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Resumo

Ribeiro, M. M. A. de C. Desenvolvimento de métodos eletroquimico e por
eletromigracao para determinacio de zinco, acido ascérbico, escopolamina e brometo
de butilescopolamina em amostras farmacéuticas e de interesse forense. 2022. 162f.
Tese (Doutorado) — Programa de Po6s-Graduagdo em Quimica, Instituto de Quimica,

Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia — MG, 2022.

Neste trabalho foram desenvolvidos dois métodos simples e rapidos para a determinagao
simultanea de zinco (Zn) e acido ascérbico (AA) em amostras farmacéuticas e um método
para a determinacdo rapida e simultdnea de escopolamina (SCO) e N-butilbrometo de
escopolamina (BSCO) em amostras farmacéuticas e bebidas. Um dos métodos de
determinagdo de Zn e AA foi baseado em andlise por injecdo em batelada com detec¢do
por voltametria de onda quadrada (BIA-SWV) e o outro em eletroforese capilar com
deteccdo condutométrica sem contato (CE-C*D). A determina¢io simultinea de SCO e
BSCO também foi realizada por CE-C*D. Para a determinacdo de Zn e AA por BIA-SWV
foram obtidas faixas lineares de 0,5 a 20,0 pmol L' e de 18,5 a 370 umol L! com limites
de deteccio (LDs) de 0,2 e 5,4 pmol L'! para Zn e AA, respectivamente. Na determinacio
de Zn e AA por CE-C*D foram obtidas faixas lineares de 50 a 400 pmol L' e de 1850 a
14800 umol L' com LD de 10 e 20 pmol L para Zn e AA, respectivamente. Em ambos
os métodos as amostras foram preparadas com dilui¢do simples em agua deionizada ou
eletrolito suporte. A determinagdo simultdnea de SCO e BSCO por CE-CD foi realizada
tanto na bebida diluida em agua (10% v/v) quanto em bebida pura (sem dilui¢ao). Foram
obtidas faixas lineares entre 10 e 1000 pmol L' para ambas as espécies com LD de 2.4 ¢
2,8 umol L para SCO e BSCO, respectivamente. Os estudos de recuperagio foram
realizados com e sem o uso de “flush” entre as amostras injetadas. Os valores de
recuperacdo variaram de 100 a 111% para SCO e de 90 a 114% para BSCO (sem flush
entre as amostras) e de 95 a 112 % para SCO e de 90 a 105 % para BSCO (com flush entre
as amostras). Finalmente, bebidas sem diluicdo ¢ com o uso de flush também foram
analisadas e recuperagdoes de 91 a 111% para SCO e de 82 a 100% para BSCO foram
obtidas. O método CE-C*D desenvolvido também mostrou-se util para a deteccio da
formacdo de SCO (alucindgeno) a partir do aquecimento de um comprimido de buscopan®

que contém BSCO em sua composi¢ao.

Palavras chave: Adulteracdo, analise forense, analises rapidas, determinagdo simultanea.



Abstract

Ribeiro, M. M. A. de C. Development of an electrochemical and electromigration
methods for determination of zinc, ascorbic acid, scopolamine and butylscopolamine
bromide in pharmaceutical and forensic samples. 2022. 162p. Thesis (Doctorade) —
Programa de Pds-Graduacao em Quimica, Instituto de Quimica, Universidade Federal de

Uberlandia, Uberlandia — MG, 2022.

In this thesis two simple and fast methods were developed for simultaneous determination
of zinc (Zn) and ascorbic acid (AA) in pharmaceuticals samples and one method for fast
and simultaneous determination of scopolamine (SCO) and scopolamine N-butylbromide
(BSCO) in pharmaceutical and beverage samples. For Zn and AA determination, one
method was based on batch injection analysis with square wave voltammetric detection
(BIA-SWYV) and other based on capillary electrophoresis with contactless conductivity
detection (CE-C*D). Simultaneous determination of SCO and BSCO was also performed
by CE-C*D. For the determination of Zn and AA by BIA-SWV, linear ranges from 0.5 to
20.0 pmol L' and from 18.5 to 370 umol L' were obtained with limit of detection (LOD)
of 0.2 and 5.4 pmol L for Zn and AA, respectively. In the determination of Zn and AA
by CE-C*D, linear ranges from 50 to 400 pmol L' and from 1850 to 14800 pmol L' were
obtained with LOD of 10 and 20 pmol L™ for Zn and AA, respectively. In both methods,
samples were prepared by simple dilution in deionized water or supporting electrolyte. The
simultaneous determination of SCO and BSCO by CE-C*D was performed in beverage
samples without and with dilution in water (10% v/v). Linear ranges between 10 and 1000
umol L' were obtained for both species with LOD of 2.4 and 2.8 umol L™ for SCO and
BSCO, respectively. Recovery studies were performed with and without flush procedure
between injected samples. Recovery values ranged from 100 to 111% for SCO and from
90 to 114% for BSCO were obtained for beverage samples without flush procedure, and
from 95 to 112% for SCO and 90 to 105% for BSCO for samples with flush procedure
between analysis). Finally, recovery values of 91 to 111% for SCO and 82 to 100% for
BSCO were obtained for undiluted beverage samples with flush procedure between
analysis. The CE-C*D method also proved to be useful for detecting the formation of SCO
(hallucinogenic compound) from heating a buscopan® tablet that contains BSCO in its

composition.

Keywords: Adulteration, forensic analysis, fast analysis, simultaneous determination.
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(pH = 6,0). Potencial de deposicao: -1,6 V e tempo de deposicao: 10 s e velocidade de
injecdo: 78uL s7'. Demais condi¢des vide Figura 30............cocoovovvvvvevrvevveneeeenennennnens 108

Figura 32 - (A) Voltamogramas de SW e grafico mostrando a varia¢do da corrente de
oxidagdo de Zn e AA obtidos no estudo do efeito do incremento de potencial (1 — 10 mV)
usando uma solucdo padrio de 5 pumol L' de Zn e 185 pmol L' de AA em 0,12 mol L™! de
solu¢do BR (pH = 6,0); frequéncia: 30 Hz; amplitude: 60 mV. Demais condi¢des vide
FIGUIA 3 1. ettt ettt sttt 109

Figura 33 - Voltamogramas de SW e grafico mostrando a variagao da corrente de oxidagao
de Zn e AA obtidos no estudo do efeito da variagdo da frequéncia (10 — 50 Hz) usando uma
solugdo padrio de 5 pmol L' de Zn e 185 umol L' de AA em 0,12 mol L! de solugido BR
(pH = 6,0),; incremento de varredura: 3mV, amplitude: 60 mV. Demais condi¢cdes vide

FIGUIA 32, oottt ettt sttt 110
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DICIONARIO DE TERMOS MEDICOS:

NEUROPEPTIDEOS - Substincias quimicas produzidas e liberadas pelas células

cerebrais.

IMUNOMODULADORES - Imunomoduladores sdo substiancias que atuam no sistema
imunologico conferindo aumento da resposta organica contra determinados
microorganismos, incluindo virus, bactéria, fungos e protozoarios, mediante a produgao de

interferon e seus indutores.

OLIGOELEMENTO - Sao estruturas fundamentais para que o organismo funcione
regularmente. Eles sdo considerados elementos essenciais e sao vitais para o corpo, mesmo
que em pequenas quantidades. A maioria deles ndo é produzida naturalmente pelo
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FATOR ETIOLOGICO — Agente causador da doenga.
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modular a excitabilidade de uma membrana, e normalmente atuam em conjunto com os

neurotransmissores porém sem alterar a esséncia de sua transmissao.

QUIMIOTAXIA - reacdo de orientacdo de um organismo ou de uma célula na direcdo -
ou na dire¢@o oposta - a um determinado estimulo quimico. Esta caracteristica ¢ de extrema

importancia nos fendmenos de inflamacdo ou de resposta imunitaria.

MOTILIDADE LEUCOCITARIA — capacidade dos leucécitos em realizar movimentos

autonomos.

LINFOCITOS - sdo células responsaveis pela defesa do corpo. Eles pertencem ao grupo

dos leucdcitos, também chamados de globulos brancos.



CELULAS IMUNOCOMPETENTES - sio as células que possuem a capacidade de
produzir uma resposta imunitaria especifica para responder a uma estimulagdo antigénica,

isto €, de diferenciar o "seu" do "ndo seu" ¢ o "seu modificado".

ANTICORPO - sdo proteinas produzidas pelo sistema imunoldgico como resposta a um
agente invasor do organismo, seja ele um agente infeccioso, célula tumoral ou substancia

capaz de desencadear uma resposta alérgica.

ANTICOLINERGICOS - substancias que podem ser extraidas de plantas ou obtidas por

meio de sintese organica. Sua caracteristica ¢ inibir a a¢do da acetilcolina.

ANTIEMETICOS - correspondem a uma classe farmacoldgica destinada a promover o

alivio dos sintomas relacionados as nauseas (enjoos) e émese (vOmito).

ANTIESPASMODICOS - (também chamados de espasmoliticos ou antiespasticos) sdo
uma classe de farmacos que inibe a motilidade da musculatura visceral. O efeito produzido

¢ o de prevenir a ocorréncia de espasmos no estobmago, intestino, itero ou bexiga.

PARASSIMPATICOLITICO - substancia que reduz a atividade do sistema nervoso

parassimpatico. O sistema nervoso parassimpatico faz parte do sistema nervoso autonomo.

RECEPTORES MUSCARINICOS DE ACETILCOLINA - sio recetores
metabotropicos acoplados a proteinas G, presentes no corpo humano e animal. Sdo
estimulados pela acetilcolina, desencadeando uma cascata intracelular que ¢ responsavel

pelas respostas ditas "muscarinicas".

NUCLEO BASAL DE MEYNERT - é uma parte do nucleo basilar constituido por redes
neuronais de receptores colinérgicos (neurdnio colinérgico) que se dispdem desde a regidao
septal-banda diagonal da por¢ao fronto-basal mais rostral até a por¢cao mais caudal do globo

palido. Seu nome ¢ em homenagem a Theodor Meynert.

BARREIRA HEMATOENCEFALICA - é uma estrutura que impede e/ou dificulta a
passagem de substancias do sangue para o sistema nervoso central, tais como anticorpos,

complemento e fatores de coagulacdo.
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1. INTRODUCAO

1.1. PARTE 1: Zinco e acido ascorbico

1.1.1. Zinco (presente na amostra na forma de citrato de zinco)

O zinco (Zn) ¢é componente estrutural de muitas proteinas, hormonios,
neuropeptidios e componente catalitico de muitas enzimas. Este micronutriente atua na
estimulacdo do crescimento, na prevencdo do diabetes, como antioxidante, estimulante
tireoidiano, além de agir como imunomodulador, sendo, portanto, um dos oligoelementos
mais importantes do corpo (DARDENNE, 2002). Estudos demonstram que suplementos de
Zn em doses nutricionais ajudam a evitar alteragdes no sistema imunoldgico de grupos de
risco que possuem sua deficiéncia (BLACK, 1998; HAASE; RINK, 2009; UCIECHOWSKI;
RINK, 2016; FABRIS; MOCCHEGIANI, 1995)

As causas para o crescente aumento de doengas cronicas apontam principalmente
para alimentag@o como fator etiologico principal, sendo que um dos pilares deste processo ¢
a deficiéncia de micronutrientes (MAFRA; COZZOLINO, 2004). Atualmente, a deficiéncia
de Zn ¢ muito comum, especialmente nos paises em desenvolvimento. Nos paises
industrializados, os idosos sdo os mais afetados e, assim, doengas como artrite reumatoide,
diabetes, aterosclerose, deficiéncia da func¢do cognitiva, e também a degeneracdo muscular
que ¢ relacionada a idade podem ser devido a deficiéncia de Zn (WESSELS; MAYWALD;
RINK, 2017). Nos idosos que ndo fazem suplementacao vitaminica, a deficiéncia leve de Zn
¢ um problema clinico significativo (PRASAD et al.,, 1993). Além disso, estudos
demonstram que a deficiéncia de Zn pode resultar em atrofia do sistema linfoide e em
criancas pode causar alteragdes cerebelares anormais prejudicando respostas

comportamentais e emocionais (BLACK, 1998; PATTEN; BRONZERT, 2015).
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Assim como a deficiéncia, o excesso de Zn também ¢ prejudicial e estd associado a
supressdao da resposta imune, diminuicao da lipoproteina de alta densidade (HDL) e a

redugdo das concentracdes de cobre no plasma sanguineo (JEN; YAN, 2010).

1.1.2. Acido ascérbico

O acido ascorbico (AA), mais conhecido como vitamina C, ¢ um antioxidante
intracelular que também atua como um neuromodulador de neurotransmissao mediada pela
dopamina e glutamato. No sistema imunoldgico esta envolvida em varias fungdes, como
quimiotaxia, motilidade leucocitaria, atividade bactericida e transformagao de linfocitos,
além disso, 0 AA tem a capacidade de proteger o organismo dos danos provocados pelo
estresse oxidativo, ou seja, do excesso de radicais livres no organismo (LI ef al., 2015). O
AA ¢ muito importante no combate as hemorragias e no fortalecimento do sistema

imunoldgico, pois auxilia na absor¢do do ferro (KLIMCZAK et al., 2007).

Quimicamente, o AA ¢ a mais simples das vitaminas ¢ ¢ a mais produzida
industrialmente. A vitamina C ¢ naturalmente encontrada em alimentos citricos, como por
exemplo no limao, laranja, pimentdo, espinafre, acerola, entre outros. Apesar desta vitamina
estar presente em diversos alimentos, nem todos conseguem ingeri-la pela dieta alimentar
comum, uma vez que grande parte da populacdo nao consome esses alimentos. Desta forma
os suplementos de vitamina C s@o amplamente consumidos em todo o mundo (DAVIES;

AUSTIN; PARTRIDGE, 1991).

Uma das consequéncias da deficiéncia de AA € o escorbuto, caracterizado pelo
enfraquecimento geral, hemorragia, halito fétido, sangramento das membranas gengivais e
mucosas. Outros sintomas causados pela deficiéncia de AA sdo a predisposi¢do a doencgas

virais, feridas na pele, bronquite e pneumonia (DAVIES; AUSTIN; PARTRIDGE, 1991).
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O excesso da ingestdo de AA pode causar hipervitaminose, o que pode gerar
intoxicagdo, diarreia, convulsdo estomacal e, além disso, pode acarretar em calculos
urinarios, ja que a vitamina C se liga ao calcio e forma oxalato de célcio, provocando o
aparecimento de pedras nos rins. O consumo em excesso também pode promover um
aumento excessivo da absor¢do de ferro (DAVIES; AUSTIN; PARTRIDGE, 1991). A

estrutura molecular da molécula de AA esta apresentada na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura molecular do 4cido ascorbico e os respectivos valores de pKa.

Fonte: https://chemicalize.com/app/dashboard. Acesso em 30/10/21 4s 13:00 hs.

1.1.3. Formulac¢ao farmacéutica contendo Zn e AA

Os comprimidos efervescentes contendo AA e Zn em sua composi¢do sdo muito
populares e facilmente acessiveis em todo o mundo. Em combinacdo com o AA, o Zn
contribui para a proliferacdo e manutencdo adequada das células imunocompetentes, além
de auxiliar na promog¢ao de anticorpos (FABRIS; MOCCHEGIANI, 1995; FABRIS , N. ,

MOCCHEGIANI, E., 1998; FRAKER et al., 2000).
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Quando se trata de criancas, a alimentagao deve ser a principal fonte para fornecer esses
nutrientes essenciais. Contudo, a suplementacdo de AA e Zn também ¢ muito utilizada,
especialmente nas regides que ainda estdo em desenvolvimento nutricional, onde este tipo
de intervengdo possui um papel fundamental na saude e imunidade dessas criangas
(MAGGINI; WENZLAFF; HORNIG, 2010). Dados de varios paises da Asia e América
Latina indicam que deficiéncias de AA e Zn em criangas continuam em niveis alarmantes.
Um estudo realizado no ano de 2010 mostrou que as evidencias sdo cada vez maiores de que
a deficiéncia de AA e Zn afetam adversamente os aspectos fisicos e de crescimento mental
das criangas, além de também prejudicar suas defesas imunologicas (MAGGINI;

WENZLAFF; HORNIG, 2010).

1.1.4. Contextualizacao

As técnicas empregadas na preparagdo de formulagdes farmacéuticas, principalmente os
procedimentos de mistura de substancias ativas e adjuvantes (substancia que “reforca” a agao
da substancia ativa) constitui-se numa etapa critica. As adulteragdes, falhas operacionais e
falsificagdes de medicamentos geram um problema de satide preocupante. A baixa qualidade
advinda das falhas operacionais sdo frequentemente associadas a um processo de producao
descontrolado (RAJH VIDAL; AUGELLI; LUCIO DO LAGO, 2013). As adulteragdes e
falsificagdes em produtos farmacéuticos incluem a substituicdo do medicamento por
placebos, que nao contém nenhum principio ativo, adi¢ao de alguma substancia que nao esta
descrita na bula, com objetivo de potencializar algum efeito do medicamento e até mesmo a
adulteragdo da quantidade do principio ativo, reduzindo, e as vezes até anulando o efeito do

medicamento (CUNHA, 2013).
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Diante deste cenario, faz-se necessario o desenvolvimento de metodologias analiticas
para a determinacao de principios ativos em formulacdes farmacéuticas e nao apenas em
amostras bioldgicas. Segundo a Farmacopeia Americana (THE UNITED STATES
PHARMACOPOEIA, 2002), quando dois ou mais principios ativos estdo combinados em
unica formulacao farmacéutica, o método considerado padrao ou o mais indicado para a
quantificagdo (controle de qualidade) ¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
com detec¢ao no ultravioleta. A priorizacao e recomendagdo do uso da cromatografia se
deve a sua automatizagdo, possibilidade de analises simultaneas e principalmente, ao seu
campo de agdo, pois a técnica, além de apresentar alta precisdao, permite o controle de

qualidade de um numero consideravel de formulagdes disponibilizadas no mercado.

Entretanto, algumas caracteristicas da eletroforese capilar (CE — do inglés, “Capillary
electrophoresis”’) e da analise por inje¢do em batelada (BIA - do inglés, “Batch injectiton
analysis’) as tornam técnicas bastante atrativas para analise desses tipos de formulagdes.
Ambas sdo de simples operagdo, baixo custo (por exemplo, em CE o custo dos capilares ¢
significativamente menor que o das colunas cromatograficas), geralmente rapidas e utilizam
um pequeno volume de amostras e reagentes. Além disso, diferente da técnica de HPLC (uso
comum de solventes organicos) a agua € o solvente mais utilizado em CE e em BIA.
Portanto, o volume e a toxidez dos residuos gerados sdo menores quando comparada a
técnica de HPLC. Por estas razdes, ambas as técnicas utilizadas neste trabalho apresentam

baixo impacto ambiental.

1.1.5. Métodos para determinacio simultinea de Zn e AA

Uma andlise simples e rapida para uma formulagdo contendo Zn e AA ndo € algo tdo

simples, pois os analitos possuem caracteristicas fisico-quimicas muito diferentes; o Zn ¢
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um metal de transicao ¢ o AA € uma molécula organica. Varias metodologias analiticas ja
foram exploradas para a determinagdo de Zn ou de AA. A maioria dos procedimentos para
a determinacao de Zn sdo baseados em analises espectrofotométricas (AMIN, 1994; CHEN,
JIANRONG; TEO, 2001; ISKANDER; KLEIN; BAUER, 1986; KRYSTEK;
KOBYLECKA; PTASZYNSKI, 1993; OZCAN; AL JUHAIMI, 2012; TEIXEIRA, 2000;
UDOH, 1995). Além dos métodos espectrofotométricos, métodos voltamétricos de
redissolugio (BARTON et al, 2016; LEWIN; PEDRERO; VILARINO, 1986) e a
eletroforese capilar (DE CARVALHO et al., 2009; KUBAN, PAVEL et al., 2011; LOPES;
COELHO; GUTZ, 2011; RIBEIRO et al., 2016) também foram usados para a determinacao
de Zn. Na determinacdo de AA, muitos métodos analiticos ja foram desenvolvidos conforme
pode ser observado em artigos de revisdo publicados sobre o assunto (PISOSCHI et al.,
2014; WANG, XU et al., 2018; YEBRA-BIURRUN, 2000). No entanto, até¢ hoje, nenhum

método foi desenvolvido para a determinacao simultanea de AA e Zn.

1.2. PARTE 2: Escopolamina e brometo de butilescopolamina
1.2.1. Escopolamina (SCO)

Dentre os varios alcaldides tropanicos naturais, o bromidrato de hioscina ou
escopolamina (C17H21NO4, SCO; Figura 2), é encontrado em diversas plantas da familia
Solanaceae, cujas representantes mais conhecidas sdo a Datura stramonium e a Atropa
belladonna (STEENKAMP et al., 2004). Essas plantas sdo utilizadas para fins medicinais
devido as suas acgdes anticolinérgicas, antieméticas, antiespasmodicas e parassimpatoliticas

(GAMAL, 2020).

Figura 2 - Formula estrutural da escopolamina (SCO) e os respectivos valores de pKa.
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Fonte: https://chemicalize.com/app/dashboard. Acesso em 30/10/21 as 13:00 hs.

A SCO ¢ uma amina terciaria que possui alto grau de penetra¢do no sistema nervoso
central (LAUWERS et al., 1983) e pode causar um efeito inibitério sobre receptores
muscarinicos de acetilcolina, que influencia as vias de neurotransmissao da memoria. Por
afetar o nucleo basal de Meynert, o consumo de SCO pode ter efeitos sobre a memoria
(amnésia) e a cognicdo de usudrios (URIBE et al., 2005). Portanto, dependendo da dosagem,
a SCO ¢ capaz de causar efeitos analgésicos, sedativos, fadiga, transtorno mental, amnésia e

alucina¢des (CUNHA et al., 2017, GAMAL, 2020).

Os alcaloides tropanicos possuem efeitos que sdo extremamente dependentes da dose e
podem levar a morte por paralisia respiratoria. A SCO ¢ insipida, inodora e facilmente
absorvida no trato gastrointestinal e pode ser administrada por via oral, dérmica ou por
inalagdo (URIBE et al., 2005). Por esse motivo, a SCO atua como um potente sedativo que
facilita roubos e crimes sexuais quando adicionada as bebidas (VAN SASSENBROECK et
al., 2005). A literatura aborda diversos exemplos de estudos de caso e relatos de crimes
praticados onde a presenga da SCO foi constatada (DURAN, 2012; SAIZ et al., 2013a;

URIBE et al., 2005).
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O uso abusivo de SCO ¢ muito arriscado, uma vez que a dose que provoca as alucinagoes
¢ muito proxima da dose letal. Algumas reportagens abordam alguns casos de morte e

internagdes pelo uso abusivo da SCO (20 MINUTOS, 2011; EUROPAPRESS, 2011).

