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RESUMO

Neste trabalho, foram feitos estudos eletroquimicos e analiticos, utilizando voltametria
ciclica e voltametria de onda quadrada, e de modelagem computacional, utilizando o
software DMOL® e forcite, para as moléculas de dietilestilbestrol (DES) e metildopa
(MDP). Os estudos eletroquimicos e analiticos foram feitos sobre superficie de carbono
vitreo e utilizando tamp&o BR como eletrdlito suporte. Para o DES, estudos preliminares
mostraram um pico anodico e um catédico, em torno de 0,450 V e 0,021 V,
respectivamente. O potencial de pico do DES deslocou-se para valores mais negativos
com o aumento do pH e a corrente de pico apresentou um valor maximo em pH 7. O
processo redox foi controlado por adsorcdo e caracterizou-se como catalitico com
transferéncia irreversivel de carga. Modelos computacionais mostraram que as
densidades eletronicas dos orbitais HOMO se localizam principalmente sobre os
oxigénios dos grupos fendis e apresentaram cargas de Mulliken de  -0,507, sendo os
provaveis sitios de oxidacdo do DES. Calculos de adsorcéo indicaram adsorcéo fisica
do DES com valores de energia variando de -30 a -33 kcal mol™. Por fim, o0 mecanismo
calculado mostrou-se de acordo com a proposta obtida eletroquimicamente, com a
formacdo de uma quinona. Para a determinacdo analitica os parametros da VOQ
otimizados foram f = 80 Hz, a = 30 mV, 4E = 4 mV. Curvas analiticas foram feitas, e
calculados o LD = 5,58 x 10°® mol L™*(14,9 ppb) e LQ = 1,89 x 10" mol L™ (49,9 ppb). A
repetibilidade e reprodutibilidade foram avaliadas através do RSD, obtendo-se valores
de 1,64% e 3,47%, respectivamente. A metodologia foi aplicada em formulacao
farmacéutica, agua natural e urina sintética, obtendo-se recuperacbes de 94,32%,
77,85%, 89,00%, respectivamente. Para a MDP os estudos voltamétricos mostraram
um processo anddico e um catédico em pH 2 e 3 e apresentou dois picos anddicos e
um catédico em pHs maiores que 3. Foi observada uma dependéncia dos potencias de
pico que se deslocaram para valores mais negativos como aumento do pH. Estudos de
velocidade de varredura mostraram que o0 processo é controlado por adsorcdo e
aplicando os critérios de Nicholson-Shain o processo redox foi classificado como
catalitico com transferéncia irreversivel de carga. Em pHs acima de 3 foi observado um
processo irreversivel com formacéo de filme polimérico na superficie do eletrodo. Em
pH abaixo de 3 o0 processo apresentou um carater reversivel. Calculos quéanticos e de
carga de Mulliken mostraram que a densidade eletrbnica dos orbitais HOMO e LUMO
estdo principalmente sobre os oxigénios fendlicos e uma possivel rota reacional com
formacdo de dimeros, e possivel polimerizacéo, € energeticamente viavel confirmando
0 mecanismo proposto. A metodologia eletroanalitica foi desenvolvida também
utilizando VOQ em meio de tampao BR pH 2 e os parametros otimizados foram: f = 20
Hz, a = 20 mV, 4E = 2 mV. Curvas analiticas foram obtidas e a partir destas calculados
o LD e LQ de 6,32 x 10° (1,33 ppb) e 2,10 x 10® (4,43 ppb), respectivamente. A
repetibilidade e reprodutibilidade foram avaliadas através do RSD, obtendo-se valores
de 3,01% e 4,96%, respectivamente. A metodologia foi aplicada em formulacdo
farmacéutica, agua natural e urina sintética, obtendo-se recuperacbes de 93,32%,
97,03%, 91,29%, respectivamente. Sendo assim, as metodologias propostas
mostraram-se adequadas para determinacao dos farmacos estudados.



Abstract

In this work, electrochemical and analytical studies were performed, using cyclic
voltammetry, square wave voltammetry, and computational modeling using the software
DMOL? and forcite, for diethylstilbestrol (DES) and methyldopa (MDP) molecules. The
electrochemical and analytical studies was carried out on the glassy carbon surface and
using BR buffer as electrolyte. For DES preliminary studies showed a anodic and
cathodic peak about 0,450 V and 0,021 V, respectively. The DES’s peak potential
shifted to more negative values with pH increasing and the peak current showed
maximum at pH 7. The redox process presented an adsorptive control and was
characterized as catalytic with irreversible charge transfer . Computer models showed
that electron densities of the HOMO orbital is mainly located on the oxygens phenols
groups and presented Mulliken charges of -0.507, thus, these are probable DES
oxidation sites. Calculations indicate physical adsorption of DES with energy values
shifted from -30 to -33 kcal mol™. Finally, the theoretical mechanism was shown to be in
accordance with the proposal electrochemically, with the formation of a quinone. For the
analytical determination the VOQ parameters were optimized: f = 80 Hz, = 30 mV, AE =
4 mV. Curves were made, and the calculated LD = 5.58 x 10°® mol L™ (14.9 ppb) and LQ
=1.89 x 107 mol L™* (49.9 ppb). The repeatability and reproducibility were evaluated by
the RSD, giving values of 1.64% and 3.47%, respectively. The methodology was applied
in pharmaceutical formulation, natural water and synthetic urine, resulting in recoveries
of 94.32%, 77.85%, 89.00%, respectively. For MDP voltammetric studies showed an
anodic and cathodic process at pH 2 and 3. At pH values larger than 3 showed two
anodic peaks and a cathodic. Was observed a dependence of peak potentials that have
shifted to more negative values with increasing the pH. Sweep speed studies showed
that the process is controlled by adsorption and applying the Nicholson-Shain criteria
redox process was classified as catalytic irreversible charge transfer. At pHs above 3
was observed an irreversible process with formation of polymeric film on the electrode
surface. At pH below 3 the process showed a reversible character. And quantum
chemical calculations showed that Mulliken charge density of the electron orbitals
HOMO and LUMO are primarily on the phenolic oxygens and one possible reaction
route with dimer formation and possible polymerization is energetically possible,
confirming the mechanism proposal. The electroanalytical methodology had also been
developed using VOQ, and BR buffer pH 2 as electrolyte and VOQ parameters were
optimized: f = 20 Hz, = 20 mV, A E = 2 mV. Curves were obtained, and calculated LD
and LQ of 6.32 x 10° (1.33 ppb) and 2.10 x 10® (4.43 ppb), respectively. The
repeatability and reproducibility were evaluated by the RSD, giving values of 3.01% and
4.96%, respectively. The methodology was applied in pharmaceutical formulation,
natural water and synthetic urine, resulting in recoveries of 93.32%, 97.03%, 91.29%,
respectively. Thus, this methodology can be employed with success for pharmaceutical
formulation determination.
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1 INTRODUCAO

Dentre os assuntos mais relevantes estudados no que se diz respeito ao
meio ambiente, o impacto negativo que o descarte inadequado de substancias quimicas
naturais e industrializadas traz a saude dos seres vivos tem, atualmente, uma
consideravel atencao.

Farmacos, metais pesados, hormdnios, antibibticos, pesticidas, cosméticos,
bifenilas policloradas (do inglés PolyChlorinated Biphenyls, PCB), hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAP), surfactantes alquilfendis e seus derivados etoxilados séo
destacados por diversos autores como contaminantes emergentes'?. Estes sdo
poluentes que estdo presentes no meio ambiente em concentracdes da ordem de pg L™
e ng L™ e devem ser monitorados por conterem residuos danosos a satde humana,
animal e ao meio ambiente.**

O acumulo de tantos compostos nocivos no ambiente se deve tanto a
crescente utilizacdo e descarte inadequado dessas substancias quanto a estabilidade
fisico-quimica que estas apresentam, mesmo em longo prazo.

A atuacdo negativa destas substancias pode ocorrer de formas diferentes em
cada lugar, dependendo de sua concentracdo e das propriedades fisicas e quimicas,
como: solubilidade em agua, pH, coeficiente de particao, hidrofobicidade, coeficiente de
adsorcao, mecanismos de biotransformacéo e estabilidade quimica e térmica.

Um dos principais recursos naturais prejudicados pelos contaminantes
emergentes sao 0s recursos hidricos, visto que a principal via de descarte para os
residuos séo os lagos e rios, irregularmente utilizados para tanto. Esta pratica irregular
gera um problema de saude publica, j& que muitos destes séo utilizados como fonte de
agua para consumo humano e/ou abastecimento publico, levando os contaminantes
para dentro das casas da populacdo. Além disso, boa parte desta agua é utilizada para
irrigacdo em é&reas de plantio, contaminando o solo e o lencol freatico, e nas etapas de
beneficiamento de alimentos, configurando outra fonte de contaminagcdo bem

frequente.®
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Compostos organicos, sintéticos e naturais, compreendem uma grande
porcentagem dos contaminantes emergentes e persistentes, contrariando o que seria
naturalmente esperado, que é a degradacdo natural com o passar do tempo e em
condicbes ambientais adequadas. Sendo assim, surge uma classe de compostos
organicos conhecidos como poluentes organicos persistentes (POPs), que sé&o
substancias muito investigadas devido aos seus efeitos no meio ambiente, mesmo em
concentracdes relativamente baixas.® Dentre os POPs, os horménios e farmacos tém
tido uma particular atengcdo da comunidade cientifica por serem utilizados em larga
escala em tratamentos terapéuticos por seres humanos e terem a capacidade de
acumular-se em seres vivos que tenham ingerido tais substancias, ampliando seus

efeitos maléficos a saude.®
1.1 Farmacos

E dificil mensurar a quantidade de farmacos produzidos e utilizados em todo
o mundo. Os farmacos sao desenvolvidos para serem relativamente persistentes e
atuarem no organismo de seres vivos de forma especifica. Entretanto, a capacidade de
resistir a certas “agressdes quimicas” proporciona aos farmacos uma capacidade maior
de poluirem o ambiente.

Segundo a literatura, uma parte significativa da dose terapéutica ingerida,
cerca de 50% a 90%, é excretada de forma inalterada ao meio ambiente’. Além disso,
pode ser excretado ainda, o composto jA metabolizado, onde em muitos casos, este
metabalito € tdo ou mais agressivo quanto o composto de partida.

Pesquisas em diversos paises foram feitas, e mostraram a presenca de
farmacos e seus metabodlitos em aguas naturais e esgotos domésticos. Dentre os
farmacos mais perigosos estdo os estrogénios, tanto naturais como sintéticos. Estes
compostos foram detectados em ETE’s de paises como: Brasil, Alemanha e Canadj; e
sdo oriundos de um processo de tratamento incompleto e incapaz de remover

completamente os tracos de estrogénios 89
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A ocorréncia de farmacos no meio ambiente pode ocasionar diversos tipos
de problemas, nos mais diversos niveis troficos apresentados, tanto em ambientes
aquaticos como terrestres. Os efeitos nocivos podem afetar tanto em nivel celular,
prejudicando Orgdos e sistemas inteiros, como o0 sistema endocrino humano, que
compreende diversos 6rgaos reguladores da excrecdo de horménios essenciais para o
funcionamento e desenvolvimento humano adequado.?

Os farmacos desreguladores endocrinos sdo “uma classe de composto
exdégeno que alteram uma ou varias funcdes do sistema endocrino e tém,
consequentemente, efeitos adversos sobre a salde num organismo intacto, sua
descendéncia, ou (sub) populacées™. Dentre estes, os hormdnios apresentam uma
particular importancia visto a sua larga aplicagéo fitoterapica desde longa data. Um dos
mais importantes horménios interferentes enddcrinos conhecidos € o dietilestilbestrol
(DES).>™

Outro grupo de diferente raio de acdo, mas ndo menos importantes, sdo 0s
compostos com atividade anti-hipertensiva. Dentre estas se destacam as
catecolaminas, moléculas que atuam no sistema nervoso central e podem ser usadas
no tratamento e prevencdo de infarto do miocardio, hipertensdo e asma bronquial’.
Dentro desta classe de farmacos esta a metildopa (MDP), amplamente utilizada e por
atuar no sistema nervoso central , pode ser um poluente de alto risco a saude publica.

Assim, tendo em vista os problemas decorrentes do acumulo do DES e MDP,
estes farmacos foram objetos de estudo deste trabalho. Nos sub-tGpicos a seguir sera

apresentada uma revisao bibliografica sobre estes compostos.
1.1.1 Dietilestilbestrol
O Dietilestilbestrol (DES),**** 4,4’-(1,2-dietil-1,2,eteno-diil)bisfenol, Figura 1,

€ um estilbeno e é o anabolizante mais potente por possuir uma atividade estrogénica

dez vezes maior que a do estrogeno natural 17- estradiol.
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Figura 1 - Representacéo estrutural do dietilestilbestrol.

AN

S\

Fonte: O préprio autor.

O DES foi uma das primeiras substancias a ter atividade desreguladora
endocrina comprovada, porém, até hoje ainda tem um uso bastante difundido em
diversas areas. Ele tem um importante uso medicinal, sendo comumente utilizado no
tratamento da sindrome da menopausa e como método contraceptivo feminino®. A
exposicao ao DES apresenta graves consequéncias a saude da mulher, principalmente
para as filhas de mulheres que fizeram uso desta substancia, apresentando problemas
como: cancer, infertilidade, deformacdes uterinas, dentre outros problemas que na sua
maioria s&o descobertos apenas na idade adulta.*?**,

Além do uso terapéutico, o DES também ¢é bastante utilizado como
anabolizante na pecuaria em diversos paises, devido as vantagens econémicas que
traz a pecuéria de corte. Alguns dos principais paises produtores de carne bovina
fazem uso de anabolizantes a fim de aumentar a producdo de carne™. Diversos
outros anabolizantes vém sendo alvo de estudos devido ao potencial carcinogénico,
além de outros problemas como: o desenvolvimento sexual precoce em criangas,

avancos na idade 6ssea com repercussdes negativas no crescimento™®.
Modo de acéao

Apesar de ainda nao estar muito bem esclarecido, a comunidade cientifica

reconhece trés possiveis modos de acdo dos interferentes enddcrinos:*’
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a) Imitando um horménio produzido naturalmente pelo corpo, como o
estrogénio ou a testosterona, e reproduzindo seu efeito no organismo do
Sser vivo.

b) Bloqueando os sitios receptores dos horménios nas células, impedindo
gue o hormonio natural possa estimular a célula.

c) Afetando o metabolismo, transporte, sintese e excrecdo dos hormoénios,
refletindo em sua concentracéo dentro do sistema enddcrino.

De acordo com estes possiveis modos de acgdo, os interferentes enddcrinos

podem ser classificados como:

a) Agonistas: imitam os efeitos dos hormdnios naturais, ocupando o0s
receptores hormonais;

b) Antagonistas: bloqueiam os receptores hormonais naturais.

A Figura 2 Apresenta um esquema explicativo para uma interferéncia

enddcrina agonista e antagonista.

Figura 2 - Esquema ilustrativo da atuacao de uma molécula de desregulacdo enddcrina, com os efeitos
agonista e antagonistas.
Efeito Agonista
Resposta Natural

Efeito Antagonista

3

QRRP
OOOC

@

O

QR
OO

@ QR
' OO0

Sem Resposta

Fonte: O préprio autor.

E dificil afirmar com preciséo o tipo de efeito que uma determinada molécula
tera, jA que a mesma molécula pode atuar tanto de forma agonista como antagonista,

dependendo do organismo a que venha interferir.
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Os problemas causados a populacédo pelo uso e ingestdo de compostos com
capacidade de causar distirbios enddcrinos ainda se agrava quando se leva em
consideracdo o descarte inadequado desses compostos ou a eliminagdo natural dos
seres vivos, levando a contaminacao para os rios, lagos e todos os tipos de mananciais.
Sendo assim, é importante que se tenha capacidade de avaliar o nivel de exposicdo a
esses compostos.

Usualmente séo utilizadas técnicas espectroscopicas para a determinacao
do DES, porém, altos limites de deteccdo e interferéncia da composicdo da matriz
fazem com que se busque metodologias alternativas para a determinacdo do DES em
amostras bioldgicas. Técnicas cromatograficas também podem ser utilizadas, porém,
estas demandam etapas complexas de pré-tratamento e extracdo de amostra, além de
alto custo e, em muitos casos, geram grandes quantidades de residuos de andlise, 0

gue torna a metodologia inviavel para uso em rotina laboratorial.

Estudos e metodologias empregadas

13,18 19-23 24,25

Métodos de fluorescéncia ", cromatograficos , espectrofotométricos” <>,
dentre outros, sdo comumente utilizados para determinacdo de compostos organicos, e
apesar de serem bastante utilizados apresentam a desvantagem de serem complexos e
necessitarem de um tempo de andlise relativamente longo, e a aplicacdo de etapas de
tratamento e pré-concentracédo tornam a metodologia cara.

Para a determinacdo do DES, a farmacopéia Britdnica e Americana
recomendam metodologias que utilizam Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e espectrofotometria®®?’. Entretanto, na busca de metodologias de deteccdo e
quantificacdo cada vez mais eficazes, a pesquisa e desenvolvimento destes métodos é
bastante reportada.

Chen et al. %

utilizaram a ultra cromatografia liquida (do ingles Ultra
Performance Liquid Chromatography) com dois detectores de massa acoplados
(UPLC-MS/MS) para determinar simultaneamente clenbuterol (CLEN), cloranfenicol

(PAC) e dietilestilbestrol (DES) no leite bovino. Na determinacéo foi utilizado o método



28

do padr&o interno na concentracéo de 25, 100 e 100 ng mL™ de CLEN-D9, CAP-D5 e
DES-D8, respectivamente, em 10 g leite. Os analitos foram diluidos em 15 mL de
acetato de etila e 500 pL de acetato de amonio 5 mM. A solucéo resultante foi filtrada
atraves de um filtro com didmetro de poro de 0,22 pm e 10 pL do filtrado foi injetado no
UPLC em coluna de octadecilsilano (Cig). As curvas de calibracdo foram obtidas nas
faixas de concentracdo de droga em 0,2-20 ng mL™* (CLEN), 1,2-100 ng mL™ (PAC) e
2,0-200 ng mL™ (DES) e o coeficiente de correlacdo foi de 0,9992. Para a determinacéo
dos compostos nas amostras de leite bovino foi necessaria uma etapa de purificacéo
em uma coluna SPE. Os valores de recuperacdo nas amostras de leite variaram de
94,5 a 106% e os valores de repetibilidade e reprodutibilidade foram de 4,7 a 5,3%, e
de 5,0 a 5,6%, respectivamente. A metodologia foi validada de acordo com a European
Union regulation 2002/657/EC.

23 propuseram um método para determinacdo de DES em

Yang et al.
produtos lacteos, que empregava uma combinacdo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com as propriedades dos nano tubos de carbono de parede multipla.
Os nanotubos foram incorporados em fibras ocas e estas, por sua vez, foram
agregadas as colunas de extracdo em fase soélida da coluna de separacdo do CLAE.
Para avaliar a eficicia das colunas modificadas foram analisados parametros fisicos e
quimicos, como: tamanho das fibras, temperatura, pH, tempo de extracdo e dessor¢cao
e solvente empregado na fase movel. O procedimento desenvolvido foi aplicado na
avaliacdo de sete produtos derivados do leite. Para tanto, foi feita uma curva de
calibracdo na faixa de 24 a 960 pug L. Os resultados mostraram um coeficiente de
correlacdo de 0,993 e uma boa repetibilidade, com desvio padréo de 7,51% para uma
contaminacdo de 240 pg L™. Por fim, as amostras de derivados de leito foram
analisadas nos niveis de fortificacdo de 50% e 100% e apresentaram valores de
recuperacdo de 57,5% e 120,42%, com um desvio padrdo de 7,36% e 12,04%,
respectivamente.

Como mostra a literatura, os meétodos cromatograficos demandam uma
complexa preparacdo de amostra e ajustes de parametros que tornam o método dificil

de ser aplicado em uma rotina de analise, principalmente, analise de campo.
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Como uma alternativa aos meétodos cromatograficos, alguns autores vém
desenvolvendo métodos que se baseiam na luminescéncia de substancias estimuladas
por reagcBes quimicas especificas, que podem ser relacionadas com um analito em
questdo. Este fendmeno pode ser acoplado a outras técnicas de separacao e fornecer
uma melhora nos limites de deteccédo, além de possuirem boa seletividade.

Wang et al. ** utilizaram a quimioluminescéncia de injeccéo de fluxo para a
determinacdo de DES. O método proposto utlilizou a capacidade do préprio analito,
DES, de aumentar a reacdo de quimioluminescéncia de luminol-H,O,, catalisada por
cobalto ftalocianina tetrassulfonada em meio alcalino para gerar um sinal analitico que
possa ser relacionado a concentracdo do DES. Os resultados mostraram uma faixa de
linearidade de 1,0 x 107 a 4,0 x 10° mol L™ e limite de detecc&o de 6,42 x 10® mol L?,
N = 3. O método foi aplicado para a determinacado de dietilestilbestrol nas formulacdes
farmacéuticas, além de Dienestrol e hexestrol, alquilfendis especificamente
semelhantes ao dietilestilbestrol. A precisdo das recuperacdes foi de 92% e o desvio
padrao de 2,6% para um N = 11. Apesar dos resultados apresentados, os autores
relataram problemas de interferéncia de matriz das amostras utlizadas, sendo
necessaria etapas de pré-tratamento como extracdo por solvente e pré-concentracdo
das amostras para possibilitar a quantificacdo dos farmacos.

Secundo et al.*®

apresentaram uma metodologia para determinacédo de DES
em amostras de leite utilizando a luminescéncia de um complexo de Tb*" conjugado
com um anticorpo extraido de cabra e utilizado como marcador. Os complexos de
lantanideos sdo altamente luminescentes e permitem alcancar limites de deteccéo de
0,5 mg L™ Para avaliar a metodologia, os paramentros de limite de deteccéo,
sensiblidade e precisdo foram utilizados. O limite de deteccdo foi de 10 pg g™ e os
valores de sensibilidade e preciséo estiveram de acordo com a literatura adequada. A
aplicacdo do método foi feita em duas amostras de leite e os valores recuperados foram
de 96% e 104,2%.

Os métodos eletroquimicos, por sua vez, fornecem alternativas viaveis para a
determinacdo de compostos com atividade desreguladora enddcrina. Suas principais

vantagens estdo em apresentar baixos limites de deteccdo e quantificacdo, além de
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serem mais rapidos e dispensarem etapas complexas de pré-tratamento e preprao de
amostra.

Na determinacdo de DES utilizando técnicas eletroquimicas algumas
propostas estao relatadas na literatura.

Zhang et al.?® determinaram DES em amostras do horménio injetavel. O
método proposto utilizou eletrodo de pasta de carbono como superficie eletrédica e
como eletrdlito foi utilizado o tampao fosfato. No preparo da pasta de carbono os
autores utilizaram 1 pL de 6leo de parafina para fixacdo e 25 mg de grafite que foram
misturados em um pequeno almofariz. As medidas foram feitas em tampéao fosfato pH 7
e o potencial de oxidacdo do DES obtido foi 0,51 V vs ECS (Eletrodo de Calomelano
Saturado). Estudos de pré-concentracdo mostraram um forte efeito adsortivo do produto
de oxidacdo do DES, ja que o sinal redox diminuiu com o tempo de acumulacao. A fim
de reduzir o efeito adsortivo foram utilizados surfactantes CTAB, CPB e Triton X-100
junto a solucédo contendo o DES. O uso dos surfactentes mostrou uma melhoria no sinal
de corrente do DES, sendo o CPB o que mais se destacou. Na determinagdo de DES
foi utilizada voltametria de varredura linear e o limite de deteccéo obtido foi de 1 x 107
mol L™* com um desvio padrdo de 3,1% para uma concentracdo de DES de 5 x 10 mol
L. A porcentagem de recuperacéo para as amostras de DES injetavel foi de 101,9% e
0 desvio padréo foi de 1,93% para n = 5.

Bin et al.?® desenvolveram estudos farmacocinéticos com o DES em amostra
de sngue de coelho. Para tanto, os autores estudaram os parametros eletroquimicos do
DES sobre superficie de carbono vitreo utilizando as técnicas de voltametria linear e
pulso diferencial. Os estudos preliminares com o DES foram feitos em meio de tampéao
BR e os autores puderam observar que a relacédo entre o niumero de protons e elétrons
para a oxidacdo do DES foi de 1:1. Além disso, um estudo de velocidade de varredura
mostou que em meio acido existe uma relacéo linear entre a corrente de pico I, e a raiz
quadrada da velocidade v*?, sendo esta uma caracteristica de processos controlados
por difusdo. Os resultados em meio neutro também mostraram uma relacéo linear de I,
vs V2 mas apenas na faixa de velocidades de 5 a 200 mV s™, valores de velocidade

acima de 200 mV s’ mostrou uma perda de linearidade. A voltametria de pulso
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diferencial foi a técnica escolhida para o desenvolvimento do método analitico. Para o
desenvolvimento da metodologia os autores utilizaram o pH 12, previamente estudado,
sendo este 0 que apresentou melhor sinal analitico. Os parametros voltamétricos
selecionados para as analises foram 140 mV de amplitude e largura de pulso de 100
mV. A faixa de liearidade obtida foi de 1,0 x 10“ mol L™ a 2,0 x 10® mol L™ com um
coeficiente de linearidade de 0,993. O limite de deteccao alcancado foi de 8,0 x 10 mol
L™ e o desvio padrdo para uma concentracdo de 2,0 x 10® mol L™ foi de 2,0%. A
aplicacdo da metodologia em soro, de acordo com o que foi descrita pelo autor,
mostrou um valor de 97,25% com um desvio padrao de 1,44%.

Biryol et al.'! estudaram o comportamento eletroquimico do DES utilizando
as técnicas de voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencial (do inglés
Differential Potential Voltammetry, DPV), e a superficie eletrodica utilizada foi o carbono
vitreo. As solucoes estoque de DES 1 x 10° mol L™ foram preparadas em meio de
metanol/dgua 45/55 (v/v) e acetonitrila/agua 9/1 (v/v). Os testes preliminares foram
feitos usando como eletrélito suporte uma solucdo de H,S0,0,05 mol L' e tamp&o BR
0,04 M. Os resultados obtidos por voltametria ciclica mostraram, em baixas
velocidades, dois picos de oxidacdo para o DES em meio de H.S0.0,05 mol L, o
primeiro em 0,85 V e o segundo em 1,0 V. Com o aumento da velocidade de varredura
ambos os potenciais de pico deslocaram-se para valores mais positivos. Acima de 1500
mV s™ apenas um dos picos foi visualisado. Em tamp&o BR foram estudados o efeito do
pH e velocidade de varredura. O potencial de pico de oxidacdo do DES se deslocou
para valores mais negativos com o aumento do pH. Também foi observada uma
dependéncia entre a velocidade de varredura e a reversibilidade do processo redox. Em
velocidades de varredura até 200 mV s™ foram observados os pico de oxidacéo e
reducdo, e em valores de velocidade acima deste, apenas picos de oxidagao foram
visualizados. Uma metodologia de determinacéo para o DES foi desenvolvida utilizando
a técnica de DPV. Os resultados mostraram uma faixa de linearidade maior quando o
estoque foi preparado em metanol/agua. A repetibilidade do método foi avaliada para
um total de 10 medidas e o valor obtido para o desvio padrao foi de 1,07%. Os limites

de deteccdo e quantificacdo foram de 8,85 x 10° mol L™ e 1,35 x 10° mol L,
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respectivamente. A aplicacdo do método foi feita em amostras de sangue em diferentes
niveis de fortificacdo e percentuais de recuperacdo que variaram de 87% a 93,16%,
tendo uma média de 91,44% com um desvio padréo de 4,47%.

Liu et al.*® desenvolveram um sensor eletroquimico para a detecgéo de DES.
O sensor tratava-se de um nanocomposito formado de silica-nanoparticulas de ouro-
nanotubos de carbono de multi parede (MSN-PNB-MWCNTSs). O nanocompdsito servia
de suporte, e possibilitava estabilidade e melhora da eletroatividade do composto
bioconjugado de enzima peroxidase-anticorpo-azul da Prussia-nanotubos de carbono
multiparede (HRP-Ab-PNB-PB-MWCNTS) que seria seletivo ao DES. Ap0s a otimizacao
das condi¢des experimentais foram obtidas curvas de calibracdo, e uma faixa linear de
3,3 x 107 mg/mL a 4,5 x 10° mg/mL foi alcancada, onde o coeficiente de correlacdo
obtido foi 0,996. O limite de detecc&o foi de 1,2 x 107 mg/mL. A aplicacdo do sensor foi
feita em amostras de leite com 3 niveis de contaminacdo 1 x 10>, 1 x 10% e 1 x 103
mg/mL e os valores de recuperacdo foram de 98%, 105% e 96%, respectivamente.
Segundo o autor, o sensor apresentou 6tima seletividade, reprodutibilidade e longo
prazo de estabilidade, j& que apés 7 dias estocado em uma solucdo tampao pH 7,2 o
sensor apresentou uma resposta 93,5% da inicial.

D. Lu et al. 3 prepararam um eletrodo modificado pelo compésito de
nanofolhas de oOxido de grafeno funcionalizadas por ciclodextrina (B-CD-RDO). O
compasito foi obtido via reducgédo utilizando o acido ascoérbico como agente redutor e foi
utilizado como agente modificador de uma superficie de carbono vitreo para a deteccao
de DES. ApGs o preparo da superficie, parametros experimentais foram avaliados por
voltametria ciclica, como: meio tamponante, pH e tempo de acumulacéo. Os resultads
mostraram que em meio de tampé&o fosfato 0,1 mol L™ (pH 7) o sensor apresentou uma
melhor sensibilidade na deteccdo do DES. O tempo de acumulacao foi otimizado em
200 s, tempo em que o maior sinal de DES foi obtido. Em tempos maiores foi notada
uma reducdo do sinal eletroquimico, momstrando uma saturacédo do eletrodo. Para
avaliar o desempenho analitico do sensor foi utilizada a técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV). Uma relacéo inear de 0,01 a 13 pmol L™ foi adquirida com um

coeficiente de correlacédo de 0,9986. O limite de deteccdo foi de 4 nmol L™ para um
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N=3. A aplicacdo do sensor foi feita em diferentes amostras de leite e os valores de

recuperacédo para o DES variaram de 95,5% a 106%.

1.1.2 Metildopa

A metildopa (L-a-Metil-3,4-dihidroxifenilalanina), Figura 3, € um composto do
grupo das catecolaminas caracterizado pelo grupo catecol, dihidroxila ligadas ao anel
aromatico. O grupo catecol apresenta um baixo potencial de oxidagéo, sendo facilmente
oxidado a orto-quinona. Este baixo potencial de oxidacdo confere a molécula alta
atividade antioxidante, como € o caso dos flavondides, compostos naturais encontrados
em frutas, vegetais e chas verdes, conhecidos pela capacidade de eliminar os radicais

livres reduzindo o envelhecimento precoce3*%.

Figura 3 - Representac¢édo estrutural da metildopa (MDP).

Fonte: O préprio autor.

Alguns derivados de catecol participam do metabolismo humano, como é o
caso das catecolaminas, caracterizadas por um grupo amino ligado ao anel aromatico
gue contém o grupo catecol. As principais e mais abundantes catecolaminas sdo a
adrenalina, noradrenalina e dopamina. Estas sdo produzidas, naturalmente, pelo corpo
e libertadas pela glandula suprarrenal em situacdes de estresse, como estresse

psicoldgico ou hipoglicemia, desempenhando um papel fundamental na mobilizacéo de
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substratos energéticos para o Sistema Nervoso Central (SNC) e tecido muscular
durante a reacdo de estresse’.

Por sua vez, a metildopa € um farmaco comumente utilizado no tratamento
de hipertensdo moderada a severa. Seu modo de acgdo esta relacionado a converséo
de sua estrutura para a a-2-metil-norepinefrina nos terminais dos nervos adrenérgicos
do sistema nervoso central. Esse composto formado estimula os centros a-adreno-
receptores levando a diminuicdo de catecolaminas periféricas, como adrenalina e
noradrenalina’. Devido a seu modo de atuacéo é chamada de composto a agonista.

Apesar de ser extremamente utilizado em tratamento médico, seu uso esta
relacionado a uma série de efeitos colaterais como:

a) Cardiovasculares: bradicardia, resposta pressora paradoxal, hipotenséao,
pericardite.

b) SNC: sedacédo, vertigem, cefaléia, parestesias, insuficiéncia cerebro-vascular,
Paralisia de Bell, coreoatetose.

c) TGI: nduseas, vomitos.

d) Hepéticos: ictericia, hepatite, alteracédo de testes de funcao hepética.

e) Enddcrinos: ginecomastia, lactacdo, amenorréia.

f) Hematoldgicos: trombocitopenia, anemia hemolitica, teste de Coombs positivo.

O monitoramento deste farmaco em formulacdes farmacéuticas é feito
utilizando-se a técnica de Uv-Vis, de acordo como a metodologia descrita na
farmacopeia brasileira.>* Entretanto, na determinacdo deste em amostras de agua e
outras matrizes a espectrofotometria pode ndo apresentar bons resultados, devido aos
altos limites de deteccéo alcancados, sendo inadequada para este fim.

Estudos de metodologias aplicando diferentes técnicas na determinagédo da
metildopa séo relatados na literatura, inclusive novos métodos para determinagdo por
Uv-Vis. Vieira et al.?* desenvolveram um método para determinacdo de metildopa e
dopamina em formulacdes farmacéuticas utilizando a enzima polifenol oxidase extraida
da raiz da batata doce. A enzima foi utilizada a partir do extrato bruto da raiz da batata

doce, sem ser feita uma separacdo. O método se baseia na oxidacdo enzimatica da



35

metildopa e dopamina as quinonas, metildopaquinona e dopaminaquinona, estas por
sua vez, sofrem uma alto oxidagdo espontanea formando a methyldopachrome e a
dopaminechrome, que apresentam uma forte absorcdo em 480 e 470 nm,
respectivamente. A metodologia foi empregada na determinacdo do farmaco em
tabletes. As solucdes foram preparadas dissolvendo-se os tabletes em tampéo fosfato e
parametros de repetibilidade e recuperacdo foram avaliados. A repetibilidade
apresentou valores de desvio padrdo de 1,27% e 1,68% para as amostras contendo
5,0 x 10™ mol L™ de metildopa e dopamina (n = 10), respectivamente. As curvas de
calibracdo foram construidas em meio de tampao fosfato pH 7, obtendo uma
linearidade de 2,0 x 10™* a 6,0 x 10 mol L™. Os limites de deteccdo calculados foram
de 3,4 x 10® para a metildopa e 3,0 x 10 mol L™ para a dopamina e os valores das
recuperagdes apresentaram-se na faixa de 97,5% e 102,9% para ambos 0s compostos.

Ribeiro et al.®®

propuseram um método de determinagdo da metildopa
empregando a complexacdo deste com os ions molibidato. A metildopa apés reagir
com ions molibidado forma um produto amarelo que apresenta um maximo de absor¢cao
em 210 nm. Na metodologia empregada foi utilizada a andlise de injecdo em fluxo (FIA)
acoplada ao espectrofotbmetro. Uma curva de calibracédo foi preparada apresentando
uma faixa de linearidade entre 50 e 200 mg L™ de concentragcdo da metildopa, com um
coeficiente de correlacdo de 0,999. As andlises de recuperacdo foram realizadas em
quatro niveis de fortificacdo e o resultado foi de 99,5% + 0,7. A repetibilidade da
metodologia foi testada em uma solucdo contendo o equivalente a 150 mg L™ de
metildopa e apresentou um desvio padrao relativo menor que 2%.

Gadkariem et al.*®* desenvolveram um método espectrofotométrico para
determinar metildopa em determinacdes farmacéuticas. A metodologia esta
fundamentada no acoplamento da metildopa a molécula de 2,6-dicloroquinona-4-
clorimida (DCQ), cuja combinagdo produz uma molécula com um maximo de
absorbancia em 400 nm. Os tampdes fosfato (pH 3, 7 e 9,6) e acetato (pH 8) foram
estudados como meio reacional, sendo o tampdo acetato em pH 8 0 meio que
apresentou os melhores resultados. Para a quantificacdo da metildopa uma curva de

calibracdo foi construida e a lei de Beer foi observada na faixa de 4 a 20 pg mL™. Os
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limites de deteccdo e quantificacdo calculados foram de 1.1 pg mL™* e 3.21 pg mL?,
respectivamente. Também foram avaliadas a repetibilidade e a reprodutibilidade do
método para uma concentracdo de amostra de 8 pg mL™, sendo que estes parametros
apresentaram um desvio padrao menor que 2%. Por fim, a recuperacéo foi avaliada em
amostras de farmacos em tabletes, adequadamente preparadas, e o0s resultados
mostraram recuperacdes de 99,0% a 101% com um RSD de 0,84 para n = 3.

Os métodos cromatograficos também sdo bastante utilizados na
determinacdo de metildopa, porém, apesar de terem uma melhor performance em
termos de limites de quantificacdo, apresentam a desvantagem de serem mais caros e
necessitarem, na maioria dos casos, de etapas de tratamento de amostra.

Desde 1988 a literatura reporta métodos utilizando cromatografia gasosa
com detector de captura de elétrons que sdo capazes de analisar o teor de L-dopa e

|37

metildopa em plasma sanguineo e fliido cerebroespinhal®’, porém requerem um

preparo pouco trivial da amostra, que exige analistas altamente treinados para

.8 determinaram

desenvolver a metodologia diariamente. Mais recentemente, Réna et a
a-metildopa em amostras de plasma humano utilizando cromatografia gasosa com
detector de fluorescéncia. Na metodologia, a sensibilidade da coluna foi melhorada com
um estudo da composicdo da fase mével, ajustada de acordo com uma programacao
de gradiente linear. A detecgéo foi feita utilizando uma radiagdo de 270 nm para
excitacdo da amostra e 320 nm para a resposta de emissdo. Fez-se necessario uma
etapa de purificacdo da amostra, onde foi utilizada uma coluna de extracdo em fase
sélida. O limite de quantificagéo alcancado foi de 10 ng mL™ de plasma.

Blandini, et al.*®

propuseram uma modificacdo dos métodos relatados na
literatura para a determinacdo de L-dopa e metildopa em plasma. Neste método a
proposta é determinar, simultaneamente, os compostos ha mesma amostra coletada.
Para a deteccdo simultédnea foi utilizado um CLAE com um detector amperométrico.
Uma série de etapas de pré-tratamento foram requeridas para possibilitar a deteccao
simultanea. As amostras tiveram que ser incubadas por tempos distintos e quantidades
crescentes de L-dopa e metildopa (0,5, 1, 2, 4, 8, 16 pg mL™) foram adicionadas. Esta

prévia dopagem foi usada como padréo para a determinagdo das concentracdes reais
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das amostras. O limite de deteccéo para as amostras de L-dopa e metildopa foram de 1
e 3 ng mL? de plasma e os valores de recuperacdo foram de 94% e 96%,
respectivamente.

Oliveira et al.** descreveram um método baseado na Cromatografica Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a dois espectrometros de massa (CLAE-MS-MS) para a
determinacdo de metildopa em plasma humano utilizando dopa-fenil-D3 como padréao
interno. O método foi aplicado em andlises de bioequivaléncia de dois farmacos
administrados em 25 pacientes previamente selecionados. O preparo de amostra
constou de uma centrifugacdo dos plasmas, adicdo de 50 pL do padrdo interno (50
png/mL de dopa-fenil-D3 em meio de metanol/agua, 50:50 v/v) e acido perclérico. Apds o
preparo da amostra os compostos lipofilicos foram extraidos utilizando para isto 4 mL
de diclorometano. O método teve um tempo de corrida cromatografica de 5,5 min e foi
obtida uma curva de calibracdo com linearidade no intervalo de 20 a 5000 ng mL™. O
limite de quantificacdo foi de 20 ng mL™, as precisées intra-dia foram de 7,3%; 5,4% e
4,3%, em 30, 600 e 3000 ng mL™, respectivamente. As precisées inter-dia foram de
7,7%, 0,5% e 0,7%, respectivamente, nas mesmas concentragées anteriores.

Métodos eletroquimicos também sdo utilizados para determinacdo de
metildopa. E além de proporcionarem uma maior velocidade de andlise, ainda
possibilitam o estudo de propriedades intrinsecas da amostra, dando indicios de
mecanismo redox do composto.

Shahrokhian et al.** desenvolveram uma superficie eletrodepositada de Pt-
Ru sobre nanotubos de carbono para deteccdo de metildopa. Para a caracterizacéo
eletroquimica da superficie foi utlizada voltametria ciclica e nas determinacdes
analiticas foi utilizada a técnica de pulso diferencial. Na caracterizacdo, estudos de
velocidade de varredura mostraram uma relagéao linear entre o log Ip vs log v (R =
0,957). Esta relagdo sugere que o0 mecanismo redox da metildopa ¢é
predominantemente adsortivo. A partir dos estudos eletroquimicos ainda foi possivel
determinar o coeficiente de transferéncia de elétrons e o numero de elétrons, sendo 0,5
e 2, respectivamente. Na etapa de determinagdo analitica foi feita uma curva de

calibracdo onde observou-se duas faixas lineares. A primeira de 0,05 a 4,0 umol L* e a
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segunda de 4,0 a 40 umol L™ em 0,1 mol L™ de tampé&o fosfato pH 3. Esta diferentes
inclinacdes provavelmente dizem respeito ao acumulo de metildopa sobre o eletrodo
modificado. Em concentraces acima de 40 pmol L™ observou-se a saturacdo da
supeficie. O limite de deteccdo alcancado foi de 10 nmol L™. A aplicacdo da
metodologia foi feita em amostras de farmaco e em plasma. Os valores recuperados
foram de 92 a 105% e 96 a 118% para as amostra de farmaco e plasma,
respectivamente. O autor ainda reporta que apos duas semanas estocado o eletrodo

apresentou um sinal analitico referente a 95,3% em rela¢éo ao valor inicial.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi estudar o comportamento e 0 mecanismo redox
do DES e MDP utilizando as técnicas de voltametria ciclica e voltametria de onda
quadrada e métodos computacionais e dedesenvolver uma metodologia simples para a
determinacao do DES e da MDP sobre superficie de carbono vitreo.

2.2 Objetivos especificos

a) Estudar o comportamento eletroquimico das moléculas de DES e MDP
sobre superficie de carbono;

b) Estudar o mecanismo eletroquimico do DES e MDP e utilizar ferramentas
computacionais para auxiliar a analise;

c) Otimizar os parametros eletroquimicos para determinacdo do DES e MDP
sobre superficie de carbono vitreo;

d) Construir curvas analiticas e avaliar os parametros para desenvolvimento
da metodologia de determinacao dos farmacos;

e) Determinar, utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada,
guantidades traco do DES e MDP em meio de agua natural, formulagéo

farmacéutica e urina sintética.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e solugdes

3.1.1 Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho sdo de pureza analitica (P.A.) e estdo
apresentados na Tabela 1 com as suas respectivas procedéncias.

Tabela 1 - Lista de reagentes analiticos utilizados com as respectivas procedéncias.

Reagente Formula Quimica Procedéncia
Acido acético CHaCOOH VETEC®
Acido fosférico H3PO, VETEC®
Acido bérico H3BO3 VETEC®
Acido nitrico HNO3 VETEC®
Cloreto de potassio KCI VETEC®
Etanol CH3CH,OH VETEC®
Hidréxido de sédio NaOH VETEC®
Fosfato de sodio dibasico anidro Na;HPO4 VETEC®
Fosfato de potassio dibasico anidro K2HPO4 VETEC®
Fosfato de potassio monodibasico anidro KH2PO4 VETEC®
Hidréxido de potassio KOH VETEC®
Hidréxido de sédio NaOH SYNTH®
Dietilestilbestrol C18H200> SIGMA-ALDRICH®
Metildopa CioHisNO, e

Fonte: O préprio autor.

O farmaco metildopa foi adquirido por meio de parceria entre 0o GELCORR e
o laboratorio de farmacologia da UFC, sob supervisdo da professora Dra. Janete Eliza
de S& Soares.

O gas nitrogénio utilizado nos experimentos foi de procedéncia da White
Martins de pureza 4.6 (99,996%).
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3.1.2 Solucdes

No preparo de todas as solucdes foi utilizada agua purificada pelo sistema
Milli-Q (Milipore inc.) e as vidrarias utilizadas no trabalho foram, sempre que necessario,
tratadas com solucéo sulfonitrica (HNO3:H,SO,4, 1:1) para remocdo de impurezas que
possivelmente interferissem nas analises.

Por fim, as adi¢cdes de volume precisos das solucfes de trabalho foram feitas

com pipetador automatico Kacil de volume variavel.
3.1.3 Preparo das Soluc¢bes tampéo

a) O tampédo BR foi preparado pela mistura dos acidos fosférico, bérico e
acético, todos na concentracdo de 0,04 mol L™, em seguida o pH foi
ajustado, com o auxilio de um pHmetro, utilizando uma solucdo de
hidroxido de sédio 2,0 mol L™. O pH das soluces foi variado de 2 a 12.

b) O tampao fosfato foi preparado pela mistura de fosfato de potassio
dibasico anidro e fosfato de potassio monobasico anidro, ambos na
concentracdo de 0,1 mol L™*. O pH foi ajustado com uma solucéo de
hidroxido de potéssio 2 mol L™ ou &cido fosférico P.A. dependendo do pH
desejado. Para este tamp&o o valor de pH foi variado de 4 a 8.

c) Por ultimo, o tampé&o borato foi preparado pela mistura das solucdes de
acido borico e tetraborato de sédio na concentracéo de 0,2 mol L™ destas

e 0 pH ajustado no momento da mistura das solu¢des paraopH 4 e 7.
3.1.4 Solucdes Estoque dos padrdes

Uma solucédo estoque de DES foi preparada pela dissolu¢cdo de uma massa
adequada do composto em uma mistura de etanol/agua 1:1. Devido a baixa
solubilidade deste composto em agua, suficiente para produzir uma solugéo 1,0 x 107

mol L. Para melhor solubilizacdo da amostra foi utilizado um banho ultrassom, onde a
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mistura permaneceu por 10 minutos. A partir desta solucdo foram produzidas, por
diluicdo, utilizando uma micro pipeta, solucdes de concentracdes 1,0 x 10®° mol L™,
utiizada nas etapas de caracterizacdo eletroguimica por voltametria ciclica. Para
otimizacdo dos parametros da VOQ, solu¢gbes de concentracdo de aproximadamente
1,0 x 10° mol L™ foram preparadas. Estas diluicdes foram feitas diretamente em meio
de tampé&o Britton-Robinson.

A solucdo estoque de MDP foi preparada pela dissolugdo da quantidade
adequada do composto em agua, produzindo um estoque inicial de concentracédo 1,0 x
10 mol L. A partir deste, as solu¢es de concentracdo 1,0 x 10° mol L e 1,0 x 10°®
mol L™ foram preparadas e utilizadas nas etapas de caracterizacdo eletroquimica e
otimizag&o dos parametros analiticos da VOQ, respectivamente.

Para a construgdo das curvas analiticas e aplicacdes em amostras reais as
solucbes foram preparadas sempre buscando as concentracdes analiticas mais baixas

a fim de atingir os mais baixos valores de limites de deteccéo e quantificacdo possiveis.

3.1.5 Solucgéo da formulagao farmacéutica do DES e MDP

As solucbes foram preparadas a partir dos comprimidos de destilbenol®-
APSEN e Aldomete®. Foram pesados 10 comprimidos do farmaco e calculada a massa
média destes. Em seguida, os comprimidos foram triturados em almofariz até a
obtencdo de uma massa uniforme e, por fim, uma massa adequada para produzir uma
solucdo 1,0 x 10 mol L™ do principio ativo do medicamento (DES) foi dissolvida em
uma mistura de etanol /agua 1:1. Para garantir a completa separacado e dissolucédo do
principio ativo da amostra, a mistura foi colocada em um banho ultrassom por 20
minutos, centrifugada, e o sobrenadante separado para ser utilizado nas analises.

Da mesma forma, uma solucdo 1,0 x 10 mol L™* de MDP foi preparada a
partir do medicamento Aldomete®, também adquirido em drogarias da cidade de
Fortaleza. Neste caso, a dissolucao foi feita apenas em agua, e o uso de ultrassom foi
requerido para garantir uma total separacdo e solubilizacdo do principio ativo do

medicamento.
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A partir destes estoques foram preparadas solu¢des nas concentragdes 1,0 x
10 mol L™ para DES e MDP, respectivamente, para serem utilizadas nas etapas de

aplicacao e recuperagao.
3.2 Eletrodos e célula eletroquimica

Para execucdo das medidas eletroquimicas foi utilizada uma célula
eletroquimica convencional de trés eletrodos, onde um eletrodo de carbono vitreo foi
utilizado como superficie de trabalho, um fio de platina em formato de espiral como
eletrodo auxiliar e um fio de prata coberto com uma camada de cloreto de prata
eletrodepositada imerso em solucdo saturada de cloreto de prata foi o eletrodo de
referéncia (Ag/AgCIl/Clsa). Um desenho esquemético da célula eletroquimica esta

mostrado na Figura 4.

Figura 4 - Desenho esquematico da célula eletroquimica utilizada no trabalho experimental.

Eletrodo de Carbono
Eletrodo Auxiliar Vitreo

de Platina \ /
Tubo de Vidro para

/ Aborbulhamento de Gas

Eletrodo de Referéncia | —~
Ag/AgCI,CI

Fonte: O préprio autor.
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3.3 Instrumentacgéo

Os estudos eletroquimicos foram feitos em um potenciostato/galvanostato
AUTOLAB, modelo PGSTAT30 (Eco Chemie), acoplado a um microcomputador. O
sistema operacional usado para programacdo das medidas e aquisicdo de resultados
foi 0 GPES verséao 4.9.

As medidas espectrofotométricas na regido do UV-Visivel foram feitas
utilizando um espectrofotometro de feixe duplo, modelo Cary 1E (Varian), com célula de
qguartzo de 1cm de caminho éptico.

Todas as pesagens foram feitas em uma balanca analitica Kern®, modelo
410, com precisdo de + 0,1 mg e o ajuste de pH das solu¢cdes tampdes foi feito
utilizando-se um pHmetro modelo B474 (Micronal).

3.4 Procedimento experimental

3.4.1 Limpeza do eletrodo de trabalho

O eletrodo de carbono vitreo foi polido em pasta de diamante com
granulometria de 3 um para obtencdo de uma superficie limpa e com o minimo de
defeitos possiveis. Desta forma tentou-se minimizar regibes onde a adsorcdo fosse
mais forte, a fim de melhorar a reprodutibilidade das medidas. Este procedimento foi
adotado para os experimentos referentes ao DES. Para o estudo da MDP o eletrodo foi
tratado em uma lixa de granulometria de 1200 mesh. O procedimento foi feito em forma
de oito para garantir uma rugosidade homogénea e, em seguida, o0 eletrodo era
enxaguado com H,O Milli-Q em abundancia.

Em ambos os casos, apos o tratamento fisico, o eletrodo foi transferido para
uma célula eletroquimica contendo solucéo de &cido sulfarico 0,5 mol L™, onde foram
realizados ciclos voltamétricos sucessivos a fim de garantir uma perfeita limpeza,
desbloqueando os sitios ativos, e ativacdo da superficie. Os ciclos foram feitos até se

obter um perfil reprodutivel e sem indicios de impureza na superficie.
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3.4.2 Metodologia do trabalho

No desenvolvimento do trabalho foram utilizadas as técnicas de voltametria
ciclica e voltametria de onda quadrada. Estas técnicas permitem a avaliacdo de
parametros qualitativos e quantitativos de analise, além de fornecerem dados que
possibilitam a discussdo do mecanismo redox e cinética reacional das moléculas
estudadas. Em particular, a técnica de voltametria de onda quadrada ainda permite
desenvolver uma metodologia de quantificacao analitica de alta sensibilidade.

3.4.3. Estudo do eletrdlito suporte

Foi feito um estudo para definir qual o eletrélito suporte mais apropriado a ser
utilizado com o farmaco DES. Os eletrdlitos avaliados foram: o tamp&o BR 0,04 mol L™,
tamp&o fosfato 0,1 mol L™ e tamp&o borato 0,1 mol L™. Todos os tamp&es foram
avaliados em pH 4,0 e 7,0, exceto o tampao borato, utilizado apenas em pH 7,0 por nédo
apresentar capacidade tamponante em pH 4,0. Nestes testes a concentracdo do DES
foi 1,9 x 10 mol L™. Este estudo foi feito por VC em uma faixa de varredura de -0,4 V a
1,0 V com uma velocidade de varredura de potencial de 100 mV s™ e VOQ, com f = 100
st a=50mV e AEs = 2 mV, parametros padrdes da VOQ.*

Em relacdo a metildopa, os testes de eletrélito suporte foram descartados
tendo em vista a experiéncia adquirida com os testes para o DES. Desta forma,
sabendo que o tampédo BR apresenta uma maior janela de pH e uma boa resposta
eletroquimica com compostos fendlicos, esse eletrdlito foi mantido para os estudos com

o farmaco em questéo.
3.4.4 Estudo eletroquimico do DES e MDP
Voltametria ciclica

As medidas foram realizadas utilizando uma solucdo padrao de DES e MDP

preparadas de acordo com o topico 3.1.4, em meio de tampéao BR.
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Os estudos preliminares foram feitos utilizando VC, a velocidade de
varredura de potencial utilizada foi de 0,1 Vs™ e a janela de potencial avaliada foi de
-0,4 a 1,0 V. Mdltiplos ciclos e variacdo da velocidade de varredura foram utilizados
para caracterizar os processos redox registrados e obter parametros adequados para
cada sistema, que permitem avaliar o0 mecanismo redox dos compostos estudados,
aplicando os critérios tedricos adequados. Além disto, a técnica de VC também foi
utilizada para avaliar os eletrélitos suporte utilizados no desenvolvimento do trabalho e
0s resultados obtidos possibilitaram uma avaliagdo do melhor meio para o

desenvolvimento da metodologia analitica.

Voltametria de onda quadrada

Neste trabalho a técnica de VOQ foi utilizada com o intuito de auxiliar tanto
no estudo do mecanismo redox quanto para o desenvolvimento de uma metodologia
eletroanalitica para determinacdo de DES e MDP em eletrélito suporte, formulacdo
farmacéutica, urina sintética e aguas naturais. Para tanto, inicialmente foi feito um
estudo de otimizacdo dos parametros da VOQ, onde foram determinados os melhores
valores de frequéncia de onda (f), amplitude de aplicacédo de pulso (a) e incremento de
potencia aplicado (4Es). A andlise do comportamento redox das moléculas com a
variacdo dos parametros em questdo possibilitam a discusdo de parametros
particulares do mecanismo redox de cada molécula estudada.

A partir destes parametros estabelecidos foi desenvolvida uma rotina

analitica para quantificacdo do DES e da MDP.
3.4.5 Estudos quimico-computacionais
A metodologia de analise computacional foi feita em duas etapas.

Inicialmente foram feitos os calculos das propriedades moleculares e em seguida

determinado mecanismo teorico de oxidacdo das moléculas estudadas.
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Inicialmente, foi definida a estrutura em funcdo do pH do meio para se definir
qual seria mais adequada para o estudo em cada caso. O software Marvin Sketch 5.3.2.
foi utilizado nesta etapa.

Os pKa foram estimados a uma temperatura de 298 K, o solvente foi
simulado por meio da constante dielétrica da agua e foi adotado uma precisédo de duas
casas decimais em um intervalo de pH entre 0 e 14.

O estudo conformacional foi feito pelo software Forcite*® e para os célculos
foi usado um campo de forca Universal. Foram feitos 250 ciclos de annealing, cada um
com 5 rampas de aquecimento e 100 passos dinamicos por rampa, totalizando assim
125000 estruturas calculadas. A temperatura foi variada entre 300 e 350 K e as cargas
iniciais foram atribuidas pelo campo de forca.

No estudo das propriedades moleculares foi utilizado o software DMOL® para
o célculo de relaxamento de geometria, modos vibracionais, energia dos orbitais de
fronteira, andalise populacional e densidade de estados eletrénicos. O Teorema do
Funcional Densidade (do inglés Density Functional Theory — DFT) foi usado no célculo,
sendo feita a aproximacdo de gradiente generalizado (GGA) e os funcionais de
gradiente corrigido especifico BLYP.

Para determinar a energia de adsorcdo e orientacdo das moléculas sobre o
substrato foi utilizado o método de Monte Carlo. Para tanto, foram feitos 10 ciclos de
aguecimento com 10000 passos de interacdo cada. A temperatura foi variada entre 295
e 305 K. O campo de forga utilizado foi o COMPASS.

Apds a obtencdo dos parametros moleculares, foi feita a determinacdo
tedrica do mecanismo redox do DES e da MDP com base nas etapas determinadas
pelos estudos eletroquimicos. O mecanismo teodrico foi obtido com base nas energias

dos compostos em cada etapa proposta.
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3.4.6 Metodologia eletroanalitica para determinacdo de DES e MDP
3.4.6.1 Construcao das curvas analiticas

Em uma célula eletroquimica foi adicionado 5 mL de eletrdlito suporte, em
seguida o eletrolito suporte foi desoxigenado por 5 minutos utilizando-se gas nitrogénio
de procedéncia da White Martins, de pureza 4.6 (99,996%). ApGs a desoxigenacdo da
solucéo, foram feitos 10 ciclos voltamétricos a fim de estabilizar o sinal da linha de base
do branco e entdo foram feitas adicbes sucessivas de aliqguotas de 100 pL de uma
solugdo 1,0 x 10> mol L* das respectivas solucdes estoque de DES e MDP,
separadamente, totalizando 10 pontos.

Para cada adig&o foi feita uma varredura e esse conjunto de curvas forneceu
os dados de corrente para o levantamento da curva analitica. E importante ressaltar
gue apos cada varredura foi borbulhado géas nitrogénio durante 1 minuto, para garantir a
reprodutibilidade das medidas durante todo o estudo. Apés cada curva obtida o eletrodo
precisou ser tratado de acordo com o procedimento descrito no sub-tépico 3.4.1.

O procedimento foi repetido e um total de 5 curvas analiticas foram obtidas,
em seguida foi feito um tratamento estatistico adequado para obtencado das figuras de

mérito.
3.4.6.2 Aplicagdo da metodologia em diferentes matrizes

As analises de recuperacdo de DES e MDP, padrdo e amostra comercial,
foram feitas em eletrdlito puro, amostras de agua natural e em urina sintética.

A determinacdo do DES e MDP em eletrélito puro foi feita em meio de
tampao BR, onde inicialmente foram adicionados 100 pL da solucéo estoque de DES
ou MDP 1,0 x 10™ mol L, simulando uma contaminacéo e, em seguida mais 5 adicées
das solucdes estoque. Para cada adicéo foi obtido um voltamograma e a partir destes o

valor adicionado foi recuperado aplicando-se o tratamento estatistico adequado.
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Em amostra comercial de destilbenol®-~APSEN a determinacdo foi feita
utilizando uma solucao do farmaco preparada de acordo com a metodologia descrita no
sub-topico 3.1.5. Uma aliquota de 100 pL da solucdo estoque do farmaco contendo
DES 1,0 x 10®° mol L™ foi adicionada em 5 mL de tampdo BR pH 7 e, em seguida,
sucessivas adicbes da solucdo estoque do DES puro, e respectivas leituras
voltamétricas foram feitas.

Utilizando a mesma metodologia, foi determinada MDP em amostra
comercial de Aldomete®. Entretanto, para este caso foi feita uma adicdo de 50 pL como
contaminacgdo inicial e adicbes de mesmo volume para a obtencdo da curva de
recuperacao.

Para a determinacdo em agua natural, uma solucdo contendo 1,0 x 10 mol
L™ de DES foi preparada utilizando agua coletada do acude de baturité, acude que faz
parte da Bacia Metropolitana e se localiza no municipio de Baturité no estado do Ceara.
Uma aliquota de 100 yL desta amostra foi adicionada a 5 mL de tampao BR pH 7 e feita
a recuperacdo da mesma forma como descrita nos procedimentos anteriores. Para
determinacdo de MDP foi feito o mesmo procedimento, porém, foi utilizada agua
oriunda do acude Santo Anastéacio, localizado no Campus do Pici.

A utilizacdo dos diferentes efluéntes teve como objetivo avaliar a influéncia
da qualidade de éagua utilizada na metodologia. A agua oriunda do acude Santo
Anastacio recebe descarte de esgoto doméstico ao longo de sua margem. Desta forma,
possivelmente um maior nimero de interferentes podem estar presentes e causar uma
diferenca nos valores de recuperacdo obtidos. O acude de Baturité ndo apresenta um
nivel de interferéncia humana tao alto, apresentado menor volume de poluicdo, que
possivelmente dificultariam a recuperacéo do farmaco em estudo.

Por fim, foi feita a recuperacdo do DES e MDP em meio de urina sintética
utilizando uma formulacdo ja previamente descrita na literatura, Tabela 2.** Como
relatado anteriormente, uma fracdo consideravel dos farmacos sédo lancados nos
efluentes, por meio da urina, na sua forma inalterada, sendo assim, € importante que

seja possivel detecta-los neste meio com uma boa preciséo.
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Tabela 2 - Composicéo da solucéo de urina sintética.

Composigéo Concentragéo /g L™
CaCl, . 2H,0 1,103
NacCl 2,925
Na,SO, 2,25
KH,PO, 1,40
KCI 1,60
NH,CI 1,00
Ureia 25,00

Fonte: Journal Cristal Growth 233 (2001) 367-374.
3.4.6.3 Comparacao com a técnica de Uv-Vis

A técnica de Uv-Vis foi utilizada para avaliar a exatiddo das metodologias
desenvolvida para o DES e MDP.

Para a molécula de DES, uma curva analitica foi feita em meio aquoso na
faixa de concentracéo de 3,0 x 107 a 9,0 x 10® mol L™. E as recuperacdo feitas em
eletrdlito suporte, formulacéo farmacéutica e agua.

Para a molécula de MDP, uma curva analitica foi feita em meio de HCI 0,1
mol L™ na faixa de 7,40 x 107 a 3,70 x 10™ mol L™. As recuperacéoe foram feitas em

formulacédo farmacéutica, urina sintética e agua.
3.4.8 Tratamento estatistico dos resultados

Os resultados experimentais obtidos no desenvolvimento da rotina analitica
foram tratados matematicamente utilizando parametros estabelecidos na literatura.

Primeiramente foram feitos os calculos do limite de quantificacdo (LQ) e o
limite de deteccdo (LD) obtido a partir das curvas analiticas. O método utilizado foi o
estabelecido pela ANVISA, onde se utiliza o desvio padréo do intercepto®. Este método
garante parametros analiticos mais exatos. Para todo o tratamento estatistico dos

resultados utilizou-se um limite de confianca de 95%.
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Em todo o trabalho desenvolvido os valores de LD e LQ foram calculados de

acordo com as equacbes 1 e 2.

LQ = 3x>% (1)

LD = 10x55—e )

Onde: “S.” € o desvio padrdao do intercepto da curva analitica e “s” é o
coeficiente angular da curva analitica.
A precisdo da metodologia foi avaliada pelo desvio padrédo relativo (RSD),

aplicando-se a equacéao 3.

RSD = S;b x 100 3)

Onde “Sy” é o desvio padrdo da corrente de pico voltamétrico e "X" é a média
dos valores de corrente medidas.

Os testes de recuperacdo foram utilizados para avaliar a seletividade e
eficiéncia da metodologia desenvolvida. Além disto, pode dar indicios de interferéncia
causada pela complexidade da matriz.

O método grafico foi utilizado para obter o valor adicionado ao eletrélito
(contaminacdo adicionada inicialmente a matriz), pela extrapolacdo da curva de adicao

de padrdo para y = 0, sendo o valor de “x” a quantidade recuperada®. A taxa de

recuperacao foi calculada a partir da equacéao 4.

[recuperadal]

%Rec.= x 100 4)

[adicionadal]

Quando utilizada formulacdo farmacéutica utiliza-se como base para a
guantidade adicionada o valor que o fabricante informa da quantidade de principio ativo

presente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo traz um estudo eletroquimico e eletroanalitico das
moléculas de dietilestilbestrol e metildopa, moléculas de interesse comercial e
ambiental que podem causar prejuizos a saude humana. Os estudos foram feitos com o
fim de caracterizar eletroquimicamente o comportamento destas moléculas em meio
aguoso e propor uma metodologia simplificada para sua detecgcédo e quantificacdo em
diferentes matrizes. Os estudos foram desenvolvidos sobre superficie de carbono
vitreo. Além disto, foram realizados calculos quimico-quanticos para auxiliar na

determinacdo do mecanismo redox desses compostos.
4.1Dietilestilbestrol

4.1.1. Caracterizacao Eletroquimica

4.1.1.1 Estudo do Eletrdlito de Suporte

Estudos preliminares foram feitos utilizando as técnicas de voltametria ciclica
e voltametria de onda quadrada para obter o perfil voltamétrico e determinar em qual
eletrdlito obtém-se uma melhor resposta redox e maior valor de corrente de pico.

Os eletrdlitos avaliados e suas respectivas concentracdes e pH se encontram
no sub-tépico 3.4.3.

Os experimentos foram feitos em cada eletrolito suporte relacionado, com
uma concentracdo de DES de 1,9 x 10™° mol L™, utilizando a técnica de VC com uma
velocidade de varredura de 100 mV s™ e VOQ, com f = 100 st a=50mV e AE; =2
mV.

Os resultados obtidos por voltametria ciclica mostraram, em todos o0s
eletrolitos e pHs estudados, a presenca de um processo redox, um pico de oxidacéo
bem definido em torno de 0,5 V e outro de redu¢gdo menos pronunciado em torno de
-0,1V, Figura 5A.
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Analisando o conjunto de resultados obtidos, observou-se que todos os perfis
obtidos em diferentes eletrélitos apresentaram caracteristica de processo irreversivel,
ou seja, com um AE, maior que 59 mV e razéo intensidade de corrente de pico catodico
e anddico diferente de 1. Além disto, observou-se um deslocamento dos potenciais de
pico anddico e catddico nos diferentes eletrdlitos, sendo o tampao BR o que apresentou

a menor diferenga de potencial (AEy).

Figura 5 - Voltamogramas ciclicos (A) e Voltamogramas de onda quadrada (B) para DES 1,9x10”° sobre
superficie de carbono vitreo em meio de tampao BR 0,04 mol L™ tampéao fosfato 0,1 mol L™ tampdo
borato 0,1 mol L™ todos em pH 7,0 e tampdo BR 0,04 mol L™, tamp&o fosfato 0,1 mol L* em pH 4,0.
(A)v=100mV s™, (B) f=100s", a=50mV, AE; =2 mV.
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Fonte: O préprio autor.

Por voltametria de onda quadrada apenas o processo anddico, sinal mais

intenso, foi estudado. Foi observado que o tampao BR apresentou melhor desempenho
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frente aos demais eletrdlitos, apresentando um processo mais seletivo e em potencial
mais negativo. O tampdo borato apresentou o pior desempenho por mostrar um
processo ‘largo” e em potencial mais positivo. Além disto, a barra de erro dos
voltamogramas mostrou que em tampdo BR h& uma melhor repetibilidade do sinal
analitico. Os resultados obtidos neste estudo estédo apresentados na Figura 5B.

Os resultados obtidos mostraram que o0 processo redox do DES apresentou
maior sensibilidade relativa e melhor repetibilidade em meio de tampao BR, sendo este,
entdo, o mais adequando para os estudos eletroquimicos e desenvolvimento da

metodologia eletroanalitica.
4.1.1.2 Estudo do pH do meio

A molécula de DES apresenta dois grupos fendlicos em sua estrutura. Em
meio aquoso, 0 composto entra em equilibrio com suas espécies ibnicas pela
dissociacao acida, e a natureza das espécies majoritarias em solucao podem influenciar
diretamente no potencial redox da molécula.

Apods a escolha do tampao BR como eletrélito suporte para o estudo do DES,
um estudo da influéncia da concentracdo hidrogeniénica na resposta redox do analito
foi feito. Para isto, o pH do tampéo BR foi variado de 2 a 12 e a técnica de voltametria
ciclica foi empregada para a avaliacao do DES.

Os voltamogramas ciclicos obtidos em cada pH foram tratados, e os valores
de potencial de pico versus pH estdo apresentados na Figura 6.

A relacéo entre Ep vs pH apresentou uma relacéo linear (R = 0,997) na faixa
de pH de 2 a 8. Este comportamento é caracteristico de processos que envolvem etapa
de desprotonacdio antes da etapa eletroquimica.”” A relacdo linear esta representada

pela equacéo 5.

Epico(V) = 0,81 — 0,05 pH (5)
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Figura 6 - Relacdo entre o potencial de pico versus o pH para a oxidacdo do DES 1,9 x 10° mol L™ em

tamp&o BR 0,04 mol L™ sobre superficie de carbono vitreo.
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Fonte: O préprio autor.

Utilizando o valor da inclinagéo da reta de Epico VS. pH (equagéo 5) € possivel

calcular o nimeros de prétons envolvidos na reacéo utilizando a equacéo 6.%°

dEpico -2,303RT1H

dpH - nFr (6)

sendo que m € o numero de prétons, R é a constante dos gases, T a temperatura, F a
constante de Faraday e n nimero de elétrons. Substituindo o valor da inclinacdo de
0,05 V / pH, F = 96500 C mol™*, R = 8,314 j K* mol* e T = 298 K na equac&o acima
descrita, obteve-se uma relacdo entre o numero de prétons e elétrons que participam
da reacdo (m/n) igual a 0,85, valor proximo de 1. Este valor leva a concluir que o
mecanismo redox do DES depende de uma etapa de desprotonacdo da molécula.

Uma segunda regido, destacada pela perda de linearidade na relacéo Ep vs
pH, entre o pH 8 e 10, pode ser vista, Figura 6. Segundo Compton®®, processos

voltamétricos de compostos organicos em meio aquoso apresentam uma dependéncia
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direta com o pH do meio, e o ponto onde ocorre a mudanga de inclinagéo na relagéo E,
versus pHindica o pK, da espécie estudada.

A Figura 6 mostrou que ndo ha uma mudancga de coeficiente angular bem
definida. Este fato pode estar associado a sobreposi¢cdo dos dois valores de pK, da
molécula, que sdo muito proximos.

A fim de esclarecer melhor essa questao, calculos tedricos foram feitos para
estimar o pK, do DES.

A Figura 7 apresenta o grafico de a (percentual de espécies em fungcédo do
pH) versos pH obtido pelo programa Marvin-Beans. 5.3.2% e as respectivas estruturas
estaveis em cada pH.

Foi possivel observar que com a variagdo do pH do meio trés estruturas
podem estar presentes em solugdo. A curva em preto mostra o percentual de moléculas
de DES na sua forma neutra, a curva em vermelho mostra o percentual de moléculas
apos perder um dos hidrogénios das hidroxilas e a curva em verde mostra a molécula
totalmente desprotonada.

Em pH 9,13 observou-se que a concentracédo das especies | e Il apresentam
a em torno de 50%, estando estas espécies em um equilibrio de desprotonacdo sendo
possivel dizer que o valor de pH é igual ao primeiro pK, da molécula. Da mesma forma
ocorreu em pH 9,73, que revela a equivaléncia molar das espécies Il e Il no equilibrio,
sendo desta forma, o valor de pH igual ao segundo pK, da molécula

A partir do gréafico foi obtido que os valores de pK, para a molécula de DES
sdao 9,13 e 9,73, 0 que esta de acordo com a faixa de valores observados
experimentalmente.

Desta forma, os dados experimentais e tedricos em concordancia levam a
conclusao de que o valor de pK, mais adequado para o DES estd em torno de 9. Este
valor de pKa mais provavel explica a distor¢do observada no gréfico da Figura 6.

O pKy de um fenol tem um valor em torno de 10, entretanto, substituintes
retiradores de elétrons podem provocar uma reducao no valor de pKa. Isto se deve pela
dificuldade que o anel tera em estabilizar a carga do ion fenéxido apdés a

desprotonacao, tornando o fenol mais &cido.*
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Figura 7 - A) Grafico de a versus pH para a molécula de DES, obtido a partir dos calculos

computacionais. B) Estruturas do DES em func¢éo do pH do meio.
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Fonte: O préprio autor.
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Para fins analiticos, um estudo dos valores de corrente de pico, obtidas dos
voltamogramas ciclicos, versus pH foi feito e esta apresentado na Figura 8. O resultado
mostrou que houve uma diminuicdo da corrente de pico com o aumento do pH da
solucgéo.

Segundo a literatura,®*>?

0 mecanismo redox de moléculas com grupos
fendlicos apresentam uma etapa de desprotonacéo, que seria favorecida em pH mais
alcalino, isto diminuiria a energia do processo redox da molécula de DES. Entretanto,
em termos quantitativos, houve uma reducéo da corrente de pico ap6s um valor maximo
em pH 7. Este fato, possivelmente, esta relacionado a natureza das espécies em
equilibrio na solucéao.

Por apresentar o maior valor de corrente de pico, o pH 7 foi empregado nas
etapas seguintes de caracterizacdo do processo redox e determinacdo eletroanalitica

do DES.

Figura 8 - Relacdo entre a corrente de pico contra o pH para a oxidacdo do DES 1,9x10°mol L™ em
tampéo BR 0,04 mol L™ sobre superficie de carbono vitreo.
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Fonte: O préprio autor.
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4.1.2. Caracterizacdo Voltamétrica

4.1.2.1 Numero de ciclos e potencial de inversao

Estudos de voltametria ciclica foram realizados a fim de obter informacdes a
cerca do processo redox da molécula de DES. Primeiramente, foi feito um estudo de
namero de ciclos voltamétricos para avaliar a repetibilidade do processo sobre o
eletrodo de carbono vitreo.

A Figura 9 apresenta 15 ciclicos voltamétricos para o DES 1,9 x 10®° mol L*
em tampdo BR 0,04 mol L (pH 7) sobre superficie de carbono vitreo. Os
voltamogramas foram registrados em velocidade de 100 mV s em uma faixa de
potencial de -0,4a 1,0 V.

Figura 9 - Voltamogramas ciclicos para 15 ciclos consecutivos de oxiredugdo do DES 1,9 x 10 mol L

em meio de tampé&o BR 0,04 mol L™t (pH 7) sobre superficie de carbono vitreo.

-2

-04 -02 00 02 04 06 08 1,0
E/V vs Ag/AgCI/CI_ )

Fonte: O préprio autor.
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O primeiro ciclo voltamétrico mostrou a presenca de um processos redox,
como ja observado anteriormente. Um pico de oxidacao (pico 1) em 0,450 V e outro de
reducdo (pico Ill) em 0,021 V. Na sequéncia, no segundo ciclo voltamétrico, foi
observado o surgimento de um segundo processo de oxidagao (pico Il) em 0,320 V.

A corrente do processo de oxidacdo (pico I) apresentou uma sensivel
diminuicdo do seu valor a partir do segundo ciclo. Este fato pode ser explicado pela
adsorcdo do produto da reacao de oxidacdo do DES, que bloqueia os sitios ativos do
eletrodo diminuindo a sua area ativa exposta, que por sua vez reduz a quantidade de
material que é oxidado, reduzindo os valores de corrente. O comportamento adsortivo
observado é caracteristico de compostos fendlicos.>?

Com a evolucédo dos ciclos voltamétricos observou-se o aparecimento de um
pequeno “ombro” em valores mais positivos, aproximadamente 0,6 V. Segundo a

literatura,>*>°

compostos que contém grupos fendlicos podem sofrer reacdes de
dimerizacéo, ja que uma etapa de formacao de radical estaria presente no mecanismo
reacional destes.

A Figura 9 mostrou claramente que existe adsorcdo do produto a superficie
do eletrodo, e este fato pode facilitar a reacdo de dimerizacdo que geralmente ocorre
com adsorcéo de produto reacional ao substrato.

A molécula de DES apresenta em sua estrutura dois sitios passiveis de
reacdo quimica. Um deles esta nos grupos fendlicos, provavel grupo a sofrer oxidacéo,
0 outro seria a dupla ligacdo conjugada aos anéis fendlicos, que seria um possivel sitio
de reducéo da molécula.

Com o objetivo de investigar a atribuicdo dos processos de oxidacdo e
reducéo do DES 1,9 x 10 mol L™ foi feito um estudo do potencial de inversdo da
voltametria ciclica. A Figura 10 apresenta os voltamogramas ciclicos em meio de
tampao BR 0,04 mol L™ sobre superficie de carbono vitreo para a variacdo do potencial

de inverséo em sentido anddico (0,1 a 1,0 V).
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Figura 10 - Voltamogramas ciclicos para 0 DES 1,9 x 10° mol L' em tampado BR 0,04 mol L*(pH 7)

sobre superficie de carbono vitreo, variando o potencial de inversdo no sentido anddico de: 0,1V a 1,0 V.

A T—oiv—o02V
' 03V——04V
31 05V——0,6V
07V——08V

21— 09V——1,0V

'2 T T T T T T T T T T T T
-04 -02 00 02 04 06 08 10
E/V vs Ag/AgCI/CI )

Fonte: O préprio autor.

Foi possivel observar que entre os potenciais de inversédo de 0,1V a 0,3V
nao houve corrente de oxidacdo ou reducédo, provavelmente, devido a estes potenciais
nao possuirem energia suficiente para oxidar ou reduzir grupos da molécula em estudo.

Quando a varredura atingiu os potencias de 0,4 V observou-se uma corrente
de oxidacdo e na varredura inversa uma corrente de reducéo. As correntes de reducao
aumentaram gradativamente até o potencial de 0,8 V e se mantiveram constantes até o
potencial de 1,0 V.

Da mesma forma, foi feito um estudo de potencial de inversdo, agora no
sentido catodico, variando o potencial de 0,2 V a -0,4 V para investigar a dependéncia
do pico Il, com o processo de reducdao pico lll, Figura 11.

O pico | corresponde ao processo principal ja evidenciado com a oxidacao
direta do DES sobre a superficie eletrodica. Para os potenciais de inversédo 0,2 Ve 0,1
V nao foi possivel observar o pico Il, entretanto, em potenciais de inversdo mais

negativos, a partir de 0,0 V, foi possivel observar uma corrente de redugédo do DES, no
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sentido catédico, e como consequéncia, no sentido anddico, o aparecimento do pico I,

mostrando que o processo Visto no pico Il depende da formacéo do produto gerado no
pico II.

Figura 11 - Voltamogramas ciclicos para 0 DES 1,9 x 10° mol L' em tampado BR 0,04 mol L*(pH 7)
sobre carbono vitreo, variando o potencial de inversdo no sentido catédico de: 0,2V a -0,4 V.

16]— 02V
— 0,1V

-04 -02 00 02 04 06 08 10
E/V vs Ag/AgCI/CI )

Esquema 1: Reacéo redox do DES sobre a superficie de carbono vitreo.

l _‘—_ Plco I
/ H Pico II C o
Pico III C

Fonte: O préprio autor.
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O estudo do potencial de inversdo permitiu concluir que o processo de
reducdo observado trata-se de um par redox, possivelmente quinona-hidroquinona,

envolvido no processo voltamétrico, Esquema 1.

4.1.2.2 Estudo da velocidade de varredura e avaliacdo dos critérios de diagndstico
voltamétricos

Um estudo voltamétrico variando a velocidade de varredura foi feito para
verificar parametros relacionados a cinética de transferéncia de carga no processo
redox do DES sobre carbono vitreo. A Figura 12A apresenta os voltamogramas ciclicos,
1° ciclo, em diferentes velocidades de varredura para a oxireducdo de DES em meio de
tampéo BR (pH 7) sobre a superficie de carbono vitreo. O estudo foi feito na faixa de
potencial de -0,4 a 1,0 V, utilizando uma solugéo 1,9 x 10® mol L™ e a variacdo da

velocidade de varredura se deu no intervalo de 0,01 a1V s™.

Figura 12 - A) Voltamogramas ciclicos referentes ao 1° ciclo e variando a velocidade de varredura de 10 a
0,5V s para a oxireducéo do DES 1,9 x 10 mol L™ em meio de tampao BR 0,04 mol L™ (pH 7) sobre
superficie de carbono vitreo. B) Relacdo ente o potencial de pico e a velocidade de varredura para o DES
em meio de tampé&o BR pH7.
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Fonte: O préprio autor.
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Foi possivel observar a presenca de um processo anddico e um processo
catodico sobre o carbono vitreo em todas as velocidades estudadas. Com o aumento
da velocidade de varredura, os potenciais de pico de oxidacdo se deslocaram para
valores mais positivos e o de reducao para valores mais negativos.

O AE, variou de um valor de 0,4 V até cerca de 0,7 V, como pode ser visto
na Figura 12B, que mostra a relacdo entre o potencial de pico anddico e catédico contra
a velocidade de varredura. Este resultado da indicios de um processo quase reversivel.

O aumento do AE, com aumento da velocidade de varredura pode estar
relacionado a uma cinética relativamente lenta da reacéo redox da espécie em questao.
Além disso, a passivacdo da superficie do eletrodo pode acarretar em uma barreira de
energia extra que dificulta ou até mesmo impede a transferéncia eletronica nas reagdes
redox, deslocando-as no sentido de processos mais energéticos.

A partir dos valores de corrente de pico obtidos em diferentes velocidades de
varredura foi grafada a correlacdo entre o logaritmo da corrente de pico versus o
logaritmo da velocidade de varredura para os processos de oxidacdo e reducédo da
molécula de DES sobre superficie de carbono vitreo, Figura 13.

Segundo David K. Gosser Jr.°®, a resposta eletroquimica envolvendo
adsorcdo de espécies € caracterizada por uma simetria entre as correntes anddicas e
catédicas, sendo assim, a partir da relagédo do logaritmo da corrente de pico (lp) vs
velocidade de varredura (v) podemos obter dados quantitativos sobre a natureza dos
processos estudados. O diagndstico acima descrito diz que processos controlados por
adsorcdo tem uma correlacdo linear com um coeficiente angular igual a 1 para o grafico
de log (lp) vs log v, enquanto os processos difusionais tem coeficiente angular de 0,5.

Os dados obtidos graficamente apresentaram uma inclinagdo de
aproximadamente 0,73 e 0,81 para o processo anodico e catédico, respectivamente.
Sendo assim, os valores obtidos experimentalmente dao indicios de processos

controlados por adsorcao tanto para a reagdo catodica quanto para a reacao anodica.



Figura 13 - Relacdo entre o logaritmo da corrente de pico e o logari

o DES em tampéo BR pH 7,sobre superficie de carbono vitreo.
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A Figura 14 apresenta a correlagdo encontrada entre a fungéo corrente e a

raiz quadrada da velocidade de varredura. Utilizando os critérios de Nicholson-Shain®

7

foi possivel caracterizar o tipo de mecanismo presente no processo redox estudado.

Figura 14 - Correlacdo entre a fung&o corrente (Ip/v”z) e a velocidade de varredura (v) para 0s processo

de oxidagéo e reducéo da molécula deDES sobre superficie de carbono vitreo.
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De acordo com o perfil encontrado na Figura 14 o processo de oxidacao e
reducdo da molécula de DES sobre superficie de carbono vitreo obedece ao
mecanismo descrito no caso VIl dos critérios de Nicholson-Shain, sendo um processo

catalitico com transferéncia reversivel de carga.

4.1.3. Estudo computacional do mecanismo redox do DES

Com o intuito de obter mais informac¢des quanto a oxidacdo do DES foram
feitos estudos quimico-quanticos utilizando modelos computacionais adequados.

Os estudos eletroquimicos mostraram o pH 7 como o valor mais promissor
para a quantificacdo do DES, sendo este utilizado para os demais estudos e proposta
mecanistica. Desta forma, os calculos computacionais foram feitos a partir da estrutura
do DES correspondente ao pH 7, como foi mostrada na Figura 7 anteriormente.

O estudo quimico computacional da molécula de DES é constituido do
calculo dos parametros moleculares do DES e utilizacdo destas para determinar as
etapas do mecanismo redox da molécula.

Como primeiro célculo foi feita uma analise conformacional do DES. Para tanto,
foi utilizado o software forcite com campo de forgca Universal. Foram feitos 250 ciclos de
“annealing” cada um com 5 rampas de aguecimento e 100 passos dinamicos por
rampa, totalizando assim 125000 estruturas calculadas. Variou-se a temperatura entre
300 e 350 K e as cargas iniciais foram atribuidas pelo campo de forca.

Apos o calculo conformacional foi feita a geometrizacao das estruturas do DES
na suas formas “cis” e “trans”. Neste caso foi obtido a estrutura “trans” como mais
estavel, sendo esta, usada para calculos posteriores.

Apbs a geometrizacdo foi feito um calculo de densidade eletrénica do orbital
molecular mais alto ocupado (do inglés highest occupied molecular orbital, HOMO) e do
orbital molecular mais baixo desocupado (do ingés lowest unoccupied molecular orbital,
LUMO). A energia do orbital HOMO mede o carater elétron-doador e o orbital LUMO o

carater elétron-aceitador de um composto ou grupo caracteristico.
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Como o processo eletroquimico principal estudado para o DES foi a
oxidacdo, apenas o orbital HOMO foi analisado, jA que este representa a regido da
molécula mais favoravel a perder elétrons.*®

A Figura 15 apresenta os orbitais HOMO -1 ( orbital HOMO com energia
ligeiramente menor que 0 HOMO) e HOMO para a molécula de DES neutra no estado

fundamental, forma em que esta se apresenta em pH 7.

Figura 15 - Orbitais HOMO -1 e HOMO para a molécula de DES.

HOMO -1 HOMO

Fonte: O préprio autor.

Foi possivel observar que os orbitais HOMO estao localizados sobre a dupla
ligacdo central, sobre os anéis aromaticos e sobre os oxigénios e os orbitais HOMO-1
estdo sobre os anéis aromaticos e oxigénios, indicando as regibes com maiores
densidades eletrbnicas e mais provaveis de sofrer oxidagao.

As energias calculadas dos orbitais HOMO-1 e HOMO foram -5.429 eV e
-4.918 eV, respectivamente. Sendo a diferenca de energia destes orbitais maior que a
energia de ordem térmica que € de 0.026 eV, conclui-se que as transi¢cdes eletrdnicas
ocorrem apenas no orbital HOMO. A energia de ordem térmica € a energia térmica
necessaria para haver um mudanca na estrutura da molécula. Se a diferenca de

energia entre os orbitais HOMO e HOMO -1 for menor que esta energia a mudanga na
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molécula favorece a saida de eletrons de ambos os orbitais, 0 que nao foi visto neste
caso.

Célculos de densidade eletronica da molécula de DES foram feitos para
mostrar como a densidade de carga esté distribuida sobre os atomos e ligacdes da
molécula de DES.

A Figura 16 apresenta a distribuicdo de densidade eletrbnica para o orbital
HOMO na molécula de DES. Observando a distribuicdo de cores e a escala
representativa de energia pode-se ver que os sitios com maior volume de densidade

eletrbnica estdo sobre os oxigénios, sendo estes 0s provaveis pontos de oxidagao.

Figura 16 - Distribuicdo de densidade eletrdnica para o orbital HOMO da molécula de DES.
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Fonte: O préprio autor.

A Figura 17 apresenta a estrutura molecular geometrizada do DES com as
respectivas identificacdes numéricas dos a&tomos e a Tabela 3 apresenta os valores de
cargas de Mulliken para os atomos na molécula de DES.

As cargas de Mulliken representam uma atribuicdo populacional de carga
calculada para cada atomo. Apesar de apresentar limitagcbes € uma ferramenta muito

eficiente para determinacéo de provaveis sitios de oxidac&o e reduc&o.**®°
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Na Tabela 3 é possivel observar que os atomos de oxigénio 19 e 20
apresentam as maiores densidades de carga, -0,507 para ambos, o que indica estes

como os sitios mais favoraveis para doar elétrons em uma reac¢ao quimica.

Figura 17 - Representagdo da estrutura Tabela 3 - Valores das cargas de Mulliken
tridimensional geometrizada da molécula de calculadas para os atomos numerados na
DES em duas perspectivas diferentes. estrutura.
Cargas Atdmicas de
Mulliken
Ci1 0.077
C2 -0.082
C3 -0.124
c4 0.338
C5 -0.128
C6 -0.094
c7 0.031
Cc8 0.031
(o] -0.150
c10 -0.170
C11 -0.152
Cc12 -0.168
C 13 -0.094
Cc14 -0.129
C15 0.339
C 16 -0.123
c17 -0.083
C 18 0.078
L. 019 -0.507
Fonte: O proprio autor. 0 20 20.507

Além disto, é possivel observar que os atomos de carbono da dupla ligagéo,
C7 e C8, apresentam uma carga atribuida alta, 0,031 para ambos. Este valor mostra
que os atomos da dupla ligagdo possuem uma baixa probabilidade de sofrer oxidagéo,
confirmando o que foi visto nos experimentos eletroquimicos do topico 4.1.2.1, onde
dados voltamétricos mostraram que a dupla ligacédo nao sofre reacao.

Os resultados observados mostraram uma correlacdo com os obtidos nas
medidas eletroquimicas indicando que a proposta de mecanismo esta adequada, sendo
0 0s oxigénios das hidroxilas os mais provaveis sitios de reacdo. Além disto, os valores

obtidos pelas cargas de Mulliken indicam uma baixa probabilidade de reacdo nos
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carbonos da dupla ligacdo, dado este que também confirma os experimentos
eletroquimicos.

Foi calculada a energia de adsor¢cdo da molécula de DES sobre uma
superficie de grafeno a fim de determinar a adsor¢cdo desta sobre a superficie
eletrddica, Figura 18. Foi possivel observar que a estrutura de geometria trans
apresenta energia de adsorcao variando de -30 a -33 kcal mol™?, o que caracteriza uma
adsorcdo fisica da molécula de DES sobre a superficie de carbono antes de haver
reacdo de oxidacdo. Este resultado estd em concordancia com 0s experimentos
eletroquimicos anteriores que indicaram um comportamento adsortivo da molécula de

DES sobre o eletrodo de carbono vitreo.

Figura 18 - (A) Estrutura do DES adsorvida sobre a superficie de grafeno. (B) Calculo da energia de

adsor¢do da molécula de DES.
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Fonte: O préprio autor.

Ap0s a adsorcdo da molécula, o mecanismo proposto indica uma
desprotonacdo seguida pela primeira transferéncia eletrénica, formando assim um
radical. A Figura 19 apresenta a distribuicdo da densidade eletrénica para a molécula
de DES apo0s a interacdo com a superficie eletrodica e perda de um proton e um
elétron, formando um radical organico adsorvido.

E possivel observar na Figura 19 que a maior densidade eletrénica do orbital

HOMO ainda permanece sobre os oxigénios da molécula, entretanto houve uma
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pequeno aumento de volume do orbital HOMO referente ao oxigénio radicalar,
mostrando uma densidade eletrénica maior, sugerindo este como um sitio preferencial

para saida do segundo elétron.

Figura 19 - Distribui¢cdo de densidade eletrdnica para o orbital HOMO da molécula de DES radicalar.
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Fonte: O préprio autor.

A Figura 20 apresenta a estrutura geometrizada para a molécula de DES
radicalar com as respectivas identificacbes numéricas dos atomos, e a Tabela 4
apresenta os valores de cargas de Mulliken para os atomos na molécula de DES.

Os valores de cargas de Mulliken apresentadas para os &tomos de oxigénio
na molécula de DES radicalar foram de -0,498 para o oxigénio ligado a hidrogénio e de
-0,568 para o oxigénio radical. Desta forma, pode-se notar uma maior densidade de
carga no oxigénio radical, indicando este sitio como o de mais provavel saida do
segundo elétron.

Apos a completa oxidacdo do DES a molécula sofre um rearranjo a fim de
reestabelecer a neutralidade e estabilidade, gerando uma molécula com dois grupos

guinonas nas extremidades.
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Figura 20 - Representacdo da estrutura Tabela 4 - Valores das cargas de Mulliken
tridimensional geometrizada da molécula de calculadas para os atomos da molécula de DES
DES. radicalar.
Cargas Atbémicas
de Mulliken
C1 0.088
C2 -0.059
C3 -0.097
C4 0.329
C5 -0.102
Cé6 -0.063
C7 0.056
C8 0.053
C9 -0.163
Cc10 -0.162
C11 -0.169
c12 -0.161
C 13 -0.077
C14 -0.113
C15 0.348
C 16 -0.128
Cc17 -0.079
C 18 0.075
019 -0.498
Fonte: O préprio autor. 0 20 -0.568

Por fim, o célculo das energias e das estruturas obtidas em cada etapa do
mecanismo foi feito e a partir destes dados obteve-se um grafico da variacdo de energia
como o caminho da reacédo, que esta mostrado na Figura 21.

Foi possivel observar que houve um aumento da energia da molécula de
DES apés a primeira etapa, desprotonacao, perda do primeiro elétron e formacao do
radical organico. Em seguida, atingiu uma energia maxima apos a saida do segundo
elétron devido a desestabilizacdo do anel aromético.

Por fim, um rearranjo da estrutura do DES pela ressonancia dos elétrons 1
dos anéis aromaticos e da dupla ligacdo do grupo vinil, possibilitou um ganho de
estabilidade da molécula que chegou a uma estrutura final de quinona pela saida do
hidrogénio do fenol na extremidade oposta ao sitio de oxidagdo da molécula.

As etapas do mecanismo mostraram um ganho de energia e estabilidade

relativa do produto proposto e demostram a viabilidade da proposta mecanistica
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apresentada. E importante ressaltar que o produto reacional, apesar de mais estavel,
apresentou uma energia maior que a molécula de partida, mostrando que a oxidacdo do
DES €& um processo ndo espontaneo, sendo induzido eletroquimicamente. Sendo
assim, os célculos quanticos foram de grande valia para a conclusdo do estudo de

mecanismo.

Figura 21 - Variag&o de energia das estruturas do DES em cada etapa do mecanismo redox.
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Fonte: O préprio autor.

Considerando os dados experimentais obtidos por voltametria ciclica, os
parametros analisados segundo os critérios estabelecidos na literatura e os resultados
obtido nos experimentos computacionais, uma proposta de mecanismo redox foi

elaborada e pode ser vista na Figura 22.
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Figura 22 - Proposta de mecanismo redox do DES em meio de Tampéo BR pH 7.
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Fonte: O préprio autor.

Foi visto experimentalmente que o potencial da reacdo depende do pH do
meio, sendo assim, como foi estabelecido o pH 7 para os estudos voltamétricos, a
primeira etapa do mecanismo equivale a adsor¢cdo da molécula sobre a superficie
eletrodica e posterior desprotonacdo. Os dados computacionais também evidenciaram

uma forte adsorcdo da molécula sobre superficie de carbono, seguida pela primeira
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transferéncia eletrbnica, produzindo um radical fenox, e uma segunda transferéncia
eletrbnica gerando uma quinona e produzindo uma deficiéncia de carga no anel. Esta
deficiéncia eletrénica faz com que a molécula sofra um rearranjo tautomérico, levando a
molécula a sua forma final com uma dupla quinona (composto A). As energias
calculadas para as etapas do mecanismo proposto mostraram a viabilidade energética
detas etapas, reforcando os dados voltamétricos. Por outro lado, uma possivel
mudanca de mecanismo pode ocorrer levando a formacdo de um dimero (composto B)
como é mostrado na rota reacional proposta na Figura 22 . Por voltametria ciclica foi

possivel observar evidéncias dessa reacao.

4.1.4. Estudos de voltametria de onda quadrada

Os estudos anteriores mostraram que o DES é um composto fendlico que
apresenta um pico de oxidacdo bem intenso, porém, seu produto de reacdo consiste na
formacdo de quinona, que pode adsorver na superficie do eletrodo “mascarando” a
resposta eletroquimica ou até mesmo bloqueando totalmente sitios ativos do eletrodo
de trabalho. Estas caracteristicas fazem dos compostos fendlicos, no caso mais
especificamente estudado o DES, compostos de dificil determinacéo via eletroquimica,
sendo necessarias condicdes adequadas para garantir um método com sensibilidade e
precisao para a quantificacdo do mesmo.

Tendo em vista o observado, é de fundamental importancia que seja feito um
estudo das condic¢des voltamétricas adequadas para a quantificacdo do DES.

A voltametria de onda quadrada é a técnica voltamétrica mais eficaz, para
determinacao eletroanalitica. A possibilidade de ajuste de condi¢cdes como: frequéncia
de aplicagcéo de pulso (f), amplitude de potencial (a) e incremento de varredura (AEs)
fazem com que se potencialize a aquisicdo de resultados de cada sistema estudado,
tornando o método bastante especifico para cada analito.

Além de dados quantitativos, a VOQ possui um suporte matematico que

permite determinarmos parametros qualitativos e quantitativos a respeito do mecanismo
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redox de moléculas, como: nimero de protons e elétrons que participam da reacao,
reversibilidade do processo e cinética reacional.

Assim, neste topico serdo estudados os parametros da VOQ adequados para
aplicacdo na determinacdo do DES e parametros mecanisticos Uuteis para o

entendimento de seu mecanismo redox.
4.1.4.1 Frequéncia de aplicacdo de pulso de potencial

O primeiro parametro estudado foi a frequéncia de aplicacdo do pulso. Este
parametro € o mais importante para a voltametria de onda quadrada, visto que
combinado ao incremento de potencial € responsavel por determinar a velocidade da
varredura e por isso tem influéncia significativa no perfil e intensidade do sinal
voltamétrico. Os dados obtidos a partir do estudo deste parametro possibilitam a
discusséo a cerca da cinética reacional e calculo do numero de elétrons.

A Figura 23 apresenta o estudo de frequéncia de pulso da onda quadrada
para a oxidacdo do DES 1,0 x 10®° mol L. O estudo foi realizado variando-se a
frequéncia aplicada de 10 a 120 s™, sendo que os valores de amplitude e incremento de
potencial foram fixados em 50 mV e 2 mV, respectivamente, valores de referéncia
tomados de acordo com Lovric*.

Com o aumento dos valores de frequéncia aplicada foi possivel observar um
aumento da corrente de pico do processo de oxidacdo, porém, ndo verificou-se uma
correlacéo linear, como mostrado na Figura 23B. Esse comportamento da indicios de
processo quase reversivel.*?

Em uma andlise mais detalhada, destacam-se trés regibes na curva
experimental obtida. A primeira regido, destacada na Figura 23B, esta no intervalo de
10 a 40 s™, onde se observa uma menor inclinacdo da curva de corrente versus

frequéncia de pulso aplicado.
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Figura 23 — (A) Voltamograma de onda quadrada para oxidacdo do DES 1,0 x 10 mol L™ sobre carbono
vitreo, em diferentes frequéncias de aplicacdo de pulsos em meio de tampdo BR 0,04 mol L™ (B):

Relacéo entre a corrente de pico e a frequéncia de pulso. a =50 mV, 4Es =2 mV.
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Fonte: O préprio autor.

E possivel observar que em baixas frequéncias de pulso, consequentemente
baixas velocidades, os potencias redox sdo mais negativos o que pode ser um indicio
da formacé&o de outros produtos reacionais. Em baixas frequéncias favorecemos a
formacdo de produtos de cinética mais lenta, nesse caso em estudo, baixas frequéncias
podem favorecer a oxidacdo de outras formas de ressonancia da estrutura do DES
radical, sendo estas oxidadas em potenciais mais baixos.

A segunda regido esta no intervalo de 50 a 80 s™. Nesta houve um aumento
mais expressivo da corrente com a variacao da frequéncia. O aumento da inclinacao é
resultado da aplicacdo de potencial de forma mais rapida, desta forma o intermediario
radicalar reage logo ao ser formado impedindo, ou pelo menos, minimizando a
formacao das estruturas de ressonancia do DES.

Por Gltimo, a terceira regido, de 80 a 120 s, destacada na figura, mostra a
estabilizacdo da corrente de oxidagdao do DES, alcangada com o aumento da
frequéncia. Neste caso, as altas frequéncias aplicadas promovem altas velocidades de
varredura. Devido a diferenca entre a velocidade de aplicacédo de pulso e a velocidade
da reacédo, ndo se permite que a molécula aproxime-se da superficie do eletrodo a
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tempo de reagir e o resultado € uma “queda” de corrente de oxidacdo, podendo chegar
até mesmo a um decaimento da corrente em velocidades extremas.

Desta forma, a fim de ter uma melhor sensibilidade o valor de frequéncia
selecionada foi 80 s, j& que acima deste valor problemas cinéticos como: perda de

sinal voltamétrico e deformacao dos voltamogramas foram observados.

4.1.4.2 Amplitude de pulso

A amplitude de pulso € um parametro voltamétrico de fundamental
importancia quando se estuda metodologias eletroanaliticas. Este tem uma relevante
influéncia na largura do voltamograma, ou seja, esta relacionado diretamente com uma
boa seletividade da medida voltamétrica. De acordo com Lovric*?, altos valores de
amplitude podem promover um alargamento do voltamograma, o que leva a uma perda
de seletividade da medida devido a possibilidade de compostos indesejados, presentes
na amostra, sofrerem processo redox proximo a faixa de potencial do composto
analisado.

Desta forma, a amplitude de pulso foi avaliada na faixa de 10 a 50 mV para a
oxidacdo do DES. Para tanto, a frequéncia e o incremento de varredura foram mantidos
constantes, 80 s e 2 mV, respectivamente.

Observando a Figura 24A e 24B pode-se notar que houve um aumento
consideravel da corrente de pico dos voltamogramas com o aumento da amplitude no
intervalo de 10 a 30 mV, entretanto, para valores de amplitude superiores a 30 mV o
gue se observa € uma perda de corrente, mantendo-se praticamente constante até 50
mV. Também se observou um alargamento do voltamograma, que se estabilizou a partir
de 30 mV. Né&o foi observado deslocamento do potencial de pico com a amplitude, o
que sugere um processo quase reversivel.*?

Os resultados obtidos levaram a escolha da amplitude de 30 mV como valor
otimo para oxidacao do DES, sendo selecionado para o desenvolvimento do trabalho.
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Figura 24 - Voltamogramas de onda quadrada para a oxidacéo do DES 1,0 x 10” mol L™ sobre carbono
vitreo, em meio de tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 7), em diferentes amplitudes de pulso de potencial na

faixa de 10 a 50 mV .(B): Relac&o entre a corrente de pico e a amplitude de pulso. f =80 s™, AEs =2 mV.
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Fonte: O préprio autor.

4.1.4.3 Incremento de varredura

O incremento de varredura € o Ultimo parametro estudado e define,
juntamente com a frequéncia de pulso, a velocidade de varredura de potencial da
voltametria de onda quadrada.

O estudo deste parametro é importante por, geralmente, proporcionar um
aumento de sinal voltamétrico, isto significa em termos analiticos maior sensibilidade a
metodologia estudada. Entretanto, o analista precisa ser cuidadoso na escolha do valor
de incremento, ja que dependendo do sistema estudado altas velocidades de varredura
podem proporcionar prejuizo na resolucdo do voltamograma, acarretando em perda de
informacdo, principalmente, corrente maxima e até mesmo potencial de pico
voltameétrico.

Neste trabalho foi feito um estudo do incremento de varredura para
determinar o valor que mais se adequava ao sistema estudado. A Figura 25A mostra 0s
voltamogramas referentes a variagdo do incremento de varredura, avaliado no intervalo

de 2 a 10 mV para a oxidacdo do DES em meio de tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 7). Os



80

parametros de frequéncia e amplitude utilizados foram 80 s™ e 30 mV, anteriormente

otimizados.

Figura 25 - (A) Voltamogramas de onda quadrada para oxidac&o do DES 1,0 x 10® mol L™ sobre carbono
vitreo em meio de tampao BR 0,04 mol L™, em diferentes incrementos de varredura. (B): Relagéo entre a
corrente de pico e o incremento de varredura. f = 80 s’ a=30mV.
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Fonte: O préprio autor.

Foi possivel observar um aumento da corrente de pico dos voltamogramas
com o aumento do incremento aplicado. Porém, junto com este aumento houve um
alargamento consideravel do voltamograma, este fato é de certo modo desfavoravel
visto que uma das caracteristicas importantes no voltamograma deve ser uma pequena
largura de meia altura, AE na metade da corrente de pico voltamétrico. Segundo a
literatura o ideal é que este valor ndo ultrapasse 100 mV.

A Figura 25B apresenta a correlagdo obtida entre a corrente de pico dos
voltamogramas e o incremento de varredura aplicado. Uma tendéncia linear foi
observada em toda a faixa de valores estudados, podendo-se chamar a atencéo
apenas para uma pequena mudancga de inclinacdo da curva a partir de 4 mV. Esta
diferenca pode ser atribuida ao aumento de velocidade de varredura com o incremento

aplicado (v = f AEy).
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A partir do conjunto de experimentos onde foram variados o parametos da
VOQ e aplicando-se os criterios adequados, pode-se definir como parametros 6timos
de frequéncia (f), amplitude (a) e incremento de varredura (4Es) os valores de: 80 s, 30

mV e 4 mV, respectivamente.

4.1.4.4 Estudo das componentes de corrente

A resposta voltamétrica na VOQ é composta pela diferenca entre a
componente direta e reversa das curvas, que dizem respeito aos processos de
oxidacdo e reducdo, respectivamente, uma vez que na voltametria de onda quadrada
0s dois processos ocorrem quase simultaneamente, pois sdo aplicados potenciais de
oxidacdo e reducdo em intervalos muito pequenos de tempo. Estas s&o obtidas de
forma simultanea pela programacéo de aplicacdo de potencial e leitura de corrente.
Desta forma, a resposta obtida € uma resultante, geralmente, com valores de corrente
maiores que os da corrente direta ou reversa.

Este formato de medida propicia o diferencial na VOQ, maior sensibilidade e
diminuicdo da corrente capacitiva. Além disso, podemos fazer uma andlise a respeito da
reversibilidade do processo estudado, onde séo avaliados o sentido das componentes,
a simetria e o deslocamento destas em termos de potencial de pico obtidos.

A Figura 26 mostra as componentes de corrente obtidas aplicando os
parametros otimizados, f = 80 s, a = 30 mV e AEs = 4 mV, para a oxidacdo do DES 1,0
x 10” mol L™. Observou-se que nesse sistema tanto a componente direta, (varredura
anodica) quanto a componente reversa (varredura catodica) tém sentido positivo, o que
leva a uma resultante (componente direta menos reversa) de intensidade de corrente

menor.
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Figura 26 - Componentes de corrente para o DES 1,0 x 10 mol L™ sobre carbono vitreo em meio de
tamp&o BR 0,04 mol L. f=80s™, a=30 mV, AEs = 4 mV.
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Fonte: O préprio autor.

Uma possivel explicacdo para este fato é, que apesar de se tratar de um
processo quase reversivel, como foi observado em outros parametros estudados, ndo é
possivel observar corrente de reducéo, ou seja, a inversdo do pulso ndo proporciona
energia suficiente para reduzir o composto nesta superficie, porém ainda tem energia
para oxidar espécies que nao foram oxidadas no pulso direto, sendo assim, o que se
observa sdo componentes no mesmo sentido.

Um estudo mais detalhado das componentes foi feito e se observou que a
amplitude de pulso tem uma influéncia direta no resultado obtido. A Figura 27 mostra o
comportamento voltamétrico da oxidacdo do DES sobre carbono vitreo, em relagéo a
componente reversa do estudo de variagdo da amplitude de pulso aplicado.

Observa-se que em amplitudes de pulso variando de 10 a 30 mV o pico da
componente reversa tem um sentido de corrente positiva, mesmo sentido da corrente
direta, mas decresce proporcionalmente ao aumento da amplitude aplicada. E a partir
da amplitude de 40 mV o sentido da componente € negativo, como esperado para a

corrente reversa.
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O resultado mostra que para amplitudes mais baixas, o potencial aplicado
nao reduz a molécula de DES oxidada, mas em amplitudes a partir de 40 mV o salto de

potencial gerado no pulso favorece a reducao da molécula no pulso reverso.

Figura 27 - Comportamento voltamétrico da componente reversa no estudo da variacdo da amplitude de

pulso de potencial para a oxidacédo do DES sobre carbono vitreo em meio de Tampéo BR (pH 7).
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Fonte: O préprio autor.

O resultado obtido mostrou que o mais adequado seria utilizar a componente
direta como resposta analitica para o desenvolvimento da metodologia, visto que esta

apresentou maior intensidade de sinal que o valor da componente resultante.

4.1.5 Determinacdo Eletroanalitica

4.1.5.1 Construcdo das Curvas Analiticas

Apés a caracterizagdo voltamétrica e estudo dos parametros da voltametria
de onda quadrada iniciou-se o desenvolvimento da metodologia para determinacdo de

DES sobre a superficie de carbono vitreo. Para execucdo das medidas analiticas foi
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utilizado tamp&do BR pH 7 e os parametros voltamétricos foram: f = 80 s, a = 30 mV,
AEs =4 mV.

Utilizando uma célula eletroquimica padrdo de trés eletrodos foram feitas
leituras com diferentes concentracdes do analito, obtidas por sucessivas adi¢cdes de
100 pL de uma solucéo estoque de DES 1,0 x 10™° mol L™ a célula contendo 5 mL de
tamp&o BR 0,04 mol L (pH 7). Foram feitas 10 adi¢cdes e a faixa de concentragéo
estudada foi de 1,96 x 10" a 1,67 x 10°® mol L™. A Figura 28 mostra os voltamogramas

obtidos para cada adicdo de DES, na faixa de potencial de 0,2 a 0,8 V.

Figura 28 - Voltamogramas de onda quadrada para a oxidagdo de DES sobre superficie de carbono
vitreo em meio de tampao BR 0,04 mol L™, em concentragées variando de 1,96 x 10" mol L™ a 1,67 x 10°
®molL™. f=80s™, a=30mV, AE;=4 mV.
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Fonte: O préprio autor.

Foi possivel observar um crescimento na corrente de pico dos
voltamogramas proporcional a concentracdo do analito. O potencial redox se manteve
praticamente constante em todas as concentragdes, mostrando que nessas condi¢des
nao se teve um efeito significativo da adsorcdo dos produtos da oxidagdo do DES,

como era de se esperar pela caracteristica do analito.
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A partir das correntes de pico dos voltamogramas obtidