

4.2 Estudo e otimizacio dos parametros de SWV

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método de analise empregando
a SWV. Assim, os seguintes parametros instrumentais necessitam ser otimizados para obten¢ao
de uma melhor resposta: amplitude de pulsos de potencial (a) frequéncia de aplicacdo dos

pulsos de potenciais (f) e incremento de varredura de potencial (AE).
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No processo de oxidagdo da efedrina, a influéncia dos parametros de SWV foram
analisados utilizando 30,0 mg L' de efedrina, uma solucdo tampdo 4cido acético/acetato 0,1
mol L™ ! como eletrdlito suporte e BDD como eletrodo de trabalho. A frequéncia de aplicagio
dos pulsos de potencial foi avaliada no intervalo de 10 s' a 100 s! mantendo-se a amplitude e
o incremento de potencial fixos em 50 mV e 2 mV, respectivamente. A amplitude foi analisada
em um intervalo de 10 mV a 100 mV mantendo-se os outros pardmetros fixos (f= 50 s™!; AEs
=2 mV). Depois, para a avaliacdo do incremento de potencial em um intervalo de 1 mV a 10
mV, foi mantido a frequéncia fixa em 50 s™' e a amplitude fixa em 50 mV. A Figura 16 mostra
os resultados obtidos da variagao de cada parametro analisado para a otimizagao da voltametria
de onda quadrada.

Figura 16. Relacao entre a corrente de pico ¢ a variagdo (A) da frequéncia, (B) da amplitude e (C) do incremento

de potencial. Concentragdo de efedrina: 30,0 mg L' em eletrélito tampao 4cido acético/acetato 0,1 mol L' de pH
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Analisando a Figura 16A, observa-se um aumento de corrente até o valor de 50 s™!, a
partir deste valor houve um decréscimo na corrente de pico. Além disso, o maior valor de
corrente é referente a frequéncia igual 50 s™!, mas o menor desvio sendo para 40 s™'. Deste modo,
o valor de 40 s! foi escolhido. Para o estudo da amplitude (Figura 16B), a corrente de oxidacio
da efedrina aumenta com a amplitude em todo intervalo estudado, porém, altos valores de
amplitude e de incremento promove menos pontos de medidas presentes no voltamograma.
Dessa forma, o valor de 70 mV para a amplitude foi escolhido. Para o incremento de potencial
(Figura 16C), o aumento provocado na corrente pelo aumento do incremento, se torna menos
significativo a partir de 6 mV, sendo este valor selecionado para as medidas subsequentes

realizadas por SWV.

4.3 Aplicacdo do método SWYV estudado ao sistema BIA

Feito a defini¢do dos parametros SWV e das melhores condigdes para analise em
sistema estacionario (cé€lula de polipropileno com capacidade de aproximadamente 15 mL), o
método foi adaptado para o sistema portatil BIA uma vez que a célula estacionaria € um sistema

complicado e dificil para analises fora do laboratorio.

As injecdes no sistema BIA foram realizadas a, aproximadamente, 1 segundo antes do
inicio da varredura. Isto ¢, quando o eletrolito contido dentro da célula ja estava sem agitacao
para permitir que a efedrina chegasse a superficie do eletrodo somente pelo fluxo criado pela

injecdo e permanecesse proxima a superficie do eletrodo.

Portanto, foram realizadas as otimizag¢des para determinar o volume de injecdo e a
velocidade de escoamento da pipeta eletronica. O volume de inje¢do foi estudado em uma faixa
entre 20 a 160 pL fixando a velocidade em 78,1 uL s! e utilizando 30,0 mg L' de efedrina. A
Figura 17 apresenta, em triplicata, a variagdo da corrente de pico da efedrina em relacdo a

variagdo do volume de injecao.
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Figura 17. Variagdo da corrente de oxidagdo para 30,0 mg L de efedrina em relagdo a variagdo do volume

injetado com a velocidade igual a 78,1 uL s™.
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Fonte: O proprio autor.

Na Figura 17 pode-se observar que os volumes de 140 e 160 puL apresentaram maiores
sinais de corrente de pico e que seus valores sdo bem proximos. Com isso, € possivel afirmar
que: se houvesse mais adi¢cdes de volumes maiores, o valor da corrente de pico permaneceria
proxima aos valores encontrada em 140 e 160 puL. Além disso, pode-se observar que o desvio
padrao para o volume de 120 pL foi o menor, sendo este escolhido para os proximos estudos.
Além disso, com base na Figura 17, pode-se perceber um ganho de corrente quando ¢ acoplado

o sistema BIA com detec¢ao por SWV tornando o método mais sensivel.

Para a otimizagao da velocidade de injecdo, foram feitas inje¢des com o volume fixo em
120 uL e variando a velocidade entre 16,5 a 370 puL s'. A Figura 18 apresenta os resultados

adquiridos, em triplicata, da variacao da corrente de pico da efedrina em fun¢ao da velocidade.
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Figura 18. Variagio da corrente de oxidacdo para 30,0 mg L™ de efedrina em relagdo a variagdo da velocidade de

inje¢do com o volume fixado a 120 pL.
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Fonte: O proprio autor.

Pela Figura 18, pode-se observar que para velocidades aplicadas acima de 213 uL s a
resposta da corrente de pico da efedrina comeca a diminuir. O comportamento observado pode
ter ocorrido devido a altas velocidades programadas pela pipeta eletronica que criam um fluxo
de inje¢do mais forte. Com isso, algumas moléculas sdao retiradas e/ou espalhadas da
proximidade da superficie do eletrodo pela turbuléncia do fluxo causando uma queda da
corrente. No entanto, € possivel observar que o aumento da corrente ocorre com o aumento da
velocidade entre 16,5 e 213 uL s'. Assim, o valor selecionado para os proximos testes foi de

164 uL s! devido apresentar o maior sinal e possuir menor desvio padrio.

4.4 Faixa Linear

Feito as otimizagdes dos parametros do sistema BIA-SWYV, foi feito o estudo para
determinar a faixa linear de trabalho da efedrina. A Figura 19 apresenta a faixa linear e a
variagdo da corrente de pico a medida que a concentragdo de efedrina aumenta (5,0 mg L' a

60,0 mg L.
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Figura 19. Curva obtida para solugdes de 5,0 a 60,0 mg L' de efedrina. Estando nas condigdes experimentais:
eletrolito suporte sendo uma solugdo tampdo acido acético/acetato 0,1 mol L' de pH=4,7,a=70 mV, /=40 s™!

e AEs=6mV.
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Fonte: O proprio autor.

Com base na Figura 19, pode ser observado que a linearidade entre a corrente de pico e
a concentragio de efedrina estd na faixa entre 5,0 a 40,0 mg L!. Acima dessa concentragdo, as
respostas deixam de serem lineares. A equacdo para a curva de calibracao de efedrina usando

os parametros otimizados ¢ representado por:

I,/ pA=1,19 + 0,07 {{EFD] / (mg L)} + 3,60 + 0,18

O LD calculado para a curva de calibrag¢io da efedrina foi de 0,13 mg L' (3x Sg/S, sendo
Sg 0 desvio padrio e S a inclinagdo da curva de calibragdo) e o LQ foi de 0,43 mg L' (LQ =
3,33xLD).

4.5 Repetibilidade

Ap6s a definicdo das melhores condicdes de trabalho, um estudo para avaliacdo da
repetibilidade do método BIA-SWYV foi realizado. A Figura 20 apresenta os voltamogramas de
onda quadrada feitos no teste de repetibilidade para (A) 40,0 mg L' e (B) 5,0 mg L' de efedrina.

Na Figura 20C sao apresentados os resultados obtidos para 15 inje¢des sucessivas de solugdes
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contendo efedrina em duas concentragdes diferentes: 40,0 (¢) e 5,0 mg L! (m), usando a menor

¢ a maior concentracdo da faixa linear de trabalho.

Figura 20. Voltamogramas de onda quadrada sobrepostos para (A) 40,0 mg L' e (B) 5,0 mg L' de efedrina em
15 injecdes consecutivas. Resultados de corrente de pico (/) obtidos por BIA-SWYV para 15 injegdes sucessivas
de solugdes contendo (C) 40,0 mg L' (e) e 5,0 mg L' (m). Demais condi¢des: Fig. 19.
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Fonte: O proprio autor.

Os resultados apresentados na Figura 20 mostram que existe pouca variacdo nas
correntes de pico registradas ao longo das medidas. Também pode ser visto nos voltamogramas
(A) e (B) que seus perfis sempre permanecem inalterados. Com isso, ¢ possivel perceber a
auséncia de contaminagao na superficie do eletrodo (sem efeitos de memoria), uma vez que nao
ha decaimento constantes das correntes de pico (tendéncia). O desvio padrao relativo foi

calculado e determinado como sendo 1,7% e 0,4% (n = 15) para 5,0 mg L' e 40,0 mg L,

respectivamente.

4.6 Aplicacao do método desenvolvido para triagem (‘‘screening’’) de efedrina em
amostras reais

O desempenho do método BIA-SWV estudado até aqui foi avaliado na triagem ou

screening para identificagdo da efedrina em amostras de suplementos alimentares e

medicamentos naturais/fitoterapicos como: cha verde, garcinia composta, garcinia, Lipo Diet

Emagy®, spirulina € Thermodrol®. Para cada amostra foi feita a dopagem com 1% (m/m) de
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efedrina. Apos a dopagem, cada amostra foi diluida de forma que a concentracdo final de
efedrina em todas as amostras fosse de 10,0 mg L'!. Para comparacgdo, um voltamograma de

cada amostra pura (auséncia de efedrina) também foi feito.

4.6.1 Cha verde

Segundo a literatura, (FREITAS; NAVARRO, 2007) o cha verde, obtido por meio da
erva Camellia sinensis, tem uma alta quantidade de catequinas o qual ¢ capaz de promover
emagrecimento corporal e auxilia na prevengdo e tratamento da obesidade. A Figura 21
apresenta os voltamogramas de onda quadrada no sistema BIA para amostra de cha verde que

foi diluida no eletrolito suporte utilizado antes e depois da dopagem.

Figura 21. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solu¢do de cha verde em solug@o tampao acido
acético/acetato 0,1 mol L' antes (===) ¢ depois (==) da dopagem. Concentragdo final de efedrina: 10,0 mg L.

Demais condigdes: Fig. 19.
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Fonte: O proprio autor.

Na figura 21 pode-se observar picos em, aproximadamente, +0,8 V e +1,4 V que estdo

presentes em ambos voltamogramas. Porém, pode-se notar mais um pico em +1,9 V que esté
presente somente no voltamograma referente a dopagem e diluicdo de 1% de efedrina (===).

Portanto, conclui-se que os dois primeiros picos sdo provenientes da solu¢do de ché verde e que

a deteccdo seletiva da efedrina na amostra de ché verde € possivel.



45

4.6.2 Garcinia composta e Garcinia

A garcinia ¢ utilizada em suplementos fitoterdpicos para o combate da obesidade em
humanos (DAMIAN et al., 2005). A Figura 22 apresenta os voltamogramas de onda quadrada
no sistema BIA para as amostras (A) de garcinia composta e (B) garcinia pura, ambas diluidas

no eletrolito suporte utilizado (solugio tampio 4cido acético/acetato 0,1 mol L1).

Figura 22. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solugdo de (A) garcinia composta ¢ (B) garcinia
pura, ambas em solugdo tampdo 4cido acético/acetato 0,1 mol L! antes (===) e depois, (===) para garcinia composta
e (=) para garcinica pura, da dopagem. Concentragio final de efedrina: 10,0 mg L. Demais condicdes: Fig. 19.
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Fonte: O proprio autor.

Na figura 22A pode-se observar que os voltamogramas, tanto da amostra da garcinia

composta sem dopagem quanto da amostra dopada, se sobrepdem quase completamente.
Porém, em +1,8 V vé-se a presenca da oxidacdo referente a 10,0 mg L de efedrina (==). Na
Figura 22B, observa-se também em +1,8 V o pico de oxida¢do da efedrina 10,0 mg L' apos a
dopagem (===). No entanto, antes da dopagem (===) s4 ¢ mostrado um pico da corre¢ao de linha

de base em aproximadamente +2,1 V. Portanto, ¢ possivel concluir que a deteccao da efedrina

na amostra de garcinia composta e garcinia pura € possivel.
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4.6.3 Lipo Diet Emagry®

Lipo Diet Emagry® trata-se de um fitoterapico natural, um extrato de ervas, tendo como
funcao principal a moderagdo do apetite. Sendo um extrato de ervas, o suplemento fitoterapico
combate a obesidade, ajuda a manter o peso ideal por meio da eliminagdo de gorduras
localizadas. A Figura 23 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtido para uma

solucdo de Lipo Diet Emagry® em tampdo 4cido acético/acetato 0,1 mol L.

Figura 23. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solugio de Lipo Diet Emagry® em tampdo acido
acético/acetato 0,1 mol L' antes (===) ¢ depois (==) da dopagem. Concentragio final de efedrina: 10,0 mg L.
Demais condigdes: Fig. 19.
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Fonte: O proprio autor.

A figura 23 mostra os perfis voltamétricos da amostra estudada sem apresentar pico de
oxidacdo (===). No entanto, ap6s a dopagem e diluicdo de 1% de efedrina (==), o0 voltamograma

passou a apresentar um pico de oxidagao por volta de +1,8 V. Em aproximadamente +2,1 V,
percebe-se uma leve elevagdo no voltamograma no qual conclui-se como a corre¢do da linha
de base. Logo, foi concluido que pode detectar a presenga ou auséncia da efedrina na amostra

de Lipo Diet Emagry®.
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4.6.4 Spirulina

A spirulina por apresentar grande potencial como fonte de proteinas e vitaminas, ¢
utilizada em dietas suplementares as quais resultam em uma redugdo estatisticamente
significativa do peso em pacientes obesos (AMBROSI et al., 2008). Por isso, varias empresas
produtoras de Spirulina vendem o produto como suplemento alimentar em muitas lojas de
alimentos saudaveis em todo o mundo (BELAY et al, 1993). A Figura 24 mostra os
voltamogramas de onda quadrada obtido para uma solugdo de spirulina em tampao acido

acético/acetato 0,1 mol L.

Figura 24. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solugdo de spirulina em solugdo tampéao acido
acético/acetato 0,1 mol L' antes (===) ¢ depois (==) da dopagem. Concentragio final de efedrina: 10,0 mg L.

Demais condigdes: Fig. 19.
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Fonte: O proprio autor.

Na figura 24 pode-se observar um pico de oxidacdo em +1,9 V (===) na amostra estudada
apos a dopagem e diluicdo de 1% de efedrina. No entanto, percebe-se que o voltamograma
referente a amostra antes da dopagem (===) ndo apresenta perfil de oxidacdo presente. Logo,

pode-se concluir que o processo de triagem rapidamente pode trazer informacdes sobre a

presenca ou auséncia da efedrina nesse tipo de amostra analisada.
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4.6.5 Thermodrol®

O Thermodrol® é um suplemento alimentar de cafeina e base de guarana, extrato de noz
cola e cafeina anidra sendo duas fontes naturais. O termogénico tem como fung¢do estimular o
sistema nervoso central para acelerar o metabolismo provocando a produgdo de energia ¢ a
queima de gordura corporal. Além disso, estudos mostraram que o uso de efedrina junto a
cafeina aumenta o desempenho aerobico de atletas melhorando a eficacia e auxiliando no
emagrecimento (BELL; JACOBS, 1999; GRAHAM, 2001). A Figura 25 apresenta os
voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solug¢io de Thermodrol® em tampao 4cido

acético/acetato 0,1 mol L.

Figura 25. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para uma solugdo de Thermodrol® em solucio
tampdo/acetato 0,1 mol L' antes (===) e depois (==) da dopagem. Concentracdo final de efedrina: 10 mg L.

Demais condigdes: Fig. 19.
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Fonte: O proprio autor.

Na figura 25 pode-se observar um pico aproximadamente em +1,5 V em ambos
voltamogramas de onda quadrada da amostra, o qual trata-se da oxidagdo da cafeina presente

no Thermodrol® (suplemento de cafeina). Além disso, a amostra sem a dopagem de efedrina

(===) apresenta somente o pico de oxidacdo da cafeina enquanto apds a dopagem e diluicdo de

1% de efedrina (===), o pico de oxidag¢do em +1,9 V ¢ evidente. Assim, os resultados mostram

que a deteccdo seletiva da efedrina nessa amostra ¢ possivel sem que tenha interferéncia da

cafeina.
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4.7 Aplicando o método BIA-SWYV para a quantificacio da efedrina em amostra de
suplementos alimentares

Além dos estudos de triagem ou screening para a identifica¢do da efedrina nas amostras
apresentadas anteriormente, o método BIA-SWYV foi utilizado para a quantificacdo de efedrina
nestas amostras empregando o método de adi¢do de padrdo. Para isso, foi utilizado os
parametros otimizados até aqui e foi levado em consideragdo a curva de calibragdo obtida (5,0
a40,0 mg L). Os voltamogramas de onda quadrada e as respectivas curvas de calibracio feitas
utilizando o método de adicdo de padrdao para as amostras foram registrados para as amostras

dopadas com (Figura 26) 10,0 mg L' e (Figura 27) 5,0 mg L' de efedrina.

Figura 26. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para seis solu¢des de amostras dopadas com 10,0 mg L de
efedrina antes e depois de cinco adigdes sucessivas de 5,0 mg L' de efedrina para (A) spirulina e (B) Thermodrol®.

Demais condigdes: Fig. 19.
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Figura 27. Voltamogramas de onda quadrada obtidos para seis solugdes de amostras dopadas com 5,0 mg L' de

efedrina antes e depois de cinco adi¢des sucessivas de 5,0 mg L de efedrina para (A) ché verde; (B) garcinica;

(C) garcinia composta ¢ (D) Lipo Diet Emagry®. Demais condi¢des: Fig. 19.
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As Figuras 26 e 27 apresentam as curvas de calibragdo feitas em uma faixa de
concentragio menor (5,0 a 25,0 mg L!) que a faixa linear de efedrina encontrada utilizando
BIA-SWYV para garantir a linearidade nas amostras dentro do intervalo estudado. A seguir, estao

apresentadas as equagdes para cada curva de calibragao estudada:

< Chaverde: I,/ pA = 1,25 {[EFD] / (mg L")} + 6,07;
R?=0,99

% Garcinia: I, / pA = 1,24 {[EFD] / (mg L")} + 6,35;
R?=0,99

< Garcinia composta: I, / pA = 1,13 {[EFD] / (mg L")} + 5,89;
R?=0,99

< Lipo Diet Emagry®: I, / pA = 1,30 {{[EFD]/ (mg L")} + 6,68;
R?=0,99

< Spirulina: I, / pA = 0,92 {[EFD]/(mg L")} + 9,22;
R?=0,98

< Thermodrol®: I, / pA = 0,97 {[EFD]/(mg L")} + 9,57;

R%*=0,99

A partir das equagdes de cada curva de calibragao obtida, pode-se afirmar que a técnica
BIA-SWYV proposta provou ser eficiente para quantificar pequenas concentracdes de efedrina
(5,0mg L' e 10 mg L!) em amostras complexas. A sensibilidade média para todas as amostras
estudadas foi de 1,14 = 0,16 (uA/mg L), com a melhor sensibilidade obtida para a amostra
Lipo Diet Emagry® (1,30 pA/mg L!) e a menor para Spirulina (0,92 pA/mg L '), mostrando

leve variacdo, apesar das diferentes complexidades de cada matriz de amostra.

Além disso, o método apresentou bons resultados para as recuperacdes calculadas nas
amostras variando de 97 a 104%. Isso mostra que o método foi eficiente para a quantificacao
da efedrina mesmo em amostras complexas. Portanto, o0 método apresentado demostrou ser

bastante eficaz para detec¢do de efedrina em suplementos alimentares ou fitoterdpicos e a
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quantificagdo em matrizes complexas com boa recuperacdo, além se serem analises rapidas e

com baixo gasto de reagentes e amostras.
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5 CONCLUSOES

No presente trabalho foi demostrado a potencialidade da deteccdo por SWV acoplada
ao sistema BIA (BIA—SWV) no desenvolvimento de um método para a determinagdo e
quantificagdo da efedrina em amostras de suplementos alimentares e/ou fitoterapicos,

apresentando um baixo LD (0,13 mg L).

Como vantagem, os parametros de injecdo como volume e velocidade de inje¢do do
sistema BIA sdo controlados automaticamente e fixados pela pipeta eletronica, tornando o
procedimento de inje¢do muito reprodutivel e mostrando que os métodos que empregam o
sistema BIA possuem boa repetibilidade. Além disso, este sistema BIA permite a analise rapida
e sequencial de muitas amostras sem necessidade de troca de eletrdlito suportem e geram uma
pequena quantidade de residuo aquoso. O método desenvolvido requer uma etapa simples de
preparo de amostra (apenas diluicdo em quantidade adequada de eletrélito), emprega pequenos

volumes e pode ser aplicado em andlises fora do laboratorio.

Os métodos apresentam ainda sensibilidade, estabilidade e precisdao adequada para a
quantificagdo da efedrina em fitoterdpicos e suplementos alimentares usando um eletrodo de
trabalho BDD sem qualquer modificagao quimica, somente um pré-tratamento eletroquimico
catodico para melhorar o sinal analitico. Além disso, permite a deteccdo de efedrina em
amostras complexas. A seletividade foi suficiente para a deteccdo de efedrina mesmo em
amostras que possuem altas concentragdes de outra espécie eletroativa como o suplemento de

cafeina Thermodrol® que possui uma concentragdo de cafeina bem maior que a de efedrina.

Portanto, a associagao do método SWV com o sistema BIA apresentou grande eficiéncia
para a triagem de amostras com o ganho na portabilidade e na velocidade de andlise, podendo
ser adequada a utilizagdo do método em laboratérios com infraestrutura limitada e para a

realizacdo de analises in loco.
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