No contexto clinico, devido ao alto grau de penetragdo no sistema nervoso central, a
SCO ¢ utilizada para combater enjoos ¢ como adjuvante da anestesia. A alta poténcia, o
rapido inicio de agdo e os efeitos amnésicos da SCO levaram a sua inclusdo nos testes para
casos de doencas degenerativas, como a deméncia, por exemplo (MINTZER; KLEYKAMP;
GRIFFITHS, 2010). O inicio dos sintomas clinicos ¢ rapido, levando cerca de 15 a 30
minutos e a duracdo dos efeitos pode durar até 2 a 3 dias, dependendo da dose administrada

(BECHTEL; HOLSTEGE, 2007).

1.2.2. Brometo de butilescopolamina (BSCO)

O BSCO possui formula estrutural C21H30BrNOs, Figura 3, e € um sal organico alcalino
que faz parte dos alcaldides triciclicos quaternarios de amonio . Estas espécies sdo compostas
de duas partes principais, sendo uma parte, que € relativamente volumosa, constituida por
compostos organicos triciclicos ligados entre si através de um atomo central de nitrogénio.

A outra parte € um anion ligado (GAMAL, 2020).
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Figura 3 - Formula estrutural da N-butil brometo de escopolamina (BSCO).

+/
N

O

Fonte: https://chemicalize.com/app/dashboard. Acesso em 30/10/21 &s 14:00 hs.

A BSCO ¢ um exemplo de composto desenvolvido a fim de minimizar os efeitos toxicos
e indesejados da SCO. Dentre varios compostos de aminas quaternarias semelhantes a SCO,
a BSCO foi sintetizada de tal forma que sua alta polaridade impede a absor¢do da droga no
trato gastrointestinal e ndo cruza a barreira hematoencefalica. Essas modificagdes permitem
que a BSCO possa estar presente em varias formulagdes farmacéuticas que raramente

ocasionam efeitos no sistema nervoso central (GAMAL, 2020).

A BSCO ¢ um medicamento antiespasmddico utilizado mundialmente sob o nome
comercial de buscopan®. Além da funcdo antiespasmoédica, a BSCO pode ser usada como
analgésico, medicamento antiespasmodico cervical local durante o trabalho de parto, colica
biliar, célculo distal na uretra, além de ser a pré-medicagdo utilizada em colonoscopias

(GAMAL, 2020).


https://chemicalize.com/app/dashboard
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1.2.3. Contextualizacio

As drogas facilitadoras de crime e/ou estupro sdo geralmente conhecidas no mundo por
termos em inglés, como “drug-facilitated sexual assault” (DFSA), “drink spiking” e/ou
“date rape”, ou simplesmente como “boa noite, Cinderela”, no Brasil. Essas substancias
incapacitantes sao comumente adicionadas a bebidas a fim de fazer com que a vitima perca
a capacidade de resistir a roubos ou praticas sexuais ndo consentidas (DEVORE; SACHS,
2011).

Comumente, a droga de estupro ¢ adicionada a bebida de um individuo, que pode ser
alcoodlica ou nao, com intuito de o incapacitar conscientemente para em sequéncia praticar
algum tipo de roubo ou abuso sexual. Dependendo da dose administrada, a amnésia acontece
logo apds a ingestdo da substincia e esta € a principal caracteristica das drogas selecionadas
para esta finalidade. Além de amnésia, as vitimas deste tipo de crime relatam alguns
sintomas como, queda de pressdo, ndusea, bradicardia, confusdo, tontura, julgamento
prejudicado, sonoléncia, descontrole muscular e perda de consciéncia (BERTOL et al.,
2018).

Existem uma grande variedade de fAirmacos e drogas ilicitas que podem ser utilizados
com essa finalidade. Os efeitos adversos dessas substancias podem ser aumentados mediante
ingestdo concomitante de bebidas alcodlicas. Em alguns casos, o efeito da droga pode ser
confundido com embriaguez excessiva. Existem diversos relatos de DFSA reportados na
literatura (ANDERSON; FLYNN; PILGRIM, 2017; BERTOL et al., 2018; BOSMAN;
VERSCHRAAGEN; LUSTHOF, 2011; CABALLERO; JORGE; LANDEIRA, 2017;
HURLEY; PARKER; WELLS, 2006; MCBRIERTY; WILKINSON; TORMEY, 2013) e os
diversos casos relatados indicam uma preocupagdo mundial no papel significativo dessas

drogas, nos casos de estupro.
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1.2.4. “Boa noite, Cinderela!”

A SCO ¢ um tipo de DFSA muito utilizada com a finalidade de sedagdo e amnésia
(pratica popularmente conhecida como “Boa noite, Cinderela”). Além da SCO diversas outas
substancias também sdo utilizadas com essa mesma finalidade, como, por exemplo, o GHB
(gama-hidroxibutirato), flunitrazepam, midazolam e cetamina. Além desses, outros
benzodiazepinicos e sedativos-hipnéticos, como barbituricos, opioides, anti-histaminicos e

anticolinérgicos também sdo utilizados (BECHTEL; HOLSTEGE, 2007).

Por causa das propriedades sedativas e amnésicas dessas drogas, as vitimas na maioria
das vezes ndo mantém memoria de um acometimento, apenas uma consciéncia ou sensagao
de que foram violadas, por isso, ndo conseguem relatar de forma clara os ataques sofridos
do agressor (GRELA; GAUTAM; COLE, 2018). Desta forma, os vestigios da presencga da
droga utilizada no crime ou dos seus metabolitos presentes nos fluidos corporais sdo a Gnica

evidéncia contra quem praticou o crime de abuso (ADAMOWICZ; KALA, 2010).

Além da finalidade criminosa, a SCO também ¢ utilizada como droga de abuso com
finalidades alucindgenas. Existem muitos casos de intoxicagdo, em que 0s pacientes sao
admitidos em unidades hospitalares com instabilidade, distarbios visuais e confusdo apos

sua ingestdo (LAUWERS et al., 1983; VALLERSNES et al., 2009).

A BSCO, que ¢ derivada da SCO, ndo ¢ uma substancia capaz de causar efeitos
alucinogenos, ja que sua alta polaridade, impede o cruzamento da barreira hematoencefalica,
e, por isso, ndo ¢ considerada uma amostra de interesse forense. Entretanto, conforme
relatado em diversos trabalhos encontrados na literatura, a BSCO pode ser facilmente
convertida em SCO. Alguns estudos relatam casos de overdose de presidiarios causados pela
inalagdo de fumaca de cigarros contendo comprimidos triturados de BSCO — “buscopan®”’

(JALALI; AFSHARI; BABAEI 2014; LAUWERS et al., 1983). Casos de consumo de SCO
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por usuarios que a sintetizaram em casa a partir da BSCO também sao relatados na literatura

(KUMMER et al., 2016).

Em todos os estudos de caso citados anteriormente, analises realizadas pela pericia nos
conteudos ingeridos pelos pacientes mostrou a presenca de SCO. Este fato pode ser
explicado pela conversao da BSCO em SCO pela acao de altas temperaturas. Outro fator que
deve ser considerado ¢ a contaminagao acidental com SCO na preparagao do medicamento

que deveria conter apenas BSCO.

1.2.5. Métodos de determina¢ao de SCO e BSCO em diversas amostras

Diferentes técnicas t€m sido utilizadas na determinagdo individual da BSCO ou SCO
em diferentes tipos de matrizes. A literatura apresenta trabalhos para determinagdo de SCO
em fluidos bioldgicos e amostras farmacéuticas por HPLC (PAPADOYANNIS et al., 1994b;
WHELPTON et al., 1992), em soro sanguineo, extrato vegetal e urina por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) (CHERKAOUI et al., 1998b;
NAMERA et al., 2002; OERTEL et al., 1996), em amostras farmacéuticas, bioldgicas e
bebida utilizando técnicas voltamétricas (FARHADI; KARIMPOUR, 2007; OLIVEIRA,
THIAGO DA COSTA et al., 2016; SANTOS et al., 2014) e potenciométricas (AFKHAMI;

SHIRZADMEHR; MADRAKIAN, 2014; EL-HAFEEZ MOSTAFA, 2002).

A determinagio de SCO utilizando um sistema CE-C*D foi feita em formulagdes
farmacéuticas (BADAWY; ISSA; MUTAIR, 2005), em amostras de bebidas e em produtos
de beleza (SAIZ et al., 2013b). O tempo de analise para determinagdo da SCO em bebidas
foi de 3,5 minutos com um recondicionamento do capilar num periodo de 4 minutos entre

cada analise.
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Os procedimentos desenvolvidos para a determinacao da BSCO compreendem métodos
titulométricos, espectrofotométricos, cromatograficos, eletroforéticos e eletroquimicos que

estao relatados em uma recente revisao (GAMAL, 2020).

Em outro trabalho encontrado na literatura, a eletroforese capilar em meio ndo aquoso
(NACE) foi utilizada para a determinagao de diversos alcaloides tropanicos e, dentre estes,
a SCO e BSCO (CHERKAOUI et al., 1999). Neste trabalho, solventes organicos foram
utilizados na composi¢ao do BGE para a separac¢ao dos isdmeros litorina € hiosciamina em
extratos vegetais com um tempo de andlise de aproximadamente 6 minutos. O método
desenvolvido de determinagdo da SCO e BSCO nao foi avaliado com a analise de amostras

reais.

Em geral, a maioria das técnicas analiticas ndo sdo capazes de distinguir a SCO de seus
derivados devido a similaridade dos compostos. Além disso, o desenvolvimento de técnicas
para a determinagdo dessas espécies nao ¢ uma tarefa facil, levando em consideragao a sua
alcalinidade, polaridade relativamente alta e a baixa volatilidade. Nesse cenario, métodos
analiticos que possibilitem a determinacdo da SCO e seus derivados ¢ de grande importincia,
principalmente se for um método simples, rapido, eficaz e que utiliza quantidades minimas

de amostras e reagentes.

1.3. Contribui¢oes analiticas

Considerando todo o contexto abordado, as industrias farmacéuticas e os 6rgaos de
controle qualidade buscam constantemente novos métodos analiticos rapidos, econdmicos e
confidveis para determinacdo simultdnea de diversos principios ativos presentes em
formulacdes farmacéuticas. Da mesma forma, o desenvolvimento de métodos analiticos que

podem contribuir com o trabalho da policia em investigacdes criminais ¢ de grande
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relevancia. A determinagdo simultanea da SCO e seu derivado BSCO, pode ser aplicado
tanto em analises de amostras de interesse forense, quanto para garantir a ndo contaminacao
de uma formulagao farmacéutica por SCO, ou até mesmo identificar uma possivel conversao
de BSCO em SCO em alguma parte do processo de produgdo do farmaco.

De maneira geral, as pesquisas para o desenvolvimento de novos métodos analiticos, seja
para analise de amostras farmacéuticas ou forenses, buscam eficiéncia, confiabilidade, baixo
custo e também menor geragdo de residuos, uma vez que a questdo ambiental vem tendo
cada vez mais relevancia (BASAEZ et al., 2008). Existem trabalhos na literatura que
abordam em que nivel um método analitico ¢ considerado ambientalmente verde através de
métricas (GALUSZKA et al., 2012; HICKS et al., 2019; PENA-PEREIRA; WOJNOWSKI,
TOBISZEWSKI, 2020). Segundo os autores deste trabalho, alguns parametros podem ser
considerados na avaliagao de um método de analise: (i) tipo e necessidade de tratamento de
amostras; (i1) quantidade de amostra utilizada; (iii) possibilidade de analise in-situ;
(iv) possibilidade de integracdo dos processos analiticos; (v) automatizacdo e miniaturizacao
do sistema; (vi) uso ou nao de derivatizagdo; (vii) geragdo de residuos e seu tratamento; (Vviii)
possibilidade de determinar mais de uma espécie em uma Unica corrida; (ix) quantidade de
energia utilizada; (x) origem dos reagentes (se ¢ obtido de fontes renovaveis); (xi) utilizagao
de reagentes toxicos e (xii) o nivel de seguranga de quem opera o equipamento (PENA-

PEREIRA; WOINOWSKI; TOBISZEWSKI, 2020).

1.4. Técnicas empregadas

1.4.1. Eletroforese Capilar (CE)

Em 1930, o sueco Arne Wilhelm Kaurin Tiselius, em um trabalho pioneiro, descreveu
a utilizacdo da técnica de eletroforese na separagdo de proteinas do soro sanguineo

(SVEDBERG:; TISELIUS, 1926). Este trabalho, desenvolvido no periodo de doutorado de
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Tiselius, rendeu a ele o Prémio Nobel de Quimica de 1948. Basicamente, a amostra era
colocada em um tubo (na forma de U) preenchido com solu¢do tampao e um potencial
elétrico era aplicado nas extremidades do tubo, por conseguinte, os analitos migravam por

atracdo couldombica de acordo com suas cargas.

Na época, Tiselius ndo conseguiu zonas distintas de separagdo, pois os tipos de
suportes utilizados (papel, géis, dentre outros), ndo dissipavam satisfatoriamente o calor
produzido quando o potencial elétrico era aplicado. Além disso, era comum ocorrer
distor¢oes das bandas do soluto, uma vez que esses suportes apresentavam elevadas areas

superficiais, o que gera maior adsor¢do dos analitos.

Muitos anos mais tarde, em 1967, Hjérten, que integrava o grupo de pesquisa de
Tiselius, propos a aplicagdo de campos elétricos mais elevados em tubos com diametro
interno de 300 um e comprimento total de 36 cm, os quais eram submetidos a voltagens de
2,5 a 3,0 kV sob rotagao continua e, desta forma, zonas mais distintas de separagdao foram
observadas (S. HIERTEN, 1967). O fluxo eletrosmético (EOF) s6 foi melhor compreendido
no ano de 1974 por Pretorius e colaboradores, em um trabalho em que foi demonstrado a
vantagem desse tipo de fendmeno quando comparado com o fluxo laminar (PRETORIUS;
HOPKINS; SCHIEKE, 1974). No mesmo ano, o pesquisador Virtanen utilizou tubos com
diametros muito menores para realizar as separagoes eletroforéticas, esses tubos tinham

cerca de 50 a 200 um de didmetro interno (VIRTANEN, 1974).

Em 1981, Jorgenson e Lukacs demonstrou a capacidade da CE em realizar diversos
tipos de separacdo, o que tornou a técnica bem mais conhecida. No equipamento
desenvolvido foram utilizados capilares de vidro com diametro interno muito pequeno (75
um). A diminui¢ao do didmetro interno do capilar aumentou muito a relagdo entre superficie
do capilar e volume, desta forma, o efeito Joule causado pela geracdo de calor através da

passagem de corrente foi minimizado e, portanto, a aplicagdo de campos elétricos mais
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elevados foi possivel, aumentando significativamente a eficiéncia das separagdes

(JORGENSON; LUKACS, 1981).

1.4.1.1. Abordagem tedrica

A eletroforese tem como principio basico a migragao diferenciada de determinadas
espécies dentro de uma solucgao eletrolitica quando submetidas a agcdo de um campo elétrico.
Basicamente, a separacao ocorre devido as diferengas de mobilidades existentes entre as
espécies presentes no interior do capilar por meio de diferentes modos de separacao,
mecanismos singulares e seletividade caracteristica (TAVARES; M., 1995). A CE ¢
caracterizada pelo uso de volumes bastante reduzidos de amostra (1 — 10 nL) e pela
versatilidade, pois com um mesmo capilar € possivel separar desde ions inorgénicos
(cloretos, sodio, por exemplo) até macromoléculas, como por exemplo proteinas e
aminodcidos, alterando-se o eletrélito de corrida (BGE, do inglés, “background electrolyte’)

(TAVARES, 1997).

Quando comparada com outras técnicas de separacdo, como por exemplo a
cromatografia liquida, algumas vantagens podem ser associadas a CE. Pode-se destacar a
utilizacdo de pequenos volumes de reagentes e amostras (0 que gera um menor impacto
ambiental e menor custo de operagdao). Outra vantagem da CE estd relacionada a
instrumentagdo relativamente simples, e esta caracteristica permitiu que muitos grupos de
pesquisa produzissem seus proprios equipamentos, como € o caso do equipamento utilizado
neste trabalho (DE CARVALHO et al., 2009; FRANCISCO; DO LAGO, 2009; FRACASSI

DA SILVA; DO LAGO, 1998).

A CE ¢ uma técnica que compreende diferentes mecanismos de separagdo. Os

principais modos de separacdo que foram desenvolvidos incluem: eletroforese capilar em
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gel (CGE); eletroforese capilar de zona (CZE); focalizacdao isoelétrica capilar (CIEF);
isotacoforese capilar (CITP); eletroforese capilar por afinidade (CAE); cromatografia
eletrocinética micelar capilar (MEKC) e eletrocromatografia capilar (CEC) (LANDERS,
2007). Os diversos modos de separagao por CE, aliados as diferentes técnicas de deteccao
possiveis, possibilitam diversas aplicagdes desta técnica de separagao (JORGENSON, 1986;

TAVARES, 1997; WHATLEY, 2001)

Dentre os modos de separagao, a eletroforese capilar de zona (CZE — capillary zone
electrophoresis) ¢ a mais difundida. A CZE se baseia na migra¢do de ions solvatados e
também de espécies neutras, em meio de eletrolitos, quando um campo elétrico ¢ aplicado.
Neste modo de separagdo, a amostra ¢ inserida na forma de um plug estreito. Quando a
diferenga de potencial ¢ aplicada, cada zona migra de forma independente e constante, porém
de forma diferenciada, caracteristica da sua propria mobilidade. A literatura traz diversos
artigos que abordam os aspectos teoricos (equacdes) relacionadas a CE (TAVARES; M.,
1995; TAVARES, 1997). Trabalhos mais recentes usam animagdes computacionais para
explicar os fundamentos basicos de CE de forma mais didatica (VAZ; OLIVEIRA;

OLIVEIRA, 2015).

1.4.1.2. Mobilidades

A mobilidade dos analitos ou mobilidade eletroforética (uep) € um parametro
fundamental em CE que depende da carga do ion (z), da viscosidade da solugdo (1) e do raio
efetivo do ion (). A pmep pode ser estimada a partir da teoria de Debye—Huckel-Henry

(Equagdo 1): (TAVARES; M., 1995).

ze

Hep = ?‘m‘ (Equagdo 1)
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Onde z ¢ a carga da espécie; e a carga unitaria; 7 a viscosidade do BGE; r o raio de Stokes

da espécie.

Observa-se na Equagdo 1, que quanto menor o raio solvatado do ion, maior serd a
mobilidade eletroforética. Porém, quando dois ions possuem o mesmo tamanho, aquele com
maior carga se movera mais rapidamente (modo co-EOF). A natureza da carga do ion (se ¢
positiva, negativa ou neutra) influenciara o sentido o qual o ion se move (no caso de espécies

neutras, a tep € igual a zero).

E importante ressaltar que nem sempre as espécies vdo estar totalmente ionizadas,
como ¢ o caso de bases ou acidos orgénicos fracos, que podem estar parcialmente ionizados,
ou seja, parte das espécies apresentam carga e a outra parte ¢ neutra. Contudo, as espécies
ionizdveis estdo em constante equilibrio e por isso migram em uUnica banda (CZE). Neste
caso, a migra¢do referente a relagdo carga/raio ird depender do grau de ionizacao (dependente

do pH) e esta relagdo ¢ definida pela Equagdo 2 (TAVARES; M., 1995).
- _ n - .
‘Llef = Lj=1 aj:uepj (Equacio 2)

Outro fenomeno importante, que pode estar presente em CE e que podera influenciar
na mobilidade das espécies em solucdo, sejam elas i6nicas ou nao, ¢ o fluxo eletrosmotico
(EQF, do inglés “electroosmotic flow”). Dependendo das condigdes (como por exemplo, a
composi¢do ¢ pH do BGE, o tipo de capilar), pode ser que o EOF afete o movimento de
todos os componentes de uma solugdo no interior do capilar quando um campo elétrico €

aplicado.

O célculo do peo envolve fatores como, a permissividade do BGE (e), a
permissividade no vacuo (&), o potencial zeta ({) e a viscosidade da solucdo () conforme

definido na Equacao 3 (TAVARES; M., 1995).
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€s €
n

% — ~
Heo = — ( (Equacio 3)

Desse modo, a velocidade com que as espécies chegam até o detector (vap) € a soma
vetorial da pep € da peo multiplicada pelo campo elétrico aplicado (E), definida pela Equacao

4.

v (Equagio 4)

ap = (ﬁef"‘ l_ieo)E

Dentre os materiais que podem ser utilizados para a fabricacdao de capilares (pirex,
teflon, silica), os constituidos de silica fundida sdo os mais comuns. No capilar de silica
fundida cargas negativas podem ser geradas na parede interior do capilar devido a presenca
de grupos silandis ionizaveis (SiOH) na superficie (pKa ~ 6). Esses grupos sao
significativamente ionizados, em valores de pH superiores a 3, resultando em uma superficie
de silanoato (SiO") carregada negativamente (VANORMAN et al., 1990). Em valores de pH
mais alcalinos, os grupos silandis estardo mais desprotonados e, desta forma, a magnitude
do EOF também serd maior. Ja em valores de pH mais acidos, os grupos silandis estdo menos
ionizados e a magnitude EOF ¢ menor (LAMBERT; MIDDLETON, 1990; TAVARES; M.,
1995). Uma ilustragdo do que ocorre na interface do capilar com a solugdo quando um campo

elétrico ¢ aplicado esta apresentada na Figura 4.
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Figura 4 - Representacao da interface do capilar com a solugao.

Aplicacao do potencial elétrico

Q-SQ
9 BWlaw

Lado da
\injegéo
A

Detecc¢do

Fonte: A autora.

Inicialmente, os ions positivos do BGE sdo atraidos pela parede negativa do capilar
para formar uma camada fixa fortemente aderida a superficie, de forma a manter a
eletroneutralidade do sistema. Esta camada ¢ conhecida como plano interno de Helmholtz
(IHP). Em seguida tem-se a formac¢do de uma segunda camada, denominada plano externo
de Helmholtz (OHP), pois ainda existe uma alta concentragdo de ions positivos na solucao,
mas agora menos atraidos pela parede negativa do capilar. Conforme se distancia da parede
do capilar, a concentracdo desses contra-ions diminui gradativamente até alcancar o
equilibrio (cargas positivas = cargas negativas) com a concentracdo dos ions no seio da
solucdo. Essa regido ¢ conhecida como a camada difusa da dupla camada elétrica

(TAVARES; M., 1995).

A interface entre essas duas camadas formadas, onde ocorre o inicio da
movimentagdo dos ions, ¢ denominado “Plano de Cisalhamento” (PC). No PC existe um
limite tedrico no qual cada carga elétrica pode ser considerada independente da outra. Além

disso, a formacao dessa dupla camada elétrica gera uma diferenca de potencial muito
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proxima a parede do capilar, e este fendmeno ¢ conhecido como potencial zeta ({). Esse

potencial decai exponencialmente conforme se afasta da superficie do capilar (SCHWER;

KENNDLER, 1991).

O (¢ dependente da densidade de carga da superficie do capilar, que ¢ dependente
do pH da solugdo. Portanto, valores de pH mais alcalinos geram altos valores de (e a
magnitude do EOF também ser4 alta, uma vez que os grupos silanois estdo mais ionizados.
Ja em pH menor, ¢ esperado que o valor do { e da magnitude do EOF sejam menores. Outro
fator que também afeta a mobilidade do EOF ¢ a for¢a ionica do eletrdlito de corrida. Pois
na medida em que a forga idnica aumenta, a dupla camada elétrica se torna mais compacta,
resultando em uma redugdo do { que por sua vez diminui a mobilidade do EOF (SCHWER;

KENNDLER, 1991).

A aplicag¢do de um campo elétrico inicia um processo de migracdo dos ions do BGE
envolvidos na formacao da dupla camada elétrica para os polos de carga oposta. Durante a
migra¢ao tem-se uma transferéncia de momentos dos ions solvatados induzindo um fluxo de
solucdo como um todo, este € o EOF. As cargas mais proximas da parede do capilar de silica
ndo migram, porém, as cargas positivas da camada difusa, sdo arrastadas em direcdo ao
catodo, o que caracteriza o0 EOF normal, onde ocorre uma migracao liquida maior de céations
(Meo + Mep) em direcdo ao catodo comparada a migragdo liquida de anions (Mep - teo) €M
direcdao ao anodo (WEINBERGER, 2000). Uma analogia pertinente seria considerar o EOF
normal como sendo a correnteza de um rio no qual os cations nadam a favor da correnteza e

0s anions contra a esta mesma correnteza.

Para a andlise de anions com alta mobilidade eletroforética ¢ comum inverter o
sentido do EOF para que a analise ocorra em tempos menores (anions com velocidade maior
ou igual ao do EOF) (FUERSTENAU, 1956; KUBAN, PETR et al., 2014). O método mais

utilizado emprega a adicdo de tensoativos cationicos a composi¢do do BGE, principalmente
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os derivados de sais quaternarios de amoénio de cadeia longa como o brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB, do inglés “cetyltrimethylammonium bromide™), para que a
superficie do capilar forme uma pseudo parede com cargas positivas e, consequentemente,
promova a inversao do sentido do EOF (para o lado anddico). (KANETA; TANAKA;
TAGA, 1993; LUCY; UNDERHILL, 1996; TAVARES, 1997). A inversdo ocorre pela
interacdo eletrostatica da “cabeca” polar do surfactante catidnico com a carga negativa do
grupo silanol na superficie da silica formando uma monocamada do surfactante. Uma
segunda camada ¢ formada pela interagcdo das “caudas” hidrofobicas dessas moléculas do
surfactante na parede do capilar com as “caudas” de outras moléculas do mesmo surfactante,
desta forma, a cabeca polar (positiva) fica voltada para a solu¢ao no interior do capilar. Neste
caso, ¢ comum as espécies anidnicas migrarem primeiro, seguida pelas espécies neutras

(EOF) e, por fim, tem-se a migragao das espécies catidnicas mais lentas que o EOF.

Uma outra caracteristica que contribui para a alta eficiéncia de separagdo da técnica
de CE esta vinculada ao perfil radial da velocidade eletrosmdtica. Neste tipo de perfil, um
gradiente de velocidade se forma apenas na dupla camada, devido a atracdo das espécies
pela superficie do capilar. Desta forma, no centro do capilar ndo ha diferenca de pressao para
impulsionar a solugao e um perfil planar que possui menor dispersao de bandas ¢ esperado

(HEIGER, 1997).

1.4.2. Sistemas de deteccio em CE

O desempenho de uma técnica de separacao estd diretamente relacionado ao tipo de
detector que ¢ utilizado. Por este motivo, nas ltimas décadas, diversos tipos de detectores
vém sendo abordados por estudiosos, com intuito de obter-se melhores resultados nas

analises de inumeros tipos de matrizes. Os detectores mais empregados em CE sdo os
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detectores de espectrofotométricos no ultravioleta/visivel (UV-Vis). Os detetores de
fluorescéncia, espectrometria de massas e eletroquimicos também sao utilizados. A
seletividade ¢ uma das caracteristicas de um detector, que podem ser seletivos ou universais.
Os detectores seletivos medem uma determinada propriedade do soluto e os detectores
universais respondem a qualquer alteragdo no monitoramento do sinal quando a espécie

cruza a janela de detec¢ao (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

O detector por UV-Vis ¢ o mais utilizado em sistemas CE (HAQUE; STEWART,
1999). Neste tipo de detecgao, comprimentos de onda na regido do espectro onde os analitos
de interesse apresentam absortividade s3o utilizados, enquanto os eletrélitos empregados sdo
constituidos por espécies com baixo coeficiente de absor¢do na mesma regido. No entanto,
a deteccdo indireta por meio da adicdo de um cromoéforo no BGE também pode ser
empregada, desta forma, uma diminui¢do na absorbancia ¢ medida, quando os analitos
cruzam a janela de detecgdo. Para passagem de radiagdo no capilar de silica ¢ feita a remogao
do revestimento de poliimida presente no capilar ou através do uso de uma célula de quartzo

(ZEMANN, 2003).

Este detector tem limitacdes na determinagdo de espécies sem absortividade na regido
UV-Vis e, no caso de cations metalicos, como por exemplo o Zn, o uso da detec¢ao indireta
apresenta limitacdes em fungdo do pH (precipitagdo) (NEHME et al., 2010). Outra limitagao
do detector UV-Vis esta relacionada a baixa detectabilidade devido ao reduzido caminho
optico do capilar, que acaba limitando o uso desse detector, quando limites de detec¢ao
muito baixos sdo requeridos. Para contornar essa questdo, alguns artificios podem ser usados,
como a pré-concentracao dos analitos dentro (online) do capilar ou antes da injecao (offline),
a derivatizagdo de compostos com baixa absortividade e também a utilizagdo de células (tipo

“Z”) de alta sensibilidade (SWINNEY; BORNHOP, 2000).
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Os detectores de fluorescéncia sdo os mais sensiveis e seletivos aplicados em CE, pois
a fluorescéncia ¢ medida contra uma radiacdo de fundo (background) bastante baixa,
permitindo que pequenas quantidades de luz, emitidas pelos analitos, possam ser medidas, o
que possibilita maior detectabilidade. Para as moléculas que nao possuem fluorescéncia
nativa, etapas de derivatizacdo podem ser realizadas. Limites de detec¢dio da ordem de 107!°
mol L! podem ser alcangados, dependendo da técnica utilizada e da geometria do detector

(SWINNEY; BORNHOP, 2000; TAMIZI; JOUYBAN, 2015).

Dentre os detectores eletroquimicos, tem-se 0s amperométricos, os potenciométricos,
e os condutométricos. Os detectores amperométricos baseiam-se na transferéncia de elétrons
entre o analito de interesse e a superficie do eletrodo, no qual € aplicado um potencial. A
transferéncia de elétrons, que ocorre no eletrodo, devido a reagdes de oxido-reducdo produz
uma corrente que ¢ proporcional a concentracdo do analito. O posicionamento do eletrodo
(adaptag@o) dentro ou proximo do capilar ndo € tdo simples, uma vez que pode haver
interferéncia do campo elétrico do sistema CE no potencial aplicado na deteccao

amperométrica (MARK; SCHOLZ; MATYSIK, 2012; FRACASSI DA SILVA, 2003).

Os detectores potenciométricos baseiam-se na seletividade de microeletrodos que
podem detectar pequenas quantidades de ions organicos € inorganicos, que geram uma
diferenca de potencial com relacao a solucao que preenche o capilar (BGE) e o sensor. Essa
diferenca de potencial ¢ medida e ¢ diretamente proporcional a concentragdo do ion

detectado (SWINNEY; BORNHOP, 2000).

Na detec¢ao condutométrica, um potencial ¢ aplicado em um par de eletrodos, os quais
podem estar com ou sem contato com a solugdo eletrolitica. Quando os analitos passam entre
os eletrodos a mudanca de condutividade é medida. Essa variagdo de condutividade tem

relagdo direta com a concentragao dos analitos i6nicos (ZEMANN et al., 1998).
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A utilizagdo da espectrometria de massas para deteccio em CE pode agregar em
sensibilidade bem como pode ser usada para gerar informagdes estruturais adicionais da
molécula (seletividade). Este tipo de detec¢ao ¢ muito utilizado quando se deseja realizar
analises de produtos de degradagao e metabolitos. Uma limitagdo desse tipo de detecgdo diz
respeito a composi¢ao dos BGE utilizados, que por exemplo precisa ser volatil, desta forma

tem-se uma limita¢do na faixa de pH de trabalho (SOLINOVA; KASICKA, 2006).

1.4.2.1.Detec¢io condutométrica sem contato acoplada capacitivamente (C*D)

A historia da deteccdo condutométrica teve inicio no ano de 1928 (ZAHN, 1928).
Contudo, o uso da deteccao condutométrica em eletroforese foi demonstrada somente no ano
de 1972 com aplicacdo em isotacoforese (VAN DER et al., 1972) e 1985 em CZE (DEML;
FORET; BOCEK, 1985). Em 1998, a deteccdo condutométrica sem contato acoplada
capacitivamente (C*D, do inglés “capacitively coupled contactless conductivity detection”)
aplicada a CZE foi introduzida simultaneamente por Fracassi da Silva e do Lago
(FRACASSI DA SILVA; DO LAGO, 1998) e por Zemann e colaboradores (ZEMANN et

al., 1998). Algumas revisdes que abordam este tipo de detecgdo sdo descritas na literatura

por Hauser e Kuban (HAUSER; KUBAN, 2020; KUBAN, PAVEL; HAUSER, 2004a).

Uma caracteristica importante do detector C*D, que é um detector universal, é a
eliminagdo do risco de contaminagdo, uma vez que o detector ndo entra em contato com as
solucdes que fluem no interior do capilar. Além disso, por ser eletricamente isolado da
solucdo eletrolitica, ¢ comum apresentar melhor estabilidade e resposta analitica (ALVES

BRITO-NETO et al., 2005a).

Na deteccdo por C*D, um sinal senoidal de elevada frequéncia (de 100 a 1000 kHz)

¢ aplicado a dois eletrodos integrados (geralmente metalicos) que estdo posicionados ao
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redor do capilar. Esses eletrodos monitoram continuamente a condutividade (que ¢
proporcional a corrente gerada) de uma solucao que flui através do capilar. Basicamente, um
dos eletrodos atua como transmissor que emite um sinal senoidal de alta frequéncia de
corrente alternada. O outro eletrodo atua como receptor, sendo fixado a uma distancia pré-
estabelecida para monitorar o sinal de corrente alternada que ¢ atenuado pela impedancia da
regido de detecgao (ZEMANN et al., 1998). Na medida em que a migragdo dos ions acontece,
ocorre uma variacao na condutividade e correspondente variagdo na corrente elétrica entre os
eletrodos de deteccao. O monitoramento continuo desse sinal resulta em picos relacionados aos
analitos separados, cujas intensidades dependem da concentragdo das espécies. Um esquema do
funcionamento do detector esté representado na Figura 5.

Figura 5 - Esquema do sistema de detec¢io C*D com representagio dos dois eletrodos (E1

e E2) e o desenho que representa o eletroferograma com pico positivo e pico negativo.
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Fonte: A autora.
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O mecanismo de deteccdo se baseia no deslocamento do co-ion presente no BGE
pelo ion a ser analisado. Por exemplo, quando a mobilidade (i) do analito for maior/menor
que a do co-ion do BGE ocorre um aumento/diminui¢ao da condutividade na regido do
capilar e o detector ¢ sensibilizado, obtendo o registro de um pico positivo/negativo no
eletroferograma. Quanto maior for a diferenca de mobilidade do BGE em relagado ao analito,
maior sera a sensibilidade do detector, por isso o BGE possui papel fundamental na
sensibilidade de cada analito. Alguns artigos de revisdao abordam mais detalhes sobre os
aspectos fundamentais da CE-C*D (ALVES BRITO-NETO et al., 2005a, b; JOHNSTON et

al.,2005; KUBAN, PAVEL; HAUSER, 2018, 2004b, ¢; WANG, CHUNLING et al., 2020).

1.5. Voltametria de onda quadrada.

A voltametria de onda quadrada (SWV, inglés square-wave voltammetry) ¢ uma
técnica voltamétrica diferencial rapida e sensivel que possui limites de detec¢do comparaveis
aos das técnicas espectroscopicas quando se trata, por exemplo, da determinagao de alguns
metais por redissolucdo e de moléculas organicas com comportamento reversivel. Além
disso, a técnica permite avaliagdo cinética e mecanistica do processo eletrodico que esta
sendo estudado, principalmente quando se trata de reacdes de cinética rapida (BARD et al.,
2003). Na SWV, a aplicagdo do potencial no eletrodo de trabalho se da na forma de uma

onda quadrada simétrica sobreposta em uma escada de potencial.

A aquisi¢do do sinal na SWV ¢ realizada no final da aplicacdo de cada degrau de
potencial, de forma que a corrente faradaica seja obtida apos a minimizagao da contribui¢ao
da corrente capacitiva, uma vez que o decaimento da corrente capacitiva com o tempo € mais

rapido do que o decaimento da corrente faradaica (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).
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A corrente resultante ¢ obtida através da subtragdo da corrente medida no final do pulso
anddico ou catodico (direta) e a corrente medida no final do pulso catédico ou anddico
(reversa), respectivamente. Como essas correntes possuem sinais opostos, elas se somam
proporcionando um aumento da sensibilidade (principalmente quando o0s processos
eletrodicos sao reversiveis) (HEINZE, 1981; SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003;

WANG, JOSEPH, 2006).

O formato da curva de corrente-potencial se da pela aplicacdo de potenciais que
possuem amplitude a (amplitude do pulso de potencial) e que variam de acordo com uma
escada de potencial de altura AEs (incremento do pulso de potencial) por um periodo de

tempo T. Uma representagdo deste esquema estd apresentada na Figura 6.

Quando se trata da curva de potencial-tempo, a largura do pulso (1/2) ¢ chamada t e
a frequéncia de aplicagdo dos pulsos ¢ chamada de f e ¢ dada por (1/t). Ao final dos pulsos
diretos e reversos, a corrente € medida e o sinal é obtido como uma intensidade da corrente
resultante (AI) de forma diferencial. A forma de aquisicdo da corrente diminui
consideravelmente a deteccdo da corrente capacitiva e, portanto, melhora o limite de

deteccao da técnica (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).
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Figura 6 — Forma de aplica¢dao de potencial na voltametria de onda quadrada. I4: corrente
direta; a: amplitude do pulso de potencial; AEs: incremento do pulso de potencial; I;: corrente

reversa; T: periodo.

E(V)

v

Tempo

Fonte: A autora (adaptado de WANG, 2006).

O modelo atual da SWV foi desenvolvido no final da década de 1970 (CHRISTIE;
TURNER; OSTERYOUNG, 1977; TURNER et al., 1977). Nesta versao, velocidades de
varredura maiores que 100 mVs™! eram utilizadas e as medidas de corrente eram realizadas
apenas ao final do tempo de aplicagdo do pulso de potencial. Este fato melhorou a
sensibilidade da técnica, ampliando consideravelmente seu campo de aplicagdo (SOUZA;

MACHADO; AVACA, 2003).

Uma das vantagens da SWV em aplicagdes eletroanaliticas ¢ a economia em
tempo de andlise pelo fato de, em muitos casos, a remog¢do do oxigénio dissolvido antes
das andlises ndo ser necessario. A eliminacao desta etapa so ¢ possivel pelo fato de que

na regido de corrente limitante para a redugao do oxigénio, a contribuicao dos pulsos
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direto e reverso sdo iguais, o que leva a uma corrente liquida igual a zero (BARD et al.,
2003). Além disso, na varredura que vai no sentido de potenciais negativos para potenciais
positivos, a elevada velocidade de varredura limita o tempo para que espécies eletroativas
de oxigénio difundam para a superficie do eletrodo. Esse procedimento ¢ utilizado com
bons resultados em voltametria de redissolu¢do anddica, principalmente quando
combinada com técnicas em fluxo (BRETT, CHRISTOPHER M.A; BRETT; TUGULEA,
1996; BRETT, CHRISTOPHER M A; OLIVEIRA BRETT; MITOSERIU, 1994;

BRETT, CHRISTOPHER MARIA A.; BRETT; TUGULEA, 1996).

1.5.1. Voltametria de redissolucdo andédica

A voltametria por redissolucdo anddica (ASV, do inglés “anodic stripping
voltammetry”) ¢ uma técnica aplicavel a cations metalicos que podem ser depositados (por
redugdo eletroquimica) sobre a superficie do eletrodo de trabalho. A deposi¢ao dos metais €
feita sob potencial constante, com a solu¢do mantida sob agitagdo, por um periodo de tempo
controlado (BARD et al., 2003). As etapas envolvidas na analise por ASV sao demonstradas

na Figura 7.
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Figura 7 — Etapas envolvidas na voltametria de redissolucao (stripping) anddica.

Etapa de deposicao
Mo }i[ - M (V) h@

/ M*™ + pe—M"
Ed

%, o
\. Stripping
%

Reducio Oxidacao Tempo

Fonte: A autora (adaptado de BARD et al, 2003).

Para a etapa de reducdo do metal ou metais de interesse, um potencial de
aproximadamente 0,4 V mais negativo deve ser aplicado na etapa anterior que ¢ a etapa de
deposicao (pré-concentragdo). O tempo em que a deposicdo do metal € feita, deve levar em
consideracdo a faixa de concentragcdo dos analitos, j4 que este tempo esta diretamente
relacionado a sensibilidade da técnica. Esta etapa de deposicao ¢ geralmente favorecida pela
convecgdo (agitacdo) das espécies de interesse até a superficie do eletrodo de trabalho

(BARD et al., 2003).

De forma resumida, uma pequena e reprodutivel fracdo do metal presente na solucao ¢é
depositada na superficie do eletrodo por um periodo de tempo pré-definido, apds esse
periodo de tempo, a eletrolise ¢ interrompida e a conveccgao forgada ¢ desativada. Na proxima
etapa, o analito ¢ redissolvido (oxidado) ou retirado do eletrodo mediante a varredura de

potencial para valores mais positivos. O processo de varredura de potencial que ocorre
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durante a etapa de redissolugdo ¢ geralmente uma rampa linear de potencial ou um sinal
voltamétrico pulsado que minimiza a interferéncia da corrente capacitiva (pulso diferencial

ou onda quadrada) (FOGG; WANG, 1999).

Além da ASV existem outros dois tipos de voltametria de redissolugdo: a catddica e a
adsortiva. A voltametria de redissolugdo catédica (CSV) consiste na polarizagdo anddica do
eletrodo a qual o composto ¢ depositado (como o6xido, por exemplo), seguida da
eletroreducdo do 6xido formado através da varredura de potencial no sentido catddico. A
voltametria de redissolugdo adsortiva consiste na pré-concentragdo por adsor¢io da espécie
eletroativa na superficie do eletrodo (com ou sem o uso de potencial). No caso de metais,
um complexante adequado ¢ adicionado a solucdo para a formagao de um complexo (metal-

ligante) e ¢ esse complexo que serd acumulado na superficie do eletrodo (DA SILVA, 2007).

1.6. Analise por injecio em batelada (BIA)

A BIA ¢ uma técnica analitica inicialmente descrita na literatura no inicio da década de
90 (WANG, JOSEPH; TAHA, 1991). Nesta técnica, pequenos volumes, na ordem de 20 a
150 uL de solu¢ao amostra ou padrao, sao injetados com o auxilio de uma micropipeta

eletronica diretamente sobre um detector imerso em um grande volume de solugdo inerte.

Com a intensdo de aumentar a frequéncia analitica, o sistema de BIA pode ser
considerado uma alternativa em relagdo aos métodos baseados em andlise por inje¢do em
fluxo (FIA, do inglés “flow injection analysis”) (RAMSING; RUZICKA; HANSEN, 1981).
No sistema BIA, a posi¢ao do eletrodo de trabalho € oposta a ponteira do sistema de injecao,
que ¢ feita na configuragao “wall-jet”, ou seja, diretamente sobre a superficie do eletrodo de
trabalho (detecgdo eletroquimica). O sistema pode ser operado com ou sem agitacdo da

solucdo no interior da célula (PEREIRA et al., 2012). Quando a espécie a ser analisada entra
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em contato com a superficie do eletrodo, tem-se como resultado um sinal transiente (pico),
muito similar ao obtido no sistema FIA. Uma representacdo da forma de obtencao dos picos

em sistemas BIA com detec¢ao amperométrica estd ilustrada na Figura 8.

Figura 8 — Etapas de operacdo do sistema BIA e o tipo de sinal adquirido quando do uso

da detec¢ao amperométrica.
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Fonte: A autora, adaptado de (QUINTINO; ANGNES, 2004).

(B) Transporte
(C) Fim dainjegdo
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(E) Equilibriofinal

Conforme apresentado na Figura 8, em A, antes de acontecer a injecdo, observa-se
uma corrente constante que € atribuida a corrente residual gerada a partir da aplicacdo de um
potencial na presenga de um eletrdlito inerte, o que indica que ndo existe reacdo de
transferéncia eletronica na superficie do eletrodo. A partir do momento que a solugdo
presente na pipeta € injetada (B), observa-se um abrupto aumento da corrente, pois neste
momento acontece o processo redox que esta relacionado ao analito de interesse transportado
até a superficie do eletrodo de trabalho por convecgdo. O valor maximo de corrente (C) ¢
atingido durante o procedimento de injecao, e até que esta injecao seja finalizada, esse valor

de corrente se mantém constante. Em (D) ¢ observado uma queda acentuada da corrente,
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pois apods o final do procedimento de injegdo, o transporte deixa de ser convectivo e passa a
ser difusional. Por fim, em (E), o equilibrio existente antes da inje¢ao do analito (corrente
residual) ¢ estabelecido (elevada dilui¢ao no interior da célula). A agitacdo mecanica no
interior da célula ¢ uma opg¢do para acelerar o retorno da corrente ao patamar de antes da
injecdo. Os procedimentos de limpeza dos eletrodos usados em andlises também sao

facilitados com a agitagdo mecanica da solug¢ao no interior da célula.

Como em toda técnica de analise, o sistema BIA apresenta vantagens e desvantagens.
Os sistemas BIA apresentam restricdes em procedimentos de derivatizago e pré-tratamentos
ou dilui¢des online de amostras, além de certa limitagdo quando se trata da sua automagao
(DA SILVA, 2017;WANG, JOSEPH; TAHA, 1991). Além disso, para se obter uma boa
reprodutibilidade no sistema de inje¢@o, o uso de pipetas eletronicas € necessario, ja que com
o uso de pipetas manuais, o bom desempenho das injecdes depende diretamente da
habilidade do operador (WANG, JOSEPH et al., 1992). Este problema da necessidade da
pipeta eletronica, que nem sempre estd disponivel nos laboratorios de pesquisa, pode ser
contornado pelo uso de um padrao interno (GIMENES et al., 2012). Quando comparado ao
sistema FIA, que ¢ um sistema muito parecido, o sistema BIA apresenta menor lixiviagcao do
material utilizado em eletrodos modificados (QUINTINO; ANGNES, 2004), menor dilui¢ao
quando volumes pequenos sdo injetados e, portanto, melhor sensibilidade, menor geragao de
residuos e eliminagdo de problemas como formagao de bolhas de ar e vazamentos (WANG,

JOSEPH et al., 1992).

1.7. Eletrodo de diamante dopado com boro (BDD)

O diamante dopado com boro (BDD, do inglés “boron doped diamond”) ¢ um material

a base de carbono, porém, com propriedades superiores a outras formas de carbono (carbono
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vitreo, grafite, pasta de carbono, etc). O BDD gera uma pequena e estavel corrente de fundo
ao longo de um amplo intervalo de potencial de trabalho, possui cinética relativamente
rapida de transferéncia de elétrons para varios sistemas redox sem pré-tratamento
convencional (polimento), baixa adsor¢ao molecular, estabilidade dimensional, resisténcia a

corrosao (robustez), e transparéncia optica (RAO; FUJISHIMA, 2000).

Existem diferentes métodos para se obter o BDD, sendo que o mais comum se baseia na
deposi¢do quimica em fase de vapor. Diferentes substratos condutores, como silicio,
molibdénio, tungsténio ou titdnio, podem ser utilizados como suporte para a pelicula fina de
BDD (MACPHERSON, 2015). Cada método de obtencdo do BDD possui um mecanismo
de formagao do filme um pouco diferente, porém, todos servem para ativar uma fonte de gas
rico em carbono, produzindo um precursor de crescimento em estreita proximidade com a
superficie do substrato (FUJIISHIMA et al., 2005). Existem dois tipos de filmes finos de
diamante sintetizados rotineiramente, que sdo baseados no seu tamanho e morfologia. Que

sao os filmes micro e o nanocristalino (ALEHASHEM et al., 1995).

O diamante, que ¢ um material isolante, quando tratado em plasma de hidrogénio tém
sua resistividade de aproximadamente 10'® Q cm reduzida para algo em torno de 10° Q cm,
que ainda ¢ um valor de resistividade muito alto. No entanto, quando um filme de diamante
¢ apropriadamente dopado, ele adquire boa condutividade e pode se tornar um material
promissor para ser empregado como eletrodo (KONDO et al., 2007). Por possuir baixa
energia de ativagao como transportador de carga (0,37 €V), o boro € o dopante mais utilizado
para produzir eletrodos de diamante dopados. Sua introducio no filme de diamante ¢ feita
utilizando um reagente contendo boro adicionado a mistura dos gases de deposi¢cao (KRAFT,

2007).

Os dopantes mais empregados sdo: (i) diborano (B2Hs), que por ndo ter carbono e

oxigénio na molécula evita a inclusdo de elementos extras no reator, porém, ¢ altamente
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toxico, explosivo e reativo; (ii) trimetilborato (C3H9oBOs3), que ndo ¢ tdéxico mas deve ser
diluido em acetona e metanol, o que implica numa fonte adicional de carbono e oxigénio; e
o (ii1) 6xido de boro (B203) que € o mais comum deles por possuir grande disponibilidade,
porém, também deve ser solubilizado em acetona ou metanol (BARROS et al., 2005). O
nitrogénio (NH3z e N»), fésforo (PH3) e enxofre (H2S) também podem ser utilizados como

dopantes (KRAFT, 2007).

Existe um estudo na literatura que demonstra que os filmes de diamante ndo sdo tao
eletroquimicamente inertes e que suas propriedades superficiais podem ser sensivelmente
alteradas via pré-tratamento superficial (PELSKOV et al., 1987). Desde entdo, diversos
trabalhos tém sido direcionados para a caracterizagdo do comportamento eletroquimico da
superficie do eletrodo de BDD, de forma a alterar a sua superficie via tratamentos anddicos
e catddicos (BALDAN et al., 2013; CHEN, LI-CHIA; CHANG; CHANG, 2008; GIRARD
etal.,2007; OLIVEIRA, SEVERINO CARLOS B; OLIVEIRA-BRETT, 2010; SALAZAR-

BANDA et al., 2006; SUFFREDINI et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O objetivo geral neste trabalho foi desenvolver métodos eletroanaliticos simples,
rapidos, de baixo custo, com o minimo preparo de amostra € minimo impacto ambiental
utilizando a CE-C*D e BIA-SWASYV, para anélise de zinco (Zn), dcido ascorbico (AA),
escopolamina (SCO) e N-butilbrometo de escopolamina (BSCO) em amostras farmacéuticas

e de interesse forense.

2.2. Objetivos especificos

- Determinagao simultanea de Zn ¢ AA em amostra de suplemento vitaminico utilizando a
CE-C*D;
- Determinacgao simultanea Zn ¢ AA em amostra de suplemento vitaminico utilizando a BIA-
SWASV;
- Determinagdo simultanea de SCO e BSCO em amostras farmacéuticas ¢ em bebidas

recreativas utilizando a CE-C*D.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Amostras, solucdes e reagentes
Todas as solu¢des foram preparadas com dgua deionizada (resistividade superior a
18 MQ cm) obtida em sistema de purificagdo modelo Direct-Q (Millipore - Bedford, MA,
EUA). Todos os reagentes utilizados nos trabalhos eram de pureza analitica e foram usados
sem purificagdo prévia. Na Tabela 1 estdo listados todos os reagentes usados no trabalho, a

sua origem e pureza.



66

Tabela 1 - Reagentes utilizados nos trabalhos por CE-C*D e BIA-SWASV.

Reagente Origem (aquisicao) Grau de pureza (%)
Acido boérico Panreac 99,8
Acido citrico Impex 99,5
Acido ascorbico Vetec 99,0
Cloreto de célcio dihidratado Synth 78,0
Cloreto de sodio Synth 99,0
Cloreto de zinco Quimlab 99,0
Hidréxido de sodio Panreac 98,0
MES Vetec 99,9
Histidina Vetec 98,5
Zinco metalico Syth 99,0
Solugdo padrao de Niquel Syth 99,0
Benzoato de sodio Carlo Erba 99,5
Carbonato de sodio Carlo Erba 99,5
Hidrogenocarbonato de sddio Carlo Erba 99,7
Acido folico Sigma-aldrich 99,0
Cloreto de magnésio Aroma bem estar 99,0
Vitamina A Via farma 99,0
Vitamina D Infinity farma 97,0
Biotina Infinity farma 97,0
Acido fosforico AppliedChem Panreac 88,5
Acido acético AppliedChem Panreac 98,0
Acido butirico Fluka Analytical 99,5
Escopolamina Sigma-Aldrich 98,0
N-butil brometo de Fagron 99,5

escopolamina

Fonte: A autora.
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3.1.1. Determinacido de Zn e AA.

Para as andlises em CE a solugdo padrio de Zn (1000 mg L) foi preparada
dissolvendo-se 100 mg de Zn metalico em 3 mL de HC1 65% (v/v) e essa solugdo foi diluida
para um volume final de 100 mL com agua deionizada. Para as analises por BIA-SWVASV
foi utilizado um padrio de cloreto de zinco (1000 mg L!) da Quimlab (Jacarei, Brazil). A
solucao padrao de AA sempre era preparada um pouco antes das analises por dissolucao de
0,0176g em 10 mL agua deionizada. As amostras farmacéuticas (pastilhas efervescentes)
foram adquiridas em farmacias locais. Todas as amostras foram adequadamente dissolvidas
em agua deionizada, submetidas a sonicagdo até que todo o gas CO: fosse eliminado e

filtradas usando filtro de membrana de nitrocelulose com tamanho de poro de 0,45 pm.

3.1.2. Determinac¢ao de SCO e BSCO.

As solucdes padrao e amostras farmacéuticas de SCO e BSCO foram preparadas
imediatamente antes dos experimentos, por dissolucdo do p6 em dgua deionizada.
Refrigerantes e bebidas alcodlicas foram comprados em um supermercado local. As bebidas
foram diluidas 10 vezes em dgua deionizada. Antes da dilui¢do, as amostras carbonatadas
(coca-cola®, energético, skol beats® e cerveja) foram abertas e submetidas a sonicacdo de

5 minutos para remogado do gas dissolvido.

As amostras farmacéuticas contendo 10 mg de BSCO foram adquiridas em farmacias
locais. Dez comprimidos foram pesados (massa total: 1,422 g), finamente macerados e
cuidadosamente homogeneizados. Em seguida, 0,0313 g do p¢ resultante foi dissolvido em
5 mL de 4dgua deionizada. A partir desta solugdo, aliquotas de 200 e 400 pmol L' foram

preparadas para a realizagdo dos experimentos. Antes da inje¢do no sistema CE, todas as
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solucdes de amostra foram filtradas através de um filtro de membrana (tamanho de poro de

0,45 um) adquirido da Merck (Darmstadt Alemanha).

No estudo de conversdo de BSCO em SCO, cinco comprimidos de buscopan® (10 mg
de BSCO por comprimido) foram pulverizados e homogeneizados (massa total = 0,75 g).
Em seguida, massas equivalentes a um comprimido (0,15g) foram pesadas e colocadas em
trés diferentes béqueres de vidro que foram submetidos a diferentes condigdes (béquer
aberto) com intuito de verificar a conversdo de BSCO em SCO: (i) 24h em temperatura
ambiente; (ii) 8 h aquecido na estufa a 80 °C e, (iii) 10 segundos aquecido na chama do bico
de Bunsen. Em seguida, o conteido de cada béquer foi dissolvido em 5 mL de agua
deionizada, diluido 4,5 vezes, filtrado e injetado no sistema CE. Na Tabela 1 estdo listados

0s reagentes, origem e pureza.

3.2. Equipamentos

3.2.1. CE-C‘D:

Todos os eletroferogramas foram obtidos usando um equipamento eletroforese
capilar construido em laboratorio do IQUSP/SP e que possui dois detectores
condutométricos sem contato acoplados capacitivamente (CE-C*D). Uma imagem e um
esquema de funcionamento do equipamento sdo apresentados na Figura 9 (FRACASSI DA
SILVA; DO LAGO, 1998; FRANCISCO; DO LAGO, 2009). Estes detectores possuem um
oscilador, operando na frequéncia de 1,1 MHz, otimizado para uso de capilares com
didmetro 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. Os detectores estdo posicionados em torno do capilar

a 10 cm de cada extremidade. O capilar de silica fundida usado, em todos os experimentos,
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foi de 40 ou 50 cm de comprimento e 50 pm de didmetro interno x 375 um de diametro

externo (Agilent, Folsom, CA, EUA).

Figura 9 — Imagem e esquema de funcionamento do equipamento de CE-C*D utilizado no

trabalho.

ED: Eletrodo D1:Detector1l P:Pressao
E: Potencial D2:Detector2 EOF:Fluxo eletroosmatico

Fonte: A autora.

Antes do uso, o interior do capilar era condicionado com 4agua deionizada por 10
minutos, em seguida com 0,1 mol L' de NaOH (10 minutos), novamente com agua
deionizada (10 minutos) e finalmente com eletrolito de corrida (BGE) por 10 minutos. As
solugdes eram injetadas hidrodinamicamente por 1,5 s (AA e Zn) ou 1,0 s (SCO e BSCO)
com uma pressao de 25 kPa. Todos os experimentos (exceto para otimizagdo de potencial)
foram realizados com tensdo de separacdo de +25 kV (lado da inje¢@o) e na condigdo de
EOF normal. A Figura 10 apresenta um esquema que resume o procedimento usado na
determinagdo de AA e Zn. Na determinag¢do de SCO e BSCO, o procedimento foi similar,

mas ambas as espécies eram cationicas (v = et + UEOF).
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Figura 10 - Esquema do procedimento desenvolvido por CE-C*D para determinacio

simultanea de Zn e AA.
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Fonte: A autora.

Nos estudos de adicao e recuperagdo, os valores de recuperacao foram calculados

utilizando a equagdo abaixo:

C1-C2

Recuperaciio (%) = ( ) x 100 (Equagio 5)

Onde:

C1 = concentracao do analito na amostra fortificada,

C2 = concentracao do analito na amostra nao fortificada,
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C3 = concentracao do analito adicionada a amostra fortificada.

3.2.2. BIA-SWASV

Os experimentos eletroquimicos foram realizados usando um potenciostato/galvanostato
PGSTAT 128N controlado pelo software NOVA 1.11.1 (Metrohm Autolab BV, Utrecht,
Netherlands). Todos os voltamogramas apresentados tiveram correcao da linha de base
utilizando o algoritimo de “moving average” disponivel no software NOVA 1.11.1. Como
eletrodo auxiliar foi utilizado um fio de platina e como referéncia um eletrodo de
AglAgClKCliaty (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996). O eletrodo de referéncia foi
produzido no proprio laboratorio pela eletrodeposicdo de AgCl sobre um fio de Ag através
da aplicagdo de +0,3 V em meio de uma solugio de HCI 0,10 mol L' durante

aproximadamente duas horas.

O eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro (BDD) usado na determinacao
simultanea de AA e Zn consiste em um filme fino de BDD (1,2 um de espessura; nivel de
dopagem de cerca de 8000 ppm de boro) depositado sobre uma placa de silicio policristalino
(0,7 x 0,7 cm) com 1 mm de espessura (NeoCoat SA, La Chaux-de-Fonts, Suica).
Diariamente, antes de usar o eletrodo de BDD, a sua superficie era submetida a um pré-
tratamento anddico aplicando-se +10 mA por 1000 s em solugao tampao Britton-Robinson
(BR) 0,12 mol L. Posteriormente, era realizado um pré-tratamento catddico aplicando-se -
10 mA por um periodo de 1000 s em uma solugio de 0,1 mol L' de H,SOs (SALAZAR-
BANDA et al., 2010). Todos os resultados voltamétricos apresentados no trabalho foram

realizados sem remocgao do oxigénio dissolvido em solugdo e a temperatura ambiente.
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Todos os experimentos voltamétricos foram realizados utilizando uma célula de analise
por injecao em batelada (BIA) que esté ilustrada na Figura 11. O suporte mostrado na Figura
11B permite a colocacao da célula BIA sobre a bancada sem a necessidade de uso de garras.
Figura 11 — (A) Esquema da célula BIA utilizada no trabalho; (B) Imagem real da célula
BIA; (C) Mecanismo de injecdo no sistema BIA para analises de redissolugdao onde em (A):

inicio da injecao; (B) apds 5 s de injecao; (C) apds 35 s de injecao; (D) apos 40 s do inicio

da injecao.

Pipeta
Agitador

(B) Eletrodos

Polipropileno

Polipropileno

Suporte

Fonte: (OLIVEIRA, T. C, 2015; TORMIN, T. F, 2016).

Na Figura 11C, observa-se em A e B o mecanismo inicial e apds 5 s da inje¢cao comegar,
onde nota-se claramente a formacao de uma zona de solugdo (“azulada™) na superficie do
eletrodo. A solu¢ao/amostra ¢ forcada para o eletrodo de trabalho apenas durante a etapa de

injecdo por acdo da micropipeta, com tempo aproximado de 35 s (C). Apds a injecao
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terminar, a solucdo/amostra ainda cerca a superficie do eletrodo e o analito ainda pode ser

transferido por difusdo para o eletrodo durante a etapa de deposigao (D).

A célula foi desenvolvida em nosso laboratério, conforme descrito anteriormente
(TORMIN et al., 2011). Todas as inje¢des foram realizadas usando uma micropipeta
eletronica (Eppendorf ® Multipette stream) com um volume de injecdo constante (Figura
12A). A distancia entre a ponta da micropipeta (Combitip®) e o eletrodo de trabalho também
era constante (= 2 mm), conforme recomendado na literatura (QUINTINO; ANGNES,

2004).

Figura 12 - (A) Imagem da pipeta eletronica que foi utilizada para as inje¢des no sistema

BIA; (B) Imagem do sistema de agitacdo para célula BIA.

= \\ Haste de Teflon

— Ponteira

Fonte: (OLIVEIRA, T. C, 2015)

Para fixar a peca de BDD e manter o contato elétrico, uma placa metalica foi pressionada
sobre a placa de BDD através de dois parafusos posicionados nas extremidades da parte

inferior da célula. O eletrodo de BDD foi colocado na parte inferior da célula sobre um anel
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de borracha (O-ring) e a 4area de eletrodo (0,18 cm?) foi definida pelo didmetro interno do
anel de vedagao (0,48 cm). Entre as inje¢des de diferentes solugdes, um micro-motor DC de
12 V (Figura 12B), adaptado com uma haste de teflon (GIMENES et al., 2012), foi
empregado para agitar a solugdo. Um esquema do procedimento utilizado na determinagao
simultanea de Zn e AA ¢ mostrado na Figura 13.

Figura 13 - Esquema do procedimento desenvolvido por BIA-SWASYV para determinagao

simultanea de Zn e AA.

Injecao de soluciao padrao/amostra

(150 pL)

v

Deposicaodo Zn (-1,6 V/10 s)
Velocidadede inje¢io: 78 uL st

A soluciio permanece na superficie do eletrodo por
um periodo apos o final da etapa de injecio.

Redissolucao anodica do Zn e oxidacao do AA:

Incremento de

potencial: 3 mV
aplicado: Amplitude: 50 mV

-1.7t0o +1.3V Frequéncia: 40 Hz

Intervalo de potencial

r

¢O Agitacao da solucidodentro da célula BIA
(Aliquota diluida cerca de 1500 vezes)

h

.

Fonte: A autora.
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3.2.3. Métodos de referéncia

Os resultados obtidos na determinac¢do de Zn por CE foram comparados aos obtidos por
absor¢do atomica por chama (FAAS). Neste procedimento foi usado um equipamento
modelo Varian® SpectrAA 220 (Victoria, Australia), cujas condigdes operacionais
utilizadas foram: Comprimento de onda de 213,9 nm; largura da fenda de 0,7 nm; corrente
da lampada de catodo oco (HCL) L1788-30NE de 10 mA; largura do queimador de 10 cm;
vazdo do fluxo de acetileno de 1,25 L min'e vazdo do fluxo de ar de 5,25 L min’!,

temperatura da chama cerca de 2700 K (MANOURI et al., 1998).

Os resultados obtidos na determinagdo de AA por CE foram comparados aos obtidos
pelo método iodométrico (NWEZE; ABDULGANIYU; ERHABOR, 2015). Em um
erlenmeyer foram adicionados 5 mL de amostra, 0,15 g de iodeto de potéassio, 1 mL de acido
sulfurico 1 mol L' e 1 mL de solu¢do de amido (indicador). Em seguida, essa solucdo foi
titulada com uma solucio padrio de iodato de potéssio (0,0100 mol L) até que a mudanga

de cor fosse observada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

PRIMEIRA PARTE: DETERMINACAO SIMULTANEA DE ZINCO E ACIDO
ASCORBICO UTILIZANDO CE-C*D E BIA-SWVASV.

4.1. Determinacio simultinea de Zn e AA por CE-C*D

Em um artigo publicado recentemente (RIBEIRO et al., 2016), a determinagdo répida e
simultinea de Zn e nafazolina (40 s) foi demonstrada por CE-C*D utilizando 20 mmol L
de MES e de HIS (pH = 6,0) como BGE. Nas condi¢des usadas no trabalho, o Zn interage
com a HIS presente na composi¢do do BGE através dos anéis de imidazol formando um
complexo quelato cationico de formula Zn-(HIS):" (JI et al., 2000; KHO et al., 2000). A
formagdo do complexo reduz a mobilidade do Zn e, por isso, ¢ possivel obter uma boa
resolucao com relagao ao pico do sddio (encontrado em muitas amostras farmacéuticas). Em
pH = 6,0, o AA (pKAi1= 4,2 e pKa= 11,6) possui baixa mobilidade eletroforética
(MORABIA et al., 2004), pois 100% das moléculas de AA estdo na forma anidnica com
apenas uma carga negativa, além disso, a molécula possui alto peso molecular (176 g mol
1. Desta forma, estudos foram realizados para determina¢io simultdnea do complexo
cationico de HIS com Zn e AA usando o modo contra EOF (mobilidade EOF>>mobilidade

eletroforética de AA).

Como o principal objetivo do trabalho ¢ a determinagdo rapida e simultanea de Zn e AA,
compostos como TRIS e 4cido benzoico (além do MES) foram avaliados para compor o
BGE com valores de pH mais elevados (mantendo a HIS na composi¢do do BGE). O
aumento no pH da solucdo, eleva o nimero de grupos silandis ionizados na parede interna

do capilar de silica, aumentando assim a mobilidade do EOF, o que consequentemente pode
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levar a menores tempos de andlise. Os eletroferogramas deste estudo estao apresentados na
Figura 14. As concentragdes de Zn e AA usadas neste estudo sdo similares as concentragoes
destes compostos em amostras farmacéuticas comerciais.

Figura 14 — Eletroferogramas obtidos com o estudo de diferentes composi¢des de BGE:
(A) 30 mmol L' de HIS + 15 mmol L' de TRIS pH=8,8; (B) 20 mmol L' de MES e HIS
pH=6,1; (C) 30 mmol L' de HIS + 10 mmol L' 4cido benzdico pH= 8,8; (D) 30 mmol L
de HIS + 10 mmol L' de NaOH pH=8,4. Solug¢do padrdo: 100 umol L™ de Zn e 3700 umol

L' de AA. Comprimento total e efetivo do capilar: 40 e 10 cm; Potencial aplicado: 25kV;

Tempo de injecdo: 1,0 s.
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Fonte: A autora.
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Nao foram observados picos para o Zn em BGE’s com pH maior que 7,0. A concentragao
do cation bivalente diminui com o aumento do pH devido a provavel formacao das seguintes
espécies: Zn(OH)", Zn(OH)as), Zn(OH)s™ e Zn(OH)4*, ou seja, em valores de pH mais
elevados (pH> 7,0), a formagdo de uma espécie que precipita (Zn(OH)xs) - Kps=3 x 10717)
inviabiliza a analise por CE. Portanto, na separacao de Zn e AA por CE, um BGE com pH
abaixo de 7,0 faz-se necessario. Desta forma, o BGE composto pela concentragdo equimolar

de MES e HIS (pH=6,1) (Figura 14B) foi selecionado para os estudos subsequentes.

Antes de prosseguir com os demais estudos de otimizacdo do método foi realizado a
injecdao de uma solucao padrdo e uma solugdo amostra, para verificar se ambos apresentavam
comportamento similar no BGE selecionado. A solugdo padrao foi preparada com proporg¢ao
semelhante a propor¢do apresentada na amostra (37 vezes mais AA que Zn). Os
eletroferogramas referentes a este estudo estdo apresentados na Figura 15.

Figura 15 — Eletroferogramas de solugdes padrdo (A) e amostra (B) contendo 100 pmol L!

de Zn e 3700 umol L' de AA. BGE: 20 mmol L' de MES e HIS, pH=6,1. Comprimento

total e efetivo do capilar: 40 e 10 cm; potencial aplicado: 25kV; tempo de injecdo: 1,0 s.
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Observa-se na Figura 15 um efeito de cauda no pico do AA, caracteristico da
eletrodispersao que ¢ causada quando a condutividade do contra-ion do BGE ¢ maior que a
condutividade do analito. Para o Zn observa-se um formato de pico bem definido na solugao
padrao (A) e um pico de menor intensidade e mais alargado na solucdo da amostra (B).
Diante desses resultados, estudos de recuperacao foram realizados e valores em torno de

50% e 100% foram obtidos para Zn e AA, respectivamente.

Diante da baixa recuperacdo observada para o Zn na amostra foram avaliadas
algumas alternativas para minimizar este problema. Desta forma, seria possivel dar
continuidade nos estudos de otimizacdo do método. Uma possibilidade foi adicionar a
solugdo amostra, o niquel (Ni) e cobre (Cu), que sdo metais que apresentam um
comportamento eletroforético parecido com o do Zn e que, poderiam de alguma forma,
minimizar essa interferéncia provavelmente causada por algum interferente na matriz do
farmaco. Os eletroferogramas referente a este estudo estdo apresentados na Figura 16. Neste

estudo, resultados obtidos com os dois detectores C*D do equipamento s3o mostrados.
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Figura 16 — Eletroferogramas obtidos com solugdes amostra com 100 pmol L™ de Zn e 3700
pumol L' de AA e adi¢io de cobre (100 pmol L) ou niquel (100 umol L!). BGE: 20 mmol
L' de MES e HIS pH=6,1. Comprimento efetivo do capilar para andlise de cobre: 10 cm
(primeiro detector); comprimento efetivo do capilar para anélise de niquel: 30 cm (segundo

detector). Demais condig¢des experimentais vide Figura 15.
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Os resultados mostraram que o Cu e o Zn, nas condi¢des em estudo, possuem mesmo

tempo de migracao e, por isso, o uso do Cu foi descartado.

No primeiro detector (10 cm de coluna), o pico referente ao Ni nao foi observado. Ja
no segundo detector, o pico do Ni saiu proximo ao EOF, porém, com baixa resolugdo (r <
1,5), ou seja, no primeiro detector ndo foi observado nenhum um pico adicional, pois o Ni
provavelmente co-migrou com o EOF. Contudo, foi observado também que com a adi¢do
do Ni na amostra, o pico do Zn apresentou maior intensidade. Ou seja, na presenga de Ni, o

pico do Zn na amostra apresentou formato similar ao pico do Zn na solucao padrao.
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Diante destes resultados, pressupde-se que algum componente da matriz presente na
amostra esta causando, de alguma forma, um efeito de diminui¢ao da intensidade do pico do
Zn. Além disso, os resultados obtidos também mostraram que a adi¢ao de Ni poderia
contornar este problema. A fim de identificar a origem deste fendmeno, solugdes padrao de
Zn com e sem a presen¢a de um ou de todos os excipientes (bicarbonato de sodio, acido
citrico e o benzoato de sodio) presentes na amostra foram analisados por CE-C*D com e sem
a presenga de Ni. Os resultados destes estudos sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Relagio das 4reas correspondentes a 100 umol L' de Zn em solucdo padrio (A)
e solugdo amostra (F) com: 75 umol L™ de Ni (G e H) e 200 umol L' de benzoato de sodio

(B); bicarbonato de sodio (C); acido citrico (D) e todos os excipientes adicionados ao padrdo

sem (E) e com Ni (H).

Composicao da solugao Area do Zn (U.A.)
A Padrio 6,31 £0,19
B Padrao + BZS 6,18+0,18
C Padrao + BS 6,25+0,19
D Padrao + AC 528 +£0,16
E Padrdao + BS + BZS + AC 5,32£0,18
F Amostra 3,16 £ 0,09
G Amostra + Ni 6,30 £0,18
H Padrao + BS+ BZS + AC + Ni 6,35+ 0,20

*Bicarbonato de sodio (BS); acido citrico (AC) e benzoato de sodio (BZS).

Fonte: A autora.

Como pode ser observado nos resultados da Tabela 2, a area do pico de Zn na solugao
padrao (A) foi de 6,31+£0,19. Apds a adi¢ao de benzoato de sdédio (B) ou bicarbonato de
sodio (C) na solucao padrao, as areas do pico de Zn permaneceram relativamente constantes

(6,18+ 0,18 e 6,25+ 0,19, respectivamente). No entanto, apds a adi¢ao de acido citrico (D),
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a area do pico de Zn diminuiu para 5,28+ 0,16 (-16%). Um valor de area semelhante (5,32+
0,18) também foi obtido apods a adi¢do de todos os excipientes avaliados na solugdo padrao

(E). Estes resultados sugerem que apenas o acido citrico esta interferindo no sinal do Zn.

Na analise de uma solu¢ao de amostra (F) contendo a mesma concentracdo de Zn
(determinada por FAAS), a area do pico de Zn foi de 3,16+ 0,09 (-50%). Vale ressaltar que
ndo conhecemos a quantidade exata de cada excipiente na amostra, uma vez que esta
informacdo ndo ¢ fornecida na bula. Diante desses resultados ¢ bem provavel que a
quantidade de 4cido citrico adicionada na solu¢do padrio (200 pmol L) seja inferior a
quantidade presente na amostra e, por isso, a redugao do sinal de Zn na amostra apds a adig@o

Ni foi menor que a reducdo do sinal de Zn na amostra.

De acordo com a literatura (WYRZYKOWSKI, CHMURZYNSKI, 2010), o citrato
forma complexos estaveis com Zn (K = 4,0 x 10%) e isso pode explicar a diminui¢do da area
do pico de Zn nas solugdes das amostras (a presenga de citrato desestabiliza ou compete com
a formagio do complexo entre Zn e HIS). O Ni (K¢ = 14,5 x 10%) é um metal que forma um
complexo mais estavel (3,6 vezes maior) com o citrato do que o Zn (Kr = 4,0 x 10%)
(WYRZYKOWSKI; CHMURZYNSKI, 2010). Assim, a adi¢do de Ni mostrou ter potencial
para contornar o problema da magnitude do sinal do Zn na solu¢do amostra (analisado como
Zn-(HIS)>"). Uma outra hipotese, diz respeito as questdes cinéticas, o Ni, nessas condigdes,
pode apresentar maior habilidade na participagdo da reagdao de substitui¢do do ligante na
formac¢do do complexo com o citrato (a reagdao acontece de forma mais rapida), ou seja, pode

apresentar maior labilidade que o Zn nessas condicdes.

Em suma, a adicdo de Ni nas amostras fez com que o Zn ficasse “livre” para formar o
complexo com a HIS, de forma similar ao que acontece na solucdo padrdo. Portanto,

analisando todos os resultados obtidos com este estudo, chegou-se a conclusao que, a adig@o
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de Ni na solu¢ao amostra faz com que o Zn presente na amostra (Tabela 2G) apresentasse

area de pico similar ao Zn presente na solucao padrao (Tabela 2A).

Retomando aos estudos de otimizagdo do método, o proximo passo foi avaliar a
concentragdo equimolar de MES e HIS no BGE. Para este estudo foram avaliadas trés
concentragdes diferentes de MES/HIS (20, 30 e 40 mmol L) empregando duas solugdes
diferentes: solucdo padrio (a) e solugio amostra com a adi¢do de 100 pmol L' de Ni (b). Os

eletroferogramas obtidos neste estudo sdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17 — Eletroferogramas referentes ao estudo da variagao equimolar da concentragao
de MES/HIS no BGE: (A) 20 mmol L' de MES e HIS; (B) 30 mmol L' de MES e HIS; (C)
40 mmol L' de MES e HIS, todos em pH=6,1. Padrio e amostra com 100 umol L' de Zn e
3700 umol L' de AA, sendo: (a) solugdo padrio, (b) solugdo amostra com adi¢do de 100
pumol L' de Ni. Comprimento total e efetivo do capilar 50 e 10 cm. Demais condigdes

experimentais vide Figura 15.
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E possivel observar que tanto em (A), (B) e (C), o sinal do Zn para o padrio e para a
amostra com adicdo de Ni apresentaram perfis e intensidades semelhantes. Os
eletroferogramas (A) e (B) foram os que apresentaram os menores tempo de analise, porém,
no BGE (B) foi observada uma maior semelhanca entre os picos do Zn do padrao e amostra.
Portanto, 0 BGE composto por 30 mmol L' de MES e HIS foi selecionado para os estudos

posteriores.

Posteriormente, os estudos foram direcionados para a investigagdo da concentragao ideal
de Ni a ser utilizada na amostra. Para isso, diferentes concentra¢des de Ni (25, 50, 75 ¢ 100
umol L) foram adicionadas as solu¢des de amostras com concentragio conhecida de Zn
(100 umol L") e as areas de pico obtidas foram comparadas aquelas obtidas com uma
solugdo padrio contendo Zn e AA. Os eletroferogramas obtidos neste estudo sdo

apresentados na Figura 18.
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Figura 18- Eletroferogramas do estudo da adicdo de diferentes concentracdes de Ni as
solugdes padrio e amostra com 100 pmol L de Zn e 3700 pmol L' de AA. Concentracdes
de Ni: (1) 100 umol L; (2) 50 umol LY; (3) 75 pmol L' e (4) 25 umol L. BGE: 30 mmol
L' de MES e HIS, pH=6,1. Condic¢des experimentais vide Figura 15.
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A fim de facilitar a visualizagdo e discussao dos resultados obtidos na Figura 18, as areas
dos picos detectados para Zn (simbolo azul) e AA (simbolo laranja) foram plotados em

funcao da concentracdo de Ni adicionado nas solugdes analisadas (Figura 19).
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Figura 19 - Variagdo das areas de Zn (simbolo azul) e AA (simbolo laranja) em funcao das
diferentes concentragdes de Ni adicionado as solu¢des padrao (m) e amostra (A ). Condigdes

vide Figura 18.
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Fonte: A autora.

E possivel observar na Figura 19 que a adi¢do de Ni na amostra faz com que a 4rea do
Zn da amostra se aproxime da area do Zn presente na solu¢do padrdo. Este fato s6 ndo ¢
observado quando apenas 25 umol L' de Ni ¢ adicionado. Nesta condi¢io, a 4rea do Zn se
manteve menor na amostra que no padrdo, ou seja, possivelmente a concentracdo de Ni
adicionada a amostra ndo foi suficiente para evitar a desestabilizagdo do complexo Zn-
(HIS).. Além disso, € possivel observar uma grande diferenca nos valores de area para o AA,
no padrio e amostra, quando 100 umol L' de Ni foi adicionado, o que provavelmente pode
ter ocorrido por algum tipo de interag@o entre o Ni e o AA (FORNARO; COICHEV, 1998).

A adigdo de 75 umol L' de Ni a amostra foi a concentragio que gerou uma maior
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proximidade entre os valores de areas das solugdes padrao e amostra, tanto para o Zn como

para AA, e por isso, essa foi a condi¢ao selecionada para os estudos posteriores.

O préximo parametro avaliado foi o tempo de injegdo. Este estudo foi realizado usando
uma solugdo padrio contendo 100, 3700 e 75 umol L' de Zn, AA e Ni, respectivamente.
Para simular as condi¢des da amostra, 200 pmol L' de cada excipiente (bicarbonato de
sodio, acido citrico e o benzoato de so6dio) também foram adicionados (o que justifica a
adi¢ao do Ni). Os resultados obtidos neste estudo sdo mostrados na Figura 20.

Figura 20 - Eletroferogramas obtidos no estudo do tempo de inje¢do (0,5 - 2,5 segundos).
Composicio da solugdo padrio: 100, 3700, 75, e 200 umol L' de Zn, AA, Ni e excipientes

(bicarbonato de sddio, acido citrico e o benzoato de sodio), respectivamente. Demais

condig¢des vide Figura 17.
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Apos este estudo, o tempo de injecdo que confere maior sensibilidade sem afetar
resolucdo e a largura da base do pico foi selecionado. Como pode observado na Figura 20,
o aumento do tempo de injecdo ndo gera interferencias significativas na resolugdo do pico
de Zn com relagao ao EOF, porém, além de aumentar a intenside dos picos, o aumento do
tempo de injecdo também aumenta consideravelmente a largura da base do pico de AA e
ascentua o “efeito de cauda”, causado pelas diferencas de condutividade com o BGE .Desta

forma, o tempo de injecdo intermediario de 1,5 s foi selecionado para as analises posteriores.

Parametros como potencial de separag¢do e variagdo da temperatura também foram
avaliados. Elevados potenciais de separagdo levam a tempos de andlises menores, ja que o
potencial esta diretamente relacionado ao tempo de migragao. A utilizagdo de um potencial
de separagdo menor (15 ou 20 kV) ndo ¢ justificavel ja que ndo foi identificado problema de
efeito Joule em potencial de separacdo de 25 kV. A utilizagdo de potencial maior (30 kV)
nao foi possivel, uma vez que nessas condigdes, os eletroferogramas apresentaram uma linha
base mais ruidosa (efeito Joule), além de fugas de alta tensdo que eventualmente ocorrem
com o equipamento em uso (situagdo observada em diversos trabalhos realizados com o
equipamento). Desta forma, o potencial de +25 kV (lado da injecdo) foi utilizado em todas

as analises.

Outro estudo realizado teve como finalidade verificar se a flutuagdo de temperatura
no capilar tinha algum efeito na robustez do método, uma vez que a temperatura esta
diretamente relacionada a viscosidade das solugdes e, consequentemente, nos tempos de
migracao. Os valores de temperatura foram variados entre 20 ¢ 30 °C e nado foi observado

variacao significativa (< 2,0 %) na area dos picos de Zn e AA.

O capilar utilizado em todos os estudos possuia 40 cm de comprimento total, 10 e 30

cm de comprimentos efetivos, primeiro e segundo detector, respectivamente. Nas analises
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foi utilizado o primeiro detector, pois nessas condigdes se obtem menores tempos de

analises.

Todos os parametros experimentais otimizados no desenvolvimento do método

proposto sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢des otimizadas para o método CE-C*D desenvolvido.

Parametros Faixa estudada Valores otimizados
Concentrac¢io do BGE (mmol L) 20-40 30
Potencial de separacio (kV) 15-25 25
Tempo de injecdo (s) a 25 kPa 0,5-2,5 1,5
Temperatura (°C) 20-30 25
Comprimento efetivo do capilar (cm) 10 e 30 10

Fonte: A autora.

O estudo de repetibilidade expressa a precisdo do método analitico e representa o
grau de concordincia entre os resultados de medi¢des sucessivas de um analito que ¢
avaliado sob a as mesmas condi¢des de medi¢do, onde as repeti¢des sdo realizadas em curto
espaco de tempo. Para o teste de repetibilidade foram feitas injegdes sucessivas (n = 10) de
solucdo padrio contendo 100 pmol L' de Zn, 3700 umol L' de AA, 75 umol L' de Ni e
200 umol L' cada um dos excipientes (bicarbonato de sodio, 4cido citrico e o benzoato de
sodio) para simular as condi¢gdes da amostra. Para melhor visualizagdo dos eletroferogramas,

a primeira, quinta e décima andlise sdo apresentadas na Figura 21.
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Figura 21 — Eletroferogramas do estudo de repetibilidade com 10 inje¢des sucessivas de
uma solu¢do padrio com 100, 3700, 75 e 200 pmol L' de Zn, AA, Ni e de cada um dos
excipientes (bicarbonato de sédio, acido citrico € o benzoato de sodio), respectivamente.

Demais condic¢oes vide Tabela 3.
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Fonte: A autora.

Os dados obtidos no estudo de repetibilidade revelaram que o método ¢ estavel, pois
os DPRs foram menores que 3,5% e de 2% (n = 10) para as areas dos picos e tempos de
migracdao do Zn e AA, respectivamente. Este estudo foi realizado sem limpeza do capilar
entre as medidas consecutivas, ou seja, ndo ha necessidade da renovacao do BGE (“flush”)
no capilar ao longo de dez anélises sucessivas. Apds as dez injegdes sucessivas foi observado
que o desvio aumentava de forma significativa, ou seja, apds as dez analises existe a
necessidade de fazer um “flush” de 1 minuto no capilar. O estudo de repetibilidade inter-dias
também foi realizado mediante anélise de solugdo padrdo em trés dias diferentes. Este estudo
apresentou DPRs de 8,2% para a area e 8% para tempo de migragcdo do Zn e de 6,1% para a

area e 2% para o tempo de migragdo do AA. Estes resultados indicam que uma calibragdo
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diaria permite a obtengado de resultados mais precisos. Os desvios foram calculados com base

na equagao abaixo:
DPR (%) = DPx/x x100 (Equacio 6)
Sendo: DPx = Desvio padrao da area; X = area média encontrada para a série de medidas.

Posteriormente foi feito um estudo para verificar a faixa de concentragdo onde existe
uma relagdo linear entre concentracao de Zn e AA e a area dos respectivos picos registrados
no detector. Solucdes padrao contendo concentracdes crescentes de Zn e AA foram injetadas
e as médias das areas registradas foram plotadas em funcdo da concentragdo. Os
eletroferogramas obtidos nestes estudos sdo apresentados na Figura 22. Este estudo foi feito
levando em consideracdo a propor¢do de Zn e AA encontrada em amostras comerciais (AA

37 vezes mais concentrado que Zn).

Figura 22 - Eletroferogramas obtidos com inje¢des de solugdes contendo concentragdes
crescentes de Zn (50, 100, 200, 300 e 400 pmol L") e AA (1850, 3700, 7400, 11100 e 14800

pmol L1). Demais condi¢des vide Tabela 3.
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As areas dos picos para Zn e AA apresentam relacao linear para uma ampla faixa de
concentragio (de 50 pmol L™ a 400 umol L™ para o Zn e 1850 umol L' a 14800 pmol L
para AA, r>0,998). Observa-se que at¢ mesmo em elevadas concentragdes tem-se resolucao
e relacdo linear entre as concentragdes € area dos picos para os analitos em estudo. A
possibilidade de obtencao de uma ampla faixa linear de resposta ¢ uma das caracteristicas
do detector C*D, e isso torna vidvel a analise de amostras que contém espécies com

concentracdes muito diferentes.

A Tabela 4 apresenta um resumo das caracteristicas analiticas do método proposto
avaliadas neste estudo. Dentre estas caracteristicas estdo o limite de detec¢ao (LD), que € a
menor concentragcdo da espécie que pode ser detectada e que normalmente ¢ calculado pela
triplicata do quociente entre o desvio padrdao do branco pela inclinagdo da curva analitica
(3SB/b) onde, SB ¢ o desvio padrdo das 10 medidas do branco, e o b ¢ a inclinacao
(sensibilidade) da curva analitica. O limite de quantificacdo (LQ), ¢ a menor concentragdo
da espécie que pode ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo e exatiddo ¢
calculado como sendo (10SB/b). Neste trabalho, o LD foi obtido mediante injecdes de
solucdes contendo concentragdes cada vez menores (diluigdo progressiva) de Zn e AA até
que nao fosse possivel distinguir o sinal dos analitos do ruido (ARMBRUSTER; TILLMAN;
HUBBS, 1994; LAWSON, 1994). E importante ressaltar que o valor de LQ para o AA ficou
muito abaixo ao primeiro ponto da faixa linear, pois para constru¢do da faixa linear, como
para todas as analises, foi considerado a propor¢ao das espécies no farmaco (1:37 para Zn e

AA, respectivamente).
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Tabela 4 - Caracteristicas analiticas do método CE-C*D.

Caracteristicas Analiticas Zn AA
Tempo de migracio (s) 38,0+ 0,3 75,0+ 1,6
Resolugao** 54+0,2 2,6 0,1
Coeficiente de correlaciao 0,998 0,999
Faixa Linear (umol L) 50 —-400 1850 — 14800
LD (umol L) 10 20

LQ (umol L) 33 66
RSD intra-dias (n = 10) 2,7% 3,5%
RSD inter-dias (n = 3) 8,2 % 6,1 %
Frequéncia analitica (h™) 40 40

**Resolugao entre o pico de Zn e o EOF e entre o EOF e o pico do AA.
Fonte: A autora.
A partir destes resultados, as curvas de calibragdo (Figura 23) foram obtidas para
analise de quatro amostras farmacéuticas (A1, A2, A3 e A4). Os resultados obtidos na anélise
dessas quatro amostras por CE-C*D e com os métodos comparativos (titulagdo para AA e

FAAS para Zn) sdo apresentados na Tabela 5.
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Figura 23 — Curvas de calibragdo para o Zn (100 pmol L' - 400 pmol L) e para o AA
(3700 pmol L' — 14800 pmol L). Demais condigdes vide Figura 22.
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Fonte: A autora.

Tabela 5 - Comparagio dos resultados obtidos com a analise de 4 amostras por CE-C*D ¢

pelos métodos de referéncia, titulagdo (AA) e FAAS (Zn).

Amostr Bula Diferencas %
CE

a (comprimido) Titulacdo FAAS E1 E:
A Zn 10,0 mg 10,1 £0,4 - 9,6+0,2 + 1% +5,2%
1 AA 1,00 g 0,99 £+ 0,04 1,01 £0,02 - -1,0%  -2,0%
A Zn 10,0 mg 9,6 +0,7 - 9,5+0,2 -34%  +1,0%
2 AA 1,00 g 1,03 £ 0,04 1,01 £0,02 - +3,0% +2,0%
A Zn 10,0 mg 9,9+0,1 - 10,0£0,1 -1,0% -1,0%
3 AA 1,00 g 1,01 £0,05 1,06 £ 0,02 - +1,0% -4,7%
A Zn 10,0 mg 10,6 £0,1 - 10,5+0,1 +6,0% +1,0%
4 AA 1,00 g 1,02 £ 0,08 1,06 £ 0,02 - +2,4% -3,8%

E1: Diferenga entre os resultados obtidos por CE-C*D e os valores reportados pela bula; E2: Diferenca entre
os resultados obtidos por CE-C*D e os obtidos pelos métodos de referéncia (Titulagio e FAAS).

Fonte: A autora.
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De acordo com o teste t-Student pareado todos os resultados obtidos por CE-C*D
estao de acordo com os obtidos por titulacdo ou por FAAS. Com um nivel de confianga de
95% os valores obtidos foram inferiores ao valor critico tedrico (2,78; n = 3), o que indica
que os resultados sao estatisticamente semelhantes. A precisdao do procedimento também foi
avaliada mediante estudos de adi¢do e recuperagdo, onde quantidades conhecidas de Zn ¢
AA foram adicionadas a amostra. Foram obtidas recuperacdes de 100 + 3 e 101 £+ 2% para

0 Zn e AA, respectivamente.

4.1.1. Conclusdes parciais

Um método para a determinagdo de Zn e AA em Unica corrida foi proposta pela primeira
vez. O método proposto ¢é simples, rapido (~40 inje¢des h!), necessita de etapas simples de
preparagdo de amostras (apenas dissolucdo e diluicdo em é4gua), faz uso de quantidades
muito pequenas de amostras e reagentes (impacto ambiental minimo) e a andlise ¢ feita
usando calibracdo externa. A interferéncia de 4cido citrico (presente no firmaco como
excipiente) na magnitude do pico de Zn (complexo cationico entre Zn e HIS) foi eliminada
através da adigdo de Ni em todas as solu¢des amostras. A constante de formagao de
complexos entre Ni e citrato ¢ maior do que entre Zn e citrato, desta forma, a formacdo do

complexo entre Zn e HIS no BGE ocorre sem interferéncia de citrato.
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4.2. Determinacio simultinea de Zn e AA por BIA-SWASV

A possibilidade da determinag@o simultanea de Zn e uma espécie organica (nafazolina)
por BIA-SWASV também ja foi demonstrada anteriormente (OLIVEIRA, THIAGO DA
COSTA et al., 2016) em nosso grupo de pesquisa. Em funcao disso, nds optamos em
verificar se este método também se aplicaria para a determinagdo simultanea de Zn e AA.
Adquirir experiéncia com outra técnica de analise muito utilizada no grupo também foi
importante nesta decisdo. E importante frisar aqui que a técnica SWV, no modo
convencional (célula eletroquimica no estado estacionario), nao apresentou resultados
satisfatorios na determinagdo simultdnea de Zn e nafazolina. Ou seja, o sucesso na
determinagdo simultanea de Zn e nafazolina foi atribuido a algumas caracteristicas do
sistema BIA como contato minimo entre eletrodo e amostra (menor contaminagdo) e
facilidade de uso de etapas de limpeza entre os procedimentos de analise. Os primeiros
estudos deste trabalho foram realizados utilizando o mesmo eletrdlito (tampao acetato 0,05
mol L''; pH =4,7) do trabalho anterior, o qual apresentou resultados satisfatorios nos estudos
de otimiza¢do empregando solug¢des padrao contendo Zn e AA. No entanto, na andlise do
comprimido efervescente, que ¢ uma amostra com matriz diferente da amostra que contém
Zn e nafazolina (solucdo oftalmoldgica), os testes de recuperacdo ndo apresentaram bons
resultados (< 50% para o Zn), o que foi atribuido a um provéavel problema de efeito de matriz.
Este problema nao foi resolvido mesmo utilizando o método de adicdo de padrdo. Desta
forma, os estudos iniciais de otimiza¢do foram retomados a fim de buscar novas condi¢oes

experimentais que pudessem contornar o problema encontrado.

A polaridade da superficie do eletrodo de BDD depende do tipo de ativagdo
eletroquimica previamente aplicada. As respostas eletroquimicas de muitas espécies redox

usando BDD como eletrodo de trabalho dependem fortemente do tipo de terminagao quimica
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em sua superficie, desta forma, o tipo de ativagcdo da superficie de eletrodo de BDD foi
avaliada. A ativagdo anodica aumenta a quantidade de terminacdes contendo oxigénio e
grupos hidroxila na superficie do eletrodo, aumentando sua hidrofilicidade, enquanto a
ativacdo catddica favorece terminagdes contendo hidrogénio, exibindo caracteristicas
hidrofobicas. Assim, o comportamento eletroquimico do BDD pode ser alterado em fungao
do tipo de ativagao realizada antes das analises (BARROS et al., 2005; PLESKOV, 2000).
Na Figura 24 sao apresentados os voltamogramas obtidos na inje¢do de uma solugao padrao
composta por Zn e AA no sistema BIA-SWASV ap6s a realizacdo de cada um dos modos

de ativagao (anddico e catddico) do eletrodo de BDD.

Figura 24 — Efeitos dos pré-tratamentos eletroquimicos anodico (+10 mA por 1000 s; linha
preta) e catddico (-10 mA por 1000 s; linha vermelha) no desempenho do eletrodo de BDD.
Concentra¢do: 5 umol L' de Zn e 185 pmol L' de AA; eletrdlito suporte: 0,12 mol L' BR
(pH = 6,0); potencial de deposi¢do: -1,5 V; tempo de deposi¢do: 10 s; volume de injecao:
150 uL; velocidade de injecdo: 49 uL s'; frequéncia: 30 Hz; amplitude: 60 mV; incremento

de varredura: S mV.
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Fonte: A autora.
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Observa-se que a oxidacao do AA ¢ fortemente favorecida com a hidrogenagao da
superficie do BDD (tratamento catédico), o que esta de acordo com trabalho publicado
anteriormente (BROCENSCHI et al., 2016). O tratamento anodico também diminuiu de
forma acentuada a corrente obtida para o Zn, o que possivelmente também ¢ ocasionado pela
mudancga de polaridade da superficie do eletrodo de BDD. Portanto, em fun¢do do perfil
voltamétrico dos picos obtidos tanto para Zn quanto para o AA, o tratamento catodico foi

utilizado para a realizacao dos estudos subsequentes do trabalho.

A investigacdo dos parametros envolvidos no trabalho foram todos realizados
utilizando o sistema BIA, uma vez que no sistema estacionario nao era obtido um sinal para
0 Zn. Acredita-se que a auséncia do sinal do Zn ocorra pelo fato de que o AA esta presente
em elevada concentragdo na amostra (37 vezes maior que a concentragdo de Zn), uma vez
que para a preparagdo de todos os padrdes utilizados no trabalho foi utilizada a mesma

proporg¢ao existente nas formulagdes comerciais.

Posteriormente avaliou-se o efeito do pH usando o tampao BR na resposta
eletroquimica do Zn (detectado por oxidacao apds a sua redugao eletroquimica na superficie
do eletrodo) e do AA (oxidagdo direta). As solucdes com pH acima de 7,0 ndo foram
avaliadas devido a formagdo de compostos insoluveis de Zn. A Figura 25 apresenta os
voltamogramas de SW obtidos no estudo de pH (A) e graficos mostrando a relagao entre pH

e corrente de pico (B) e potencial de pico (C).
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Figura 25 — (A) Voltamogramas de SW obtidos no estudo do efeito do pH (2,0 — 7,0) com
uma solucdo padrdo de 5 umol L' de Zn (m) e 185 umol L' de AA (e). Efeito do pH na
corrente de pico de Zn e AA (B) e no potencial de pico do AA (C). Eletrdlito suporte: 0,12
mol L™ de solucdo BR (pH = 6,0). Demais condi¢des vide Figura 24.
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Fonte: A autora.

Como pode ser observado na Figura 25A, em solugdes com pH < 4,0, apenas o pico
de oxidacdao do AA foi observado. Provavelmente, isso se deve a elevada concentragao de
H" (reduciio 4 H,) presente nestas solucdes que pode competir com a redugio dos ions Zn**
na superficie do eletrodo de BDD. O pico do Zn foi observado apenas em solugdes com

pH > 4,0 (OLIVEIRA, THIAGO DA COSTA et al., 2016)

De acordo com a literatura (LANGELOTH; CHIKU; EINAGA, 2010; TORMIN et
al.,2015), a magnitude e o potencial de pico sdo influenciados pela composicao do eletrélito
suporte e pelo pH. Geralmente, 0 mecanismo eletroquimico para a redissolu¢do anddica do
Zn envolve apenas a redu¢do de Zn** em Zn metalico na superficie do eletrodo (etapa de

pré-concentracdo) com subsequente oxidacdo em Zn** (etapa de redissolucio).

O mecanismo de eletro-oxidagdo do AA em material de carbono e em solugdes
neutras ¢ bem conhecido (COMPTON; MATYSIK, 1996; HU; KUWANA, 1986;
TADAYON; VAHED; BAGHERI, 2016). Em solu¢des com valores de pH proximo a 7, a

espécie eletroativa ¢ o ascorbato (HAA™; pKi1 =4,2 e pKo=11,6) e a eletro-oxidagdo do AA
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ocorre em duas etapas. Na primeira etapa de oxidagao, a transferéncia de um elétron e de um
H" ocorre com a forma¢do de um anion radical, que passa por uma segunda oxidagdo
irreversivel de 1 elétron para formar acido desidroascorbico. O grafico do potencial de pico
em relagdo ao pH ¢ mostrado na Figura 25C. Como previsto, o potencial de oxidagdo do AA
diminui com o aumento do pH e a interse¢do de ambas as linhas (Ep x pH) esta proxima do

valor do primeiro pKa (4,2).

E importante mencionar que a oxidagao eletroquimica do AA ¢ altamente dependente
do tipo de terminagdes de superficie no eletrodo BDD (BROCENSCHI et al., 2016). Desta
forma, o eletrodo de BDD com o mesmo pré-tratamento de superficie precisa ser usado
durante todo o estudo de pH. Por fim, com base na Figura 25B, a melhor resposta analitica
em termos de corrente para o Zn, que ¢ a espécie em menor concentragdo na amostra, foi

obtida em pH= 6,0 e, por isso, este valor de pH foi selecionado para os proximos estudos.

Como relatado no inicio desta se¢do, novos estudos seriam realizados para identificar
o eletrolito de suporte a ser usado para a determinagdo e quantificacdo simultinea de Zn e
AA. Além do tampao acetato, os tampdes BR e o tampao composto por acido fosforico e
acido acético (que seria o tampao BR sem o 4cido borico) com pH = 6 foram avaliados como
eletrolitos de suporte. Este “tampao BR” sem o 4cido borico foi testado, para confirmar que
o0 borato ndo estaria complexando com algum componente da amostra. A Figura 26 apresenta
os voltamogramas de SW obtidos para este estudo e os melhores resultados foram obtidos
utilizando o tampao BR, uma vez que apresentou maior resposta eletroquimica (corrente de

pico) e picos com formatos gaussianos para ambos os analitos.
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Figura 26 - Voltamogramas de SW obtidos no estudo do efeito da variagdo da composicao
do eletrdlito suporte: (A) 0,12 mol L' de solugdo BR (pH = 6,0); (B) 0,12 mol L' de H3PO4
+ 0,12 mol L! de H3COOH (pH ajustado em pH = 6,0 com NaOH); (C) 0,12 mol L' de
H3;COOH (pH ajustado em 5,75 com NaOH). Concentragdo dos analitos: 5 umol L' de Zn

e 185 pmol L. Demais condi¢des vide Figura 24.
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Fonte: A autora.

Em outro estudo foi avaliado o comportamento dos picos de Zn e AA com a variagao
da concentragio do tampdo BR em 0,06, 0,12 e 0,18 mol L! (pH = 6,0). Os voltamogramas

de SW sdo apresentados na Figura 27.
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Figura 27 — Voltamogramas de SW obtidos no estudo do efeito da concentragao do eletrélito
suporte com solugio padrio de 5 umol L' de Zn e 185 umol L' de AA: (A) 0,12 mol L! de
solugdo BR (pH = 6,0); (B) 0,06 mol L' de solugdo BR (pH = 6,0) e (C) 0,18 mol L' de
solucao BR (pH = 6,0). Eletrodo de trabalho: BDD apds ativacao anddica (+10 mA por 1000

s) e ativagao catodica (-10 mA por 1000 s). Demais condi¢des vide Figura 24.
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Fonte: A autora.

Observa-se que a variagdo da concentra¢do do tampao BR ndo afetou o sinal de
corrente do Zn, porém, para o AA, a concentragdo de 0,12 mol L! apresentou a maior
corrente de pico. Portanto, o tampdo BR 0,12 mol L' (pH = 6,0) foi selecionado como

eletrélito de suporte em estudos subsequentes.

Uma vez definido o eletrolito suporte, alguns parametros que influenciam o
desempenho do sistema BIA-SWASV foram otimizados a fim de obter um melhor
desempenho analitico. Os voltamogramas de redissolucao por SW obtidos para o estudo do
efeito do potencial de deposi¢dio com solugdo padrio de 2 pmol L' de Zn estdo apresentados

na Figura 28.
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Figura 28 — (A) Voltamogramas SW e grafico mostrando a variagdo da corrente de oxidacao
de Zn no estudo da variagdo do potencial de deposicao (-1,4; -1,5; -1,6 € -1,7 V) com uma
solucdo padrio de 2 pumol L' de Zn em 0,12 mol L™ de solugdo BR (pH = 6,0). Demais

condigdes vide Figura 24.
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Fonte: A autora.

Com base no grafico obtido ¢ observado que a corrente de pico do Zn aumenta até o
potencial de deposigdo de -1,6 V. No potencial de -1,7 V uma perda de sensibilidade foi
observada, provavelmente por ocorrer maior evolu¢do de hidrogénio neste potencial.

Portanto, -1,6 V foi o potencial selecionado para a realizacdo da deposi¢do de Zn.

O proximo passo foi avaliar a influéncia do tempo de deposicao no sinal voltamétrico

do Zn. A Figura 29 apresenta os voltamogramas de SW referentes a este estudo.
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Figura 29 — (A) Voltamogramas SW e grafico mostrando a variagdo da corrente de oxidacao
de Zn em fung¢io do tempo de deposi¢io (5s - 30s), com uma solugio padrio de 2 pmol L
de Zn em 0,12 mol L' de solugdo BR (pH = 6,0); potencial de deposi¢do: -1,6 V. B) em

func¢do do tempo de deposicao. Demais condi¢des vide Figura 28.
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Fonte: A autora.

Observa-se nos voltamogramas de SW da Figura 29 um aumento do sinal
voltamétrico para a redissolu¢do de Zn quando o tempo de deposi¢do variade 5a 15 s. Em
tempos maiores que 15 s, o sinal do Zn se manteve praticamente constante. Uma vez que o
trabalho visa uma analise mais rapida e com maior frequéncia analitica, o tempo de 10 s foi
selecionado para a etapa de deposi¢ao do Zn, ja que este tempo apresentou baixos desvios

relativos e valores de corrente muito proximos ao tempo de deposic¢ao de 15 s.
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No ultimo estudo da etapa de deposi¢ao do Zn, os parametros relacionados com a

pipeta eletronica foram avaliados: velocidade (Figura 30) e o volume de injecao (Figura 31).

Figura 30 — (A) Voltamogramas de SW e grafico mostrando a variacdo da corrente de
oxidacdo de Zn e AA em funcdo da variacdo da velocidade de inje¢do (17uLs™ a 164 puLs™)
com padrio de 5 pmol L' de Zn e 185 pmol L' de AA em 0,12 mol L™! de solugdo BR (pH

= 6,0). Potencial de deposi¢do: -1,6 V; tempo de deposicao: 10 s. Demais condi¢des vide

Figura 29.
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Fonte: A autora.

Observa-se que o aumento da velocidade de inje¢do até 78 pLs™' levou a um aumento
no sinal voltamétrico tanto para o Zn como para o AA. Em velocidades maiores, o sinal de
ambos se manteve estdvel. Portanto, a velocidade de inje¢io de 78 pL s foi utilizada nos

estudos posteriores.
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Figura 31 — (A) Voltamogramas de SW e grafico mostrando a variacdo da corrente de
oxidacdo de Zn e AA em fungdo da variacdo do volume de injecao (50 pL - 250 puL) com
solucdo padrido de 5 umol L' de Zn e 185umol L' de AA em 0,12 mol L' de solugdo BR
(pH = 6,0). Potencial de deposi¢ao: -1,6 V e tempo de deposi¢cdo: 10 s e velocidade de

injecdo: 78uL s!'. Demais condi¢des vide Figura 30.
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Fonte: A autora.

Observa-se na Figura 31 um crescente aumento no sinal voltamétrico tanto para o Zn
quanto para o0 AA com o aumento do volume de injecdo até 150 pL. Em volumes superiores,
o sinal voltamétrico, tanto para o Zn quanto para o AA, apresentou uma leve queda. Desta

forma, o volume de inje¢ao de 150 pL foi selecionado para os estudos posteriores.

Apo6s definicdo dos parametros relacionados ao sistema BIA e ao processo de
deposicao do Zn, os parametros instrumentais relacionados com a técnica de SWV, como
incremento de potencial (AEs), frequéncia de aplicacdo de potenciais (f) e a amplitude de

pulso de potencial (a) foram avaliados. Tais parametros foram otimizados com o intuito de
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obter a melhor resposta, em termos de intensidade de corrente, perfil voltamétrico e

estabilidade de sinal.

O incremento de potencial foi avaliado em um intervalo de 1 a 10 mV, onde a
frequéncia e amplitude foram mantidas em 30 Hz e 60 mV, respectivamente. Os

voltamogramas de SW obtidos sdo apresentados na Figura 31.

Figura 32 - (A) Voltamogramas de SW e grafico mostrando a variagdo da corrente de
oxidagdo de Zn e AA obtidos no estudo do efeito do incremento de potencial (1 — 10 mV)
usando uma solu¢io padrio de 5 umol L' de Zn e 185 pmol L' de AA em 0,12 mol L' de
solugdo BR (pH = 6,0); frequéncia: 30 Hz; amplitude: 60 mV. Demais condi¢des vide Figura
31.
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Fonte: A autora.

Observa-se um ganho de corrente significativo até o incremento de potencial de 3
mV. Apo6s esse valor, a corrente do Zn se manteve praticamente constante at¢ 9 mV e um

novo aumento no incremento de 10 mV foi observado. Para o AA é observado um aumento
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constante de corrente, com desvios mais elevados no intervalo de 4 a 8 mV. Portanto, o
incremento de potencial de 3 mV foi selecionado para os estudos posteriores, uma vez que

os desvios padrdes da corrente de oxidagao do AA no intervalo de 4 a 8 mV foi mais elevado.

O proximo passo foi estudar a frequéncia de aplicacdo de pulsos de potenciais. O
aumento na frequéncia mostrou um aumento significativo nos valores de corrente para a
oxidacdo do AA e uma variagdo muito pequena para a oxidagdo do Zn. A Figura 33 apresenta

os voltamogramas de SW obtidos neste estudo.

Figura 33 - Voltamogramas de SW e grafico mostrando a varia¢do da corrente de oxidagao
de Zn e AA obtidos no estudo do efeito da variagao da frequéncia (10 — 50 Hz) usando uma
solu¢do padrio de 5 pmol L' de Zn e 185 umol L' de AA em 0,12 mol L! de solu¢io BR
(pH = 6,0),; incremento de varredura: 3mV; amplitude: 60 mV. Demais condigdes vide

Figura 32.
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Fonte: A autora.
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Observa-se um comportamento linear da frequéncia com relagdo a corrente de pico
para a molécula de AA. Este perfil ¢ caracteristico de processos adsortivos de espécies
eletroativas na superficie do eletrodo (O’DEA; RIBES; OSTERYOUNG, 1993). Apesar da
frequéncia de 50 Hz ter apresentado uma corrente de pico mais elevada e menor desvio
relativo, a frequéncia de 40 Hz foi selecionada, pois a linha base do voltamograma
apresentou um ruido mais elevado com a frequéncia de 50 Hz, o que poderia diminuir a

detectabilidade (diminui¢do da relagdo sinal/ruido) e estabilidade do método proposto.

Outro parametro estudado foi a influéncia da amplitude. A Figura 34 apresenta os
voltamogramas em fun¢ao da variagdo amplitude de aplicagdo de pulsos de potenciais (10 a
100 mV). A frequéncia e o incremento de potencial foram mantidos constantes em 40 Hz e

3 mV, respectivamente.
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Figura 34 - Voltamogramas de SW e grafico mostrando a variagdo da corrente de oxidacao
de Zn e AA obtidos no estudo da variagdo da amplitude (10 mV — 100 mV) com o padrao
de 5 umol L' de Zn e 185umol L' de AA em 0,12 mol L de solugdo BR (pH = 6,0);

incremento de varredura: 3mV e frequéncia: 40 Hz. Demais condigdes vide Figura 33.
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Fonte: A autora.

Observa-se que o aumento da amplitude levou a um aumento linear na corrente de
pico para o Zn em toda a faixa estudada. J4 para o AA, a corrente se mantém praticamente
estavel acima de 50 mV. Portanto, a amplitude de 50 mV foi selecionada para os préximos

estudos.

A Tabela 6 apresenta um resumo de todos os parametros otimizados para a

determinagdo simultanea de Zn e AA utilizando o sistema BIA-SWASYV.
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Tabela 6 - Condi¢des otimizadas para a determinagdo simultdnea de Zn ¢ AA por BIA—

SWASV.
Parametros Faixa estudada Valores otimizados

Faixa de pH 2-17 6
Concentracio do BR (mmol L) 0,06 - 0,18 0,12
Potencial de deposicao do Zn (V) -1,7-1,4 -1,6
Tempo de deposicao do Zn (s) 5-30 10
Frequéncia (Hz) 10 —-50 40
Amplitude (mV) 10 —-100 50

Incremento de potencial (mV) 1-10 3

Velocidade de injecio (uL s™) 17 — 164 78
Volume de injecao (uL) 50 —250 150

Fonte: A autora.

O préximo passo foi avaliar a faixa linear do método para determinag@o simultanea
do Zn e AA. Vale ressaltar que para a faixa linear foi dada maior énfase a concentracdo de
AA, uma vez que esta espécie estd presente em concentragdo muito elevada na formulagao
farmacéutica. Ou seja, apos a diluigdo da amostra, a concentragao de AA necessita estar na
faixa linear de resposta do método para este analito. Neste estudo, solugdes contendo a
mesma diferenga nas concentragdes entre 0 Zn e 0 AA a existente em amostras comerciais
(37 vezes mais AA que Zn) foram empregadas. A Figura 35 apresenta os voltamogramas de
SW obtidos para inje¢do de solu¢des com concentragdes crescentes de Zn e AA no sistema
BIA e as respectivas curvas de calibragao. As solucdes padrao avaliadas apresentaram
resposta linear na faixa de concentracdo de 0,5 — 20,0 umol L! para o Zn e de 18,5 — 370,0
pumol L para o AA. A partir destes resultados, os limites de detec¢iio (LD) foram calculados
em 0,2 e 5,4 umol L' para 0 Zn e AA, respectivamente. O LD foi calculado levando em

consideracdo a regra da [IUPAC em que: LD =3s,/S e LQ = 10s,/S (onde s:¢ o desvio padrao
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do ruido da linha de base ¢ S ¢ a inclinacdo das curvas de calibracao obtidas com solugdes

padrao).

Figura 35 — Voltamogramas de SW e graficos mostrando a varia¢ao da corrente de oxidagado
de Zn e AA obtidos no estudo da faixa linear com solucao padrdo de Zn variando de 0,5 - 20
pumol L) e solugdo padrio de AA variando de 18,5 - 370 umol L' em 0,12 mol L' de
solugdo BR (pH = 6,0). Demais condi¢des vide Figura 34.

Zn
80 4
60 -
<
-
— 404
AA
20 4
0
| L§ | » | L] 1
1,0 -0,5 0,0 0,5
E/Vvs AgIAgCI(sat_)
BD-. 254
TU-. |
60 20 -
gso-_ < 15-
= 40- =
30: _10-
20
4 54
10
i r=0,997 . r=0,997
0 ' é . ;1 ' !Ii . :3 '1|n.1l2I1l4'1l6I1l8.2lBI2lz 0 -160‘260.360.460.560.660I760.860
[Zn] (umolL™) [AA] /umolL”’

Fonte: A autora.
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ApoOs a realizacdo dos estudos de otimizagao dos parametros relacionados com a
determinagdo de Zn e AA por BIA-SWASV, um estudo para avaliar a estabilidade do
método foi realizado a partir de injeg¢des sucessivas (n = 10) de trés solucdes padrao contendo
diferentes concentragdes: (a) 1 pmol L™ e 37 pmol L!; (b) 3 pmol L e 111 pmol L e (c)
5 umol L' e 185 umol L™! de Zn e AA, respectivamente. Os valores de DPR obtidos nestes
estudos foram menores do que 5,6% para o Zn, e menores que 4,8% para o AA. Portanto,
podemos concluir que o método proposto ¢ estavel nas condigdes otimizadas. A
repetibilidade entre dias diferentes (inter-dias) foi avaliada através de medidas realizadas em
trés dias diferentes. Neste estudo, os valores de DPR foram de 12,2% e 6,9% para o Zn e
AA, respectivamente. Este resultado confirma a importancia de se fazer a curva de calibragao
diariamente, para que uma maior precisdo na analise das amostras seja obtida. A Figura 36

apresenta os voltamogramas e os graficos que foram obtidos neste estudo.
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Figura 36 - Voltamogramas de SW e graficos obtidos no estudo de repetibilidade para 10

injecdes sucessivas de solugdes padrao contendo (a) 1,0/37,0 (m), (b) 3,0/111,0 (®) e (¢)

5,0/185,0 (A) umol L' de Zn /AA, respectivamente. Eletrolito suporte 0,12 mol L™ de

solugdo BR (pH = 6,0). Potencial de deposicao: -1,6 V; tempo de deposi¢ao: 10 s; velocidade

de injecdo: 78 pL s'; volume de injegdo: 150 pL; incremento de varredura: 3 mV;

frequéncia: 40 Hz e amplitude: 50 mV.
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As caracteristicas analiticas obtidas a partir de todos os estudos realizados até entio

estdo resumidas na Tabela 7.

Tabela 7 - Caracteristicas analiticas do método BIA-SWASYV para determinagdo simultanea

de Zn a AA.

Caracteristicas analiticas Zn AA
Coeficiente de correlacio (r) 0,997 0,997
Sensibilidade (uA V L pmol!) 3,95+0,1 0,0504 +0,0011
Intercepto (uA V) 1,83 +0,09 1,85+0,10
Faixa Linear (umol L) 0,5-20,0 18,5-370
LD (umol L) 0,2 5,4
LQ (umol L) 0,5 17,8
Frequéncia analitica (h™) 67 67
RSD intra-dias (n = 10)? 2,7 2,7
RSD intra-dias (n = 10)® 4,9 2,8
RSD intra-dias (n = 10)¢ 5,6 4.8
RSD inter dias (n = 3) 12,2 6.9
Recuperaciao (%) 99+3 99 +2

[Zn] e [AA]:*1 € 37 umol L'; *3 € 111 pmol L'; 5 ¢ 185 pmol L-!

O desempenho do método BIA-SWASYV foi avaliado através da analise de quatro
amostras farmacéuticas usando o método de adi¢ao de padrao. Duas das amostras continham
em sua composi¢do Zn e AA, uma apenas AA e outra apenas Zn. Os voltamogramas de
SWASYV e as correspondentes curvas de calibragdo obtidas para uma amostra contendo Zn
e AA estdo apresentadas na Figura 37. Para comparagdo, as amostras também foram
analisadas por FAAS (Zn) e titulacdo (AA). A Tabela 8 resume os resultados obtidos na

analise das quatro amostras.
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Figura 37 - Voltamogramas de SWASV e respectivas curvas de calibragdo obtidas para
solugdo amostra antes (linha preta) e apds adicdo de concentragdes crescentes de solucao
padrdo de Zn (1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 pumol L™') e AA (37, 74, 111 e 148 umol L'!) em 0,12 mol
L' de solugdo BR (pH = 6,0). Demais condi¢des vide Figura 36.
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Tabela 8 - Resultados obtidos na analise de quatro amostras usando o método BIA-SWASV
e os métodos de referéncia (titulagdo para AA e FAAS para Zn. Al e A2 sdo amostras que

contém Zn e AA; A3 somente Zn ¢ A4 somente AA.

Diferenca %

Amostra Bula BIA-SWASV Titulacio FAAS E1 E:
/n 10,0 mg 99+0,3 - 9,6+0,2 -1,0 +1,0
Al
AA 1,00 g 0,99 + 0,02 1,01 £0,02 - -1,0 -1,0
7n 10,0 mg 10,0 £0,3 - 9,5+0,2 0 +5.,0
A2
AA 1,00 g 0,95+ 0,05 1,01 £ 0,02 - -5,0 -6,0
A3 7n 10,0 mg 9,34+ 0,10 - 9,57 £0,24 -6,6 2.3
A4 AA 1,00 g 0,98 + 0,05 1,06 £ 0,04 - -2,0 +8.,0

E:: diferenga entre os resultados obtidos por BIA-SWASYV e os valores contidos na bula; E: diferenga entre
os resultados obtidos por BIA-SWASYV e pelos métodos de referéncia (Titulagdo e FAAS).

De acordo com o teste t-Student pareado, os valores da Tabela 8 foram inferiores ao
valor critico teodrico (2,78; n=3) com um nivel de confianca de 95%, o que indica que os
resultados obtidos sdo estatisticamente equivalentes. Estudos de recuperagao também foram
realizados pela analise das amostras antes e apos a adi¢do de Zn e AA e os valores médios
de recuperacdo foram de 99 + 3% e 99 + 2%, respectivamente. Esses resultados indicam a

auséncia de efeitos da matriz e evidenciam a precisdo do método.

Por fim, foi feito um estudo para avaliar a possibilidade de interferéncia reciproca
entre a redissolucdo anodica de Zn e a oxidagcdo do AA. Na Figura 38A sdo apresentados os
voltamogramas de SWASYV obtidos para solu¢des contendo concentracdes crescentes de Zn
(1 a 10 umol L) e constante de AA (18,5 umol L™). Na Figura 38B sio apresentados os
voltamogramas de SWASYV obtidos para solucdes contendo concentragdes crescentes de AA

(37 a 350 umol L) e constante de Zn (1 pmol L1).
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Figura 38 — Estudo da interferéncia reciproca entre Zn e AA. (A) Zn (1 a 10 pmol L) e
AA = 18,5 umol L'; (B) AA (37 a 350 pmol L") e Zn = 1 pmol L!. Demais condi¢des

experimentais vide Figura 36.
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Fonte: A autora.

Como pode ser observado neste estudo, o aumento linear de concentragdo de uma das
espécies ndo interferiu significativamente na resposta eletroquimica da outra espécie. Desta
forma, pode-se dizer que nao ha interferéncia entre as etapas de redissolugdo anddica do Zn

e a oxidacao do AA, na faixa de concentracao estudada.

Adicionalmente, um estudo de interferéncia foi realizado na presenga de alguns
compostos que podem ser encontrados na presenca do Zn e AA em comprimidos
multivitaminicos disponiveis comercialmente, como o magnésio, célcio, acido fdlico,
biotina, vitamina A e vitamina D. As concentracdes utilizadas nesses estudos foram
semelhantes as encontradas em amostras comerciais, ou seja, proximas a concentracdo do
Zn. Na Figura 39 sdo mostrados os voltamogramas de SWASV para as solu¢des com cada
potencial interferente (linha tracejada azul) e solugdes contendo 2 pmol L' de Zn e 74 pmol
L' de AA antes (linha preta) e depois (linha vermelha) da adi¢io dos possiveis interferentes

(2 pmol L.
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Figura 39 - Estudo de interferéncia. Voltamogramas de SWASV obtidos para uma solucao
contendo 2 umol L' de Zn e 74 pmol L' de AA antes (linha preta) e ap6s (linha vermelha)
a adicdo dos possiveis interferentes (2 umol L™!). Voltamogramas obtidos para solugdes
contendo apenas cada interferente também sdo apresentados (linha tracejada azul).: magnésio
(A), calcio (B), acido folico (C), biotina (D), vitamina A (E) e vitamina D (F). Condigdes

experimentais vide Figura 36.
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Como demonstrado neste estudo, nenhum pico foi observado para os interferentes na
regido do potencial que o Zn (-1,16 V) ou AA (+0,45 V) sao oxidados. Quando as solugdes
padrao contendo Zn e AA sem e com a presenga dos potenciais interferentes foram avaliadas,
alteracdes muito pequenas (< 6%) na corrente de pico do Zn foram observadas. Contudo,
para o AA, variagdes importantes foram observadas na presenca de vitamina A (21%) e
vitamina D (45%). Apesar dessas espécies fornecerem uma variacdo elevada na corrente do
AA, nao foram observadas alteragdes no perfil voltamétrico do AA. Portanto, o uso do
método de adicdo padrdo pode evitar os efeitos de interferéncia causados por esses
compostos nas amostras. E pertinente também ressaltar, que em algumas formulagdes de Zn
e AA tem-se a presenga da vitamina A e D, e que essas vitaminas ndo interferem na
quantificagdo do AA, uma vez que a concentragdo dessas espécies € muito menor

(ng/comprimido) que a concentracao utilizada neste experimento.

A Tabela 9 mostra uma comparag¢do entre as caracteristicas analiticas do método
desenvolvido por BIA-SWASV e 0 método usando eletroforese capilar (CE-C*D) descrito

anteriormente nesta tese.
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Tabela 9 — Comparagao das caracteristicas analiticas dos dois métodos desenvolvidos, BIA-

SWASV e CE-CD, para a determinagio simultanea de Zn e AA em amostras farmacéuticas.

Parimetros CE-C‘D BIA-SWASV
Zn 150 — 400 0,5 20,0
Faixa linear (umol L) AA 5550 — 14800 18,5370
Zn 10 0,2
LD (umol L)
AA 20 54
Injegdes (h™!) 48 67
RSD intra-dias <8,2% <5,6%
Portabilidade Nao Sim

Diluicao em 4gua e adigdo ~ Diluigdo no eletrélito

P r
reparo de amostra de niquel suporte

Fonte: A autora.

Com base nos resultados pode-se dizer que o método BIA-SWASYV apresenta limites
de deteccdo mais baixos e ndo requer o uso de um reagente adicional (Ni) para evitar a
interferéncia do citrato (excipiente presente na amostra) na determinagao de Zn. Além disso,
o método BIA possui maior potencial de portabilidade. Contudo, no método CE-C*D, a
quantifica¢do ¢ mais rapida, pelo fato de se utilizar a calibracdo externa, além de ser mais
econdmica, pois um menor volume de amostras e reagentes € utilizado. O fato de apresentar
maiores limites de detec¢cdo ndo ¢ um problema, levando em conta que as concentragdes dos
analitos no tipo de amostra analisada é elevada. E interessante notar que cada método possui
faixas lineares em regides distintas, ou seja, dependendo do tipo de amostra que contenha

essas espécies, 0 método mais adequado pode ser selecionado.
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4.2.1. Conclusoes parciais

Nesta parte do trabalho foi desenvolvido pela primeira vez um método simples e portatil
utilizando a técnica BIA-SWASV para a determina¢do simultinea de Zn (composto
inorgéanico) e AA (composto organico). O método proposto apresentou seletividade, boa
precisdo (recuperagdes em torno de 100%), frequencia analitica de 67 inje¢des h™!, preparo
de amostra simples (apenas dissolu¢dao no eletrolito suporte), e sdo utilizados pequenos
volumes de amostras e reagentes por analise. E um método apropriado para ser utilizado em

laboratorios com infraestrutura limitada.
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SEGUNDA PARTE: DETERMINACAO SIMULTANEA DE ESCOPOLAMINA E
BUTILESCOPOLAMINA EM FARMACO E AMOSTRAS DE BEBIDAS.

4.3. Determinac¢io simultinea de SCO e BSCO por CE-C*D.

Conforme ja relatado na literatura (BREWER et al., 2014), a SCO apresenta em sua
molécula um grupo nitrogénio de baixa basicidade com um valor de pKa = 7,75. Desta
forma, a SCO esta presente predominantemente em sua forma cationica em solug¢des aquosas
com pH menores que 7,75. Em valores de pH mais altos, as moléculas de SCO perdem
gradualmente sua carga, e sua forma neutra ¢ que predomina, portanto, em valores de pH
maiores que 9,7, a CZE nao pode mais ser usada. Além disso, outro fator muito importante,
¢ a solubilidade da SCO, que ¢ muito baixa em solucdes aquosas com pH superior a 7,0
(SWAIN, 2012). Por outro lado, a BSCO ¢ um sal de amodnio quaternario, que esta carregada
positivamente em toda faixa de pH dos eletrolitos aquosos comumente utilizados em CZE
(2-12) (CHERKAOUI et al., 1998a). Os graficos de carga versus pH da SCO e BSCO sao

mostrados na Figura 40.

Figura 40 — Grafico da distribuicao de carga da SCO e BSCO em fung¢do do pH.
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Apesar da SCO e BSCO apresentarem massas molares e estruturas muito parecidas, o
comportamento dessas espécies ao longo da faixa de pH ¢ muito diferente, o que pode
viabilizar a separagao por CZE. Portanto, a separagdo das duas espécies serda dependente do
pH do BGE, uma vez que este fator ira influenciar na magnitude da protonacao da SCO.
Além da distribui¢do de cargas ao longo da faixa de pH, o grupo butil da BSCO também

deve contribuir para a diferenca da mobilidade eletroforética entre os dois compostos.

Quando a CE com detecgdo do tipo C*D é utilizada na separacio e detecgdo de cations
organicos em diferentes tipos de amostras, os cations inorganicos comumente presentes,
como sddio, calcio, magnésio e outros, podem ser espécies potencialmente interferentes
(FRACASSI DA SILVA, 2003). Desta forma, a utilizagdio de BGE’s com maior
condutividade, como por exemplo, compostos por acidos organicos fracos com pH ajustado

com NaOH foram selecionados para os estudos iniciais.

Neste estudo, trés acidos organicos foram inicialmente avaliados: (i) 4cido butirico
(pKa=4,9), (i1) MES (pKa=6,2) e (ii1)) TAPS (pKa=8,3). Para este estudo foi utilizada uma
solugdo padrio contendo 100 pmol L™ de ambos os compostos (SCO e BSCO). Cada BGE
era composto por: (a) 20 mmol L' de 4acido butirico + 7 mmol L™! NaOH (pH 4,5); (b) 20
mmol L de MES + 10 mmol L' de NaOH (pH 6,0); (¢c) TAPS 20 mmol L' + NaOH 10

mmol L' (pH 8,0). Os eletroferogramas obtidos neste estudo sio mostrados na Figura 41.
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Figura 41 — Eletroferogramas obtidos com inje¢do de solugio padrio de 100 pmol L' de
SCO e BSCO usando diferentes composi¢des de BGE: (a) 20 mmol L' de 4cido butirico +
7 mmol L' de NaOH (pH=4,5); (b) 20 mmol L' de MES + 10 mmol L' de NaOH (pH=6,0)
e (c) 20 mmolL™" de TAPS + 10 mmol L de NaOH (pH=8,0); Tempo de inje¢do: 1,0 s;
Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 40 cm; Potencial de separagdo: +25kV (lado da

injecdo); *Pico de sistema.
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Como pode ser observado na Figura 41, a determinag@o de ambos os compostos foi
possivel quando os BGE’s compostos por acido butirico (pH=4,5) e MES (pH=6,0) foram
utilizados. Em pH 8,0, ndo foi possivel obter a separagdo completa entre as duas espécies,
provavelmente pelos problemas associados a baixa solubilidade da SCO em solu¢do aquosa
e/ou porque nesse pH os compostos em estudo (SCO e BSCO) apresentarem mobilidades

semelhantes.
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Considerando que a SCO possui um tempo de migragao inferior ao da BSCO, pode-se
concluir que o efeito do grupo butil (massa molar maior) na mobilidade eletroforética foi o
fator mais importante para possibilitar a separacdo das duas moléculas. Levando-se em
consideragdo o desempenho, o formato dos picos, a sensibilidade e a resolugdo (> 1,5), o
BGE composto por 20 mmol L' de acido butirico + 7 mmol L' de NaOH foi selecionado

para os experimentos subsequentes.

Em seguida, a faixa de pH proxima ao valor de pKa do 4cido butirico (ou seja, 4,9) foi
avaliada em ambos os detectores, que possuem comprimentos efetivos de (A) 10 cm e (B)

40 cm. Os resultados obtidos na faixa de pH entre 4,0 e 5,5 sdo mostrados na Figura 42.
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Figura 42 — Eletroferogramas obtidos no estudo do pH utilizando solu¢do padrao de 100
umol L' de SCO e BSCO. BGE: 20 mmol L™ de 4cido butirico + NaOH para uma faixa de
pH de 4,0 a 5,5. Tempo de inje¢do: 1,0 s; comprimento total do capilar: 50 cm; comprimento

efetivo do capilar; (A) 10 cm e (B) 40 cm; Potencial de separacao: 25kV.
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Conforme apresentado na Figura 42, um melhor compromisso entre os parametros de
separacao, como resolucdo, simetria de pico (picos mais estreitos) e maior estabilidade da
linha base foram observados em ambos os detectores com o BGE de pH 4,5. Desta forma,

esse valor de pH foi selecionado para os estudos subsequentes.

Por fim, o ultimo parametro referente a composicdo do BGE foi avaliado. A
concentragio do 4cido butirico foi avaliada em 10, 20 e 30 mmol L' com pH ajustado para
4,5 com NaOH. Os eletroferogramas obtidos neste estudo estdo apresentados na Figura 43.
Figura 43 — Eletroferogramas obtidos no estudo da concentracdo de acido butirico na
composi¢do do BGE com solugio padrio de 100 umol L' de SCO e BSCO. Concentragdes

de 4cido butirico: 10, 20 e 30 mmol L + NaOH (pH=4,5); Tempo de inje¢do: 1,0 s;

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 40 cm; Potencial de separagdo: +25kV.
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De acordo com os resultados obtidos, valores de resolu¢do maiores que 1,5 foram
encontrados em todas as concentracdes estudadas. Apesar do BGE composto por 10 mmol
L' de 4acido butirico ter apresentado um menor tempo de analise, 0 BGE com 20 mmol L
de 4cido butirico foi selecionado, pois apresentou melhor resolucio (2,7 para 20 mmol L' e
1,4 para 10 mmol L) entre os picos e uma ligeira melhora na estabilidade de linha base.
Além disso, sua maior capacidade tamponante, quando comparado com o BGE de 10 mmol
L1, deve ser levado em consideracdo, uma vez que o objetivo é a andlise de diferentes tipos

de amostras com matrizes relativamente complexas.

Além do estudo da composi¢do do BGE, os outros parametros instrumentais também
foram avaliados em ambos os detectores. Como ¢ o caso do estudo do tempo de injecao.
Neste estudo, a injecao foi feita de forma hidrodindmica com tempos que variaram entre 0,5
e 1,5 s a uma pressdo constante de 25 kPa. Os eletroferogramas obtidos estdo apresentados

na Figura 44.
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Figura 44 —Eletroferogramas obtidos no estudo de tempo de inje¢ao com solugdo padrao de
100 umol L' de SCO e BSCO. BGE: 20 mmol L™! de 4cido butirico + 7 mmol L' de NaOH
(pH= 4,5). Tempo de inje¢do: 1,0 s; comprimento total do capilar: 50 cm e comprimento

efetivo do capilar: (A) 10 e (B) 40 cm; Potencial de separacao: +25kV.
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O aumento do tempo de injecao acarreta um aumento na area dos picos, pois um maior
volume de solugdo ¢ injetado. Consequentemente, a largura do pico também aumenta ¢ a
resolucao diminui. Desta forma, o tempo de injecdao intermedidrio de 1,0 s e o segundo

detector foram selecionados para os proximos estudos.

O potencial de separa¢do também foi avaliado nos dois detectores entre +15 a +30
kV utilizando uma solugio padrio de 100 umol L' de SCO e BSCO. Os eletroferogramas

referente a este estudo estdo apresentados na Figura 45.
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Figura 45 — Eletroferogramas obtidos no estudo do potencial de separagdo com solucao
padrio de 100 umol L' de SCO e BSCO. BGE: 20 mmol L' de 4cido butirico + 7 mmol L-
I'de NaOH (pH= 4,5). Tempo de injegdo: 1,0 s; comprimento total do capilar: 50 cm e
comprimento efetivo do capilar: (A) 10 e (B) 40 cm; potencial de separagao variando de 15

a 30kV.
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Conforme pode ser observado na Figura 45, quanto maior o potencial aplicado, menor

¢ o tempo de analise, consequentemente, um maior numero de inje¢des por hora podem ser
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realizadas. Desta forma, o potencial de +25 kV foi selecionado para as analises posteriores,
uma vez que, ja foi observado em outros trabalhos, que o potencial de 30 kV (potencial
maximo da fonte utilizada) gera uma instabilidade na linha base ao longo das injecdes.
Avaliou-se também a estabilidade do método frente a uma variagdo de temperatura entre 20
a 30°C e nenhuma alteragao significativa na separacgao e intensidade dos picos foi observada

(DPR < 3%).

Portanto, as melhores condigdes foram obtidas com BGE composto por 20 mmol L
de 4cido butirico com 7 mmol L' de NaOH (pH 4,5), potencial de separac¢io de +25 kV e
tempo de injegdo de 1,0 s (25 kPa). O segundo detector (40 cm de comprimento efetivo de
capilar) apresentou melhor resolugdo entre os picos da SCO e BSCO, com tempo total de
analise inferior a 110 segundos (30 inje¢des h™'). E importante salientar que, se a
determinag¢do individual de SCO ou BSCO for necessaria, o primeiro detector (10 cm de
comprimento efetivo de capilar) pode ser utilizado e, neste caso, a determinacdo pode ser
realizada em até 30 s (120 injecdes h'). Um resumo dos pardmetros otimizados é mostrado

na Tabela 10.

Tabela 10 — Condi¢des otimizadas para o método CE-C*D desenvolvido.

Parametros Faixa avaliada Valores otimizados
Concentracio do BGE (mmol L) 10-30 20
Potencial de separacao (kV) 15-25 25
Tempo de injecdo (s) a 25 kPa 0,5-1,5 1,0
pH do BGE 4,0-5,5 4,5
Temperatura (°C) 20-30 25

Fonte: A autora.

Para a validagdo do método, o estudo da repetibilidade foi realizado com uma das
amostras de bebidas alcodlicas que seriam avaliadas neste trabalho. Foram realizadas

injecoes sucessivas de uma solucdo amostra de vodka diluida em agua (10% v/v) e



136

enriquecida com 200 umol L' de SCO e BSCO. O DPRs (n = 12) para as 4reas dos picos
foram de 4,0 e 5,0% para SCO e BSCO, respectivamente. Os valores de DPRs para os tempos
de migragdo foram de 4,0% para ambas as espécies. E importante ressaltar que este estudo
foi realizado sem nenhum procedimento de limpeza do capilar entre as andlises. Apos as
doze injegdes sucessivas, observou-se uma alteracdo significativa na area do pico, e,
portanto, um “flush” de aproximadamente 200 s ¢ necessario. O 1°, 6° e 12° eletroferogramas
deste estudo sao mostrados na Figura 46.

Figura 46 — Eletroferogramas obtidos no estudo da repetibilidade com uma amostra de
vodka (10% v/v) fortificada com solugio padrio de 100 pmol L' de SCO e BSCO. BGE:

20 mmol L' de 4cido butirico + 7 mmol L! de NaOH (pH= 4,5). Tempo de injecio: Is;

Comprimento total e efetivo do capilar: 50 e 40cm; potencial aplicado variando de: +25kV.
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Fonte: A autora.

O estudo de repetibilidade também foi realizado com uma solugao padrao e resultados

semelhantes foram obtidos (DPR de 3,8% para SCO e de 4,7% para a BSCO). A
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repetibilidade inter-dias (n = 3) também foi estudada para os tempos de migracao e as areas
dos picos de SCO e BSCO utilizando uma solugdo padrao. Neste estudo foram obtidos DPRs
de 8,8 e 10,0% para areas de pico e de 8,0 e 11,0% para os tempos de migra¢do da SCO e
BSCO, respectivamente. Estes resultados demonstram o excelente desempenho do método
proposto. Apesar dos desvios inter-dias serem relativamente baixos, a construcao diaria da
curva de calibragdo para a quantificagdo em amostras ¢ necessaria para obtengdo de

resultados mais precisos e confiaveis.

A faixa linear do método proposto foi avaliada por meio de injegdes sucessivas de
solugdes padrao contendo concentragdes crescentes de SCO e BSCO (n = 3). A faixa de
concentragio variou entre 10 e 1000 pmol L' para ambos os compostos. Os
eletroferogramas e as curvas de calibracdo obtidas para este estudo sdo mostradas na Figura
47.

Figura 47 — Eletroferogramas obtidos no estudo da faixa linear com solucdes padrdo

variando na faixa de concentragdo de 10 a 1000 umol L™! de SCO e BSCO e suas respectivas

curvas de calibragdo (n=3). Demais condi¢des vide Figura 46.
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Conforme pode ser observado, o método apresentou amplas faixas lineares e
coeficientes de correlagdo de 0,998 para ambos os compostos (SCO e BSCO). Uma faixa de
concentracdo menor (50 a 500 pmol L) foi selecionada para a construgdo da curva de
calibragdo (Figura 48) a ser utilizada na analise de amostras.

Figura 48 — Eletroferogramas e as respectivas curvas de calibragdo obtidos pela injecdo de
solugdes padrdes com: (a) 60 umol L'; (b) 80 umol L'; (c) 100 pmol L; (d) 200 pmol L

I: (e) 300 pmol L!; (f) 400 umol L!; (g) 500 umol L' de SCO e BSCO. Demais condigdes
vide Figura 46.
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Os limites de detec¢do (LD) foram calculados com base na curva de calibragdao da
Figura 48. O método apresentou valores de LD de 2,4 e 2,8 umol L! para SCO e BSCO,
respectivamente. Todos os parametros analiticos do método proposto estdo resumidos na

Tabela 11.

Tabela 11 - Caracteristicas analiticas do método CE-C*D para determinagdo simultanea de

SCO e BSCO.

Parametros analiticos SCO BSCO
Tempo de migracio (s) 97,0+ 8,4 100,0+ 11,0
Resolucao** 2,37+ 0,06 15,27 +£ 0,25
Coeficiente de correlacao 0,999 0,999
Faixa linear (umol L) 10 —-1000 10 - 1000
LOD (umol L) 24 2,8
LOQ (umol L) 8,0 9,3
RSD Intra-dias (n = 12) 4,0 % 5,0%
Frequéncia analitica (h™) 34 34

**Resolucao entre os picos de SCO e BSCO e entre o pico da BSCO e o EOF.
Fonte: A autora.

Numa etapa seguinte, o método desenvolvido foi avaliado como um método de triagem

rapida para a detecgao de SCO e BSCO em amostras de bebidas para fins forenses e para a
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determinagdo e controle de qualidade de amostras farmacéuticas (buscopan®) contendo
BSCO como ingrediente ativo. A deteccdo de eventual contaminacao de formulagdes
farmacéuticas com SCO também pode ser possivel. A Figura 49 (A) apresenta os
eletroferogramas obtidos para uma solugdo padrio contendo 100 umol L' de SCO e BSCO
e nove amostras de diferentes bebidas que foram dopadas com 1 mmol L' de ambos os
analitos e que em seguida diluidas 10 vezes em agua deionizada. Os eletroferogramas para
as amostras sem adicdo de SCO e BSCO sao apresentados na Figura 49 (B), onde pode ser
observado uma linha de base estdvel e sem picos de interferentes nos tempos de migragdo

de ambos os analitos.
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Figura 49 — Eletroferogramas obtidos ap6s a adigdo de (A) 1000 pmol L' de SCO e BSCO

em diferentes amostras de bebidas (10% v/v) e (B) dos brancos das amostras de bebidas

(10% v/v). Demais condi¢des vide Figura 46.
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Para a defini¢ao da quantidade de SCO que seria adicionada as amostras de bebidas
foi levado em consideragdo os dados disponiveis na literatura, a qual aborda a dosagem ativa
e letal da mesma (= 1 mmol L") (LAUWERS et al., 1983). O estudo de recuperagio foi feito
em amostras da bebida enriquecidas com quantidades conhecidas de SCO ¢ BSCO em
diferentes condigoes: (i) amostras das bebidas diluidas (10% v/v) sem o procedimento de
flush entre as andlises (Tabela 12); (i1) amostras das bebidas diluidas (10% v/v) com o
procedimento de flush (100 s) entre as andlises (Tabela 13) e (iii) amostras das bebidas puras
(sem dilui¢do) com o procedimento de flush (100 s) entre as analises (Tabela 14). Por se
tratar de amostras muito diferentes e complexas, a op¢ao de fazer o flush entre cada tipo de
amostra foi realizada para descartar qualquer tipo de interferéncia.

Tabela 12 - Resultados obtidos nos estudos de adig@o e recuperagdo com nove tipos de

bebidas dopadas com SCO e BSCO por CE-C*D (sem flush entre as analises).

Amostra Conc. Conc. £SD Conc. £SD Rec.  Rec.
adicionada SCO BSCO SCO BSCO

SCO e BSCO (mmol L) (mmol L) %) (%)

(mmol L)

GIN 1,00 1,01 +£0,02 0,90 + 0,01 101+£2  90+1

Vinho 1,00 1,04 +£ 0,01 0,97 £ 0,01 104£1  97+1

Suco 1,00 1,00 + 0,01 0,90 = 0,01 100£1  90+1

Coca-cola® 1.00 1,00 £ 0,01 0,97 £0,01 100£1 97+1

Cachaca 1,00 1,09 +£ 0,02 0,94 +£ 0,01 110+ 94+1

Skol Beats® 1,00 1,09 +£ 0,01 0,96 = 0,01 109£2  96+1

Vodka 1,00 1,09 +£ 0,01 0,90 = 0,01 109£1  90+1

Cerveja 1,00 1,11 +£0,01 0,92 +0,01 1111 92+1

Energético 1,00 1,07 £ 0,01 0,90+ 0,01 1071  90+1

Fonte: A autora.
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Tabela 13 - Resultados obtidos nos estudos de adi¢ao e recuperacao com nove tipos de

bebidas dopadas com SCO e BSCO por CE-C*D (com flush entre as anélises).

Sample Conc. Conc.=SD Conc. £SD Recuperacao Recuperacao
adicionada SCO BSCO SCO BSCO
SCO/BSCO (mmol L)  (mmol L) (%) (%)
(mmol L)
GIN 1,00 1,04+0,03 0,91=+0,01 104+3 91+1
Vinho 1,00 1,00 + 0,04 1,03+ 0,02 100+4 103+2
Suco 1,00 1,00+0,01  0,90+0,01 100+1 90+1
Coca-cola® 1,00 1,12+0,02  1,05+0,03 11242 10543
Cachaga 1,00 1,03+0,02 0,98+0,02 103+3 98+2
Skol Beats® 1,00 1,07+0,02 1,01 £0,02 107£2 101£2
Vodka 1,00 1,08 £0,01 1,03 £0,03 108+1 103£3
Cerveja 1,00 1,L11+0,02 1,05+0,01 111£2 105+1
Energético 1,00 0,95+0,01  0,98+0,01 95+1 98+1

Fonte: A autora.
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Tabela 14 - Resultados obtidos nos estudos de adi¢dao e recuperagao com nove tipos de

bebidas puras (sem dilui¢do) dopadas com SCO e BSCO por CE-C*D (com flush entre as

analises).
Sample Conc. Conc. £SD Conc. = SD Recuperacio Recuperacio
adicionada SCO BSCO SCO BSCO
SCO/BSCO  (mmol L) (mmol L) (%) (%)
(mmol L)
GIN 0,100 0,096 + 0,001 0,086 + 0,002 96+1 86+2
Vinho* 0,100 - - - )
Suco 0,100 0,101 +£0,001 0,098 + 0,002 101+1 98+2
Coca-cola® 0,100 0,095 + 0,001 0,089 + 0,002 95+1 89+2
Cachaga 0,100 0,111 +0,001 0,100+ 0,001 111£1 100+1
Skol Beats® 0,100 0,093 +£ 0,001 0,082+ 0,001 93+1 82+1
Vodka 0,100 0,091 £ 0,002 0,089 + 0,001 9142 89+1
Cerveja* 0,100 - - - -
Energético™ 0,100 - - - -

Fonte: A autora.

Para facilitar a visualiza¢do dos valores de recuperacdo obtidos nas trés diferentes

condi¢des em que o experimento foi realizado, a Tabela 15 apresenta um resumo dessas

informacgdes.
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Tabela 15 — Resumo dos resultados obtidos nos experimentos de recuperagdo com as

amostras de bebidas dopadas com SCO e BSCO por CE-C*D.

Recuperacao (%)

Sem flush Com flush* Sem diluicao**
Amostras SCO BSCO SCO BSCO SCO BSCO
GIN 101 90 104 91 96 86
Vinho 104 97 100 103 - -
Suco 100 90 100 90 101 98
Coca-cola® 100 97 112 105 95 89
Cachaga 110 94 103 98 111 100
Skol Beats® 109 96 107 101 93 82
Vodka 109 90 108 103 91 89
Cerveja 111 92 111 105 - -
Energético 107 90 95 98 - -
Média 106 £ 5 93+3 1046 99+6 99+8 93+7

*flush de 100s entre cada tipo de amostra; **bebida injetada diretamente no equipamento com flush
entre cada tipo de amostra.

Como pode ser observado na Tabela 15, foram obtidos valores de recuperagdo
semelhantes para SCO com e sem o procedimento de flush entre as injecdes (média de 106
+ 5% e 104 + 6%, respectivamente). No entanto, os valores de recuperagdo obtidos para
BSCO foram melhores com o uso do flush (99 + 6%) do que sem o uso do flush (93 £+ 3%)
entre as injecoes das amostras. Adicionalmente, o desempenho do método desenvolvido
também foi avaliado por estudos de recuperacgao realizados com amostras das bebidas puras,
ou seja, sem dilui¢do, dopadas com 0,1 mmol L' de SCO e BSCO (com flush entre as

injecoes). Nesses estudos, valores médios de recuperagao de 99 + 8% e 93 + 7% foram



146

obtidos, respectivamente, para SCO e BSCO em seis amostras de bebidas nao diluidas (GIN,
suco, Coca-cola®, cachaga, skolBeats® e vodka). Os valores de recuperagao nao foram

satisfatorios (< 50%) para as amostras ndo diluidas de vinho, cerveja e energético.

Os resultados obtidos indicam a auséncia do efeito de matriz em todas as amostras
avaliadas apds a dilui¢do (10% v/v) e utilizagdao do procedimento de flush entre as injegdes.
Se o procedimento de flush ndo for utilizado, apenas a recuperagdo do BSCO cai para cerca
de 90%, que ainda ¢ um valor aceitavel neste tipo de andlise. A possibilidade da analise de
amostras ndo diluidas pode ser muito pratica na triagem rapida dessas bebidas no dia a dia
das investigagdes policiais. E valido ressaltar que a determinagio foi realizada com simples

etapa de pré-tratamento da amostra (apenas diluicdo em agua).

A curva de calibracdo da Figura 48 também foi utilizada na andlise de trés diferentes
solugdes de amostras farmacéuticas que continham a BSCO como principio ativo. A amostra
A3 também apresentava dipirona em sua composi¢do. O eletroferograma referente a anélise
de uma amostra esta apresentado na Figura 50 e todos os resultados obtidos estdo

apresentados na Tabela 16.
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Figura 50 — Eletroferogramas obtidos com uma soluc¢do padrdo de 200 pmol L' de SCO e
BSCO e uma solu¢ao de amostra farmacéutica diluida para uma concentracdo de 200 pmol

L' de BSCO. Demais condi¢des vide Figura 46.
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Fonte: A autora.

Tabela 16 - Resultados obtidos na analise de trés amostras de buscopan® por CE-C*D.

Amostras Valor da bula CE-C‘D
(mg/comprimido) (mg/comprimido)
Al 10 10,20 + 0,80
A2 10 9,97 0,20
A3 (com dipirona) 10 9,32+ 0,80

Fonte: A autora.

Conforme observado na Tabela 16, os valores obtidos foram préximos aos valores
apresentados na bula dos medicamentos. Comparando com a amostra Al e A2, a amostra

A3 apresentou uma maior diferenca, com relagdo a massa apresentada na bula. E provavel
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que essa variacao nos valores das areas seja devido a elevada concentragdo de dipirona
presente no medicamento (25 vezes mais dipirona do que BSCO). Estudos de recuperacgao
com adi¢io de 200 pmol L' de BSCO as amostras farmacéuticas também foram realizados.
O valor médio de recuperagdo para as trés amostras foi de 105% + 3, o que indica a auséncia

de efeitos matriz.

Portanto, o método desenvolvido nesse trabalho tem grande potencial para ser uma
ferramenta a ser utilizada em triagens rapidas de amostras de bebidas para detec¢ao de adigdo
ilegal de SCO. Além disso, o método também ¢ util para o controle de qualidade de amostras
farmacéuticas que contém BSCO. Podemos concluir também que o uso de um BGE com a
presenga de sodio (alta mobilidade) impediu a detecgdo de cations alcalinos normalmente
presentes em bebidas e amostras farmacéuticas, diferentemente do observado em um artigo
publicado na literatura, onde o mesmo detector foi utilizado na detec¢ao de SCO em bebidas
(SAIZ et al., 2013a). No trabalho citado, o BGE composto por 10 mmol L' de HEPES e
TRIS com pH 7,6 foi utilizado, na mesma corrida foram observados mais seis picos de
cations que eluiram mais rapido que a SCO, porém esses picos nao foram identificados no

artigo.

De acordo com o que ja foi relatado anteriormente na literatura (KUMMER et al.,
2016), a SCO pode ser produzida a partir de fArmacos sem prescri¢ao (buscopan®) por um
processo de conversdo térmica do BSCO em altas temperaturas (aquecimento). Conforme
descrito na introducdo deste trabalho, a SCO foi produzida em casa a partir da BSCO por
aquecimento em oOleo comestivel no micro-ondas (VAN SASSENBROECK et al., 2005) e
também pela queima ou uso de cigarros apos a adi¢ao do p6 de medicamento buscopan® ao

cigarro (FRASCHT et al., 2007).

A fim de confirmar se a conversdo da BSCO presente em farmacos em SCO psicoativa

¢ possivel e se 0 método desenvolvido ¢ adequado para detectar o composto formado (SCO),
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um teste rapido com este objetivo foi realizado. Neste estudo, comprimidos de buscopan®
foram macerados e analisados por CE-C*D apés exposi¢io a diferentes condigdes: (i) 24 h
em temperatura ambiente; (i1) 8 h de aquecimento na estufa a 80°C e, (iii) aquecido por 10
segundos na chama do bico de Bunsen. Apos o periodo de exposicao as diferentes condigdes,
todas as amostras foram adequadamente dissolvidas, diluidas e analisadas pelo método CE
proposto. A Figura 51 apresenta os eletroferogramas obtidos neste estudo.

Figura 51 — Eletroferogramas obtidos a partir da inje¢do de: (a) solu¢do padrao contendo

SCO e BSCO (1000 umol L' cada); amostra farmacéutica (buscopan®) (b) preparada na

hora; (¢) exposta 24 h em temperatura ambiente; (d) apos o aquecimento na estufa em 80°

[IP2)

C; (e) apos o aquecimento por 10 s na chama de um bico de Bunsen e (f) solugdo “e

enriquecida com 400 pmol L' de SCO. Demais condi¢des vide Figura 46.
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Fonte: A autora.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 51, a BSCO presente na amostra
macerada apresentou boa estabilidade quimica quando foi exposta 24 horas em temperatura
ambiente (Figura 51c) e quando foi exposta por 8 horas a 80 °C dentro da estufa (Figura
51d). Os resultados mostraram que a area do pico da BSCO para essas solucdes (51c e 51d)
foram semelhantes a area obtida para a solugdo de amostra recém-preparada (Figura 51b).

Além disso, nenhum pico adicional foi detectado para SCO (< LD).

No entanto, quando a amostra macerada foi aquecida por 10 segundos em um bico de
Bunsen (dentro de um béquer de vidro) (Figura 51¢), observou-se a diminui¢ao na area do
pico da BSCO e o aparecimento de um pico no tempo de migracdo da SCO. A fim de
confirmar que este pico seria referente a formacdo da SCO, 400 umol L™ da solugio padrio
de SCO foi adicionada a amostra aquecida no bico de Bunsen e um aumento na intensidade

do pico foi observado (Figura 51f).

Os resultados obtidos nesse estudo introdutorio sugerem que o antiespasmodico mais
popular no mundo (buscopan®) pode ser facilmente convertido em SCO (composto
psicoativo). Esta questdo precisa ser estudada com mais detalhes no futuro, para avaliagdao
da taxa de conversao, faixa de temperatura, entre outros aspectos. No entanto, nés podemos
inferir que o método proposto neste trabalho ¢ uma ferramenta simples, rapida e de baixo

custo para a realizacao desses estudos.

A fim de apresentar as vantagens do método desenvolvido, uma comparagdo com os
métodos ja existentes na literatura para determinagdo de SCO e/ou BSCO estio listados na

Tabela 17.
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Tabela 17 — Métodos para a determinacao de SCO e/ou BSCO descritos na literatura e o
desenvolvido por CE-C*D.

Técnica Analito LOD Tempo por Observacao Ref
(umol L) corrida
(min)
CZE-DAD? Ipratropium 1,8 12 Utilizacdo de (CHERKA
Oxitropium IS solvente organico  OUl et al.,
BSCO 1,8 1998b)
Flutropium 1,8
CE-C*D SCO 5,9 3,4 Utilizacdo de (SAIZ et
atropina N/A solvente organico  al., 2013b)
Potenciometria SCO 4,0 0,25 Horas na (EL-
preparagao da HAFEEZ

membrana de PVC  MOSTAFA
e condicionamento ,2002)
do eletrodo por 1

hora antes da

analise
CE - DAD? Metilscopolamina N/A 18 Use of organic (CHERKA
BSCO solvents; only OUl et al.,
SCO qualitative. 1999)
Apoatropina
Atropina
Littorine
HPLC - UV BSCO N/A N/A Etapa de limpeza (PAPADO
atropina previa por SPE YANNIS et
al., 1994a)
CE-C‘D BSCO 2,8 1,8 Preparagao simples Este
SCO 2.4 da amostra; baixo trabalho

custo instrumental

Fonte: A autora.
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Conforme observado na Tabela 17, os métodos ja descritos na literatura apresentam
maiores tempos de analise do que o método CE-C*D desenvolvido neste trabalho, com
excecao para o método potenciométricos, que ¢ mais rapido (0,25 min) (RIBEIRO et al.,
2016). Apesar de ser mais rapido, o método potenciométrico necessita de etapa de preparo
da membrana de PVC utilizada como eletrodo e também necessita de um tempo longo (£1
hora) de condicionamento do eletrodo. Além disso, a determinacao simultanea da SCO e da

BSCO nao ¢ possivel usando o método potenciométrico.

Além de ser um método rapido, a determinacdo simultdnea de ambas as espécies sem
o uso de solventes organicos também pode ser considerado uma vantagem (método verde).
A possibilidade de determinagdo simultanea da SCO e da BSCO foi mostrada apenas uma
vez (CHERKAOUI, 1999), porém, o método ¢ mais lento (18 min) e ndo foi avaliado na
analise de amostras reais. Portanto, o método CE-C*D aqui proposto é mais simples, barato,
rapido e pode ser aplicado na analise de uma grande variedade de amostras sem efeitos de

matriz.

4.3.1. Conclusdes parciais

Neste trabalho foi demonstrado, pela primeira vez, que a determinagdo simultanea da
SCO e da BSCO é possivel por CE-C*D em menos de 110 segundos. O método desenvolvido
neste trabalho foi empregado para a determinag¢do da SCO e BSCO em diferentes tipos de
bebidas e amostras farmacéuticas com pré-tratamento minimo da amostra (apenas dissolugdo
e/ou diluicdo em dgua). O método proposto apresentou diversas vantagens como, baixo
custo, simplicidade, facil preparo da amostra, analise rapida e consumo de pequena
quantidade de reagentes/amostras. Como a SCO ¢ uma droga controlada, pois pode ser

utilizada para fins criminosos, o método proposto tem grande potencial como ferramenta de
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triagem rapida para auxiliar as investigagdes policiais e também para obtencdo de
informacdes preliminares sobre amostras suspeitas. O método também se mostrou 1til para

identificar a formagao de SCO a partir do medicamento buscopan®.



154

5. CONCLUSOES GERAIS

Nesta tese, trés métodos analiticos foram apresentados utilizando duas diferentes
técnicas de baixo custo (CE-C*D e a BIA-SWASV) onde os equipamentos utilizados foram

construidos/idealizados no Brasil.

Na primeira parte do trabalho foram desenvolvidos métodos utilizando a CE-C*D e BIA-
SWASYV para a determinagdo e quantificacao simultdnea de Zn e AA pela primeira vez.
Ambas metodologias propostas apresentaram altas velocidades de andlise (>40 inje¢des h”
1), preparo de amostras simples, apenas dilui¢do em agua ou dilui¢do no eletrdlito suporte,
além de possuirem um baixo consumo de amostras e reagentes, o que reduz muito o impacto
ambiental. Devido a presenca de acido citrico na amostra do polivitaminico que contém o
Zn e AA, foi necessario adicionar Ni na amostra quando a analise foi feita por CE-C*D, pois
0 4cido citrico interagia com o Zn impedindo a sua complexacdo com a HIS para formagao
da espécie determinada no método. Para contornar problemas com a matriz do farmaco, a

quantifica¢do pelo método da adi¢do de padrao foi utilizada na anélise por BIA-SWASV.

Na segunda parte deste trabalho a CE-C*D foi aplicada para a determinagdo de SCO e
BSCO em amostras de onze diferentes bebidas e também no farmaco que contém a BSCO
(buscopan®). Este foi o primeiro trabalho desenvolvido para a determinagdo de SCO e
BSCO com algum tipo de aplicagdo. A determinac¢do simultdnea dessas duas espécies ndo €
facil devido a diferenga de polaridade que elas possuem. O método desenvolvido utiliza uma
quantidade minima de reagentes, ¢ barato, simples e rapido (cerca de 110 segundos por
analise) e as amostras sdo analisadas sem nenhum pré-tratamento (apenas dilui¢ao em agua).
Além disso, ndo foi observado nenhum tipo de interferéncia. O método tem potencial para
ser utilizado como ferramenta de triagem no auxilio de investigagdes policias, uma vez que

a SCO ¢ uma droga controlada, muitas vezes utilizada para fins criminosos. Outro ponto em
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que o método se mostrou util, foi na identificacdo da formagdo de SCO a partir de BSCO, o

que pode auxiliar na investigacao da origem da SCO utilizada no crime.

Os métodos desenvolvidos neste trabalho podem ser considerados mais verdes que o
método analitico padrao (HPLC), pois necessitam de uma quantidade menor de reagentes, o
que leva a uma menor geracdo de residuos. Além disso, os reagentes utilizados ndo sdo
toxicos, a analise simultanea ¢ possivel, os métodos podem ser portateis, todas as amostras
sdo preparadas apenas com diluigdo simples e sdo mais rdpidos, o que gera

consequentemente, um menor gasto de energia.
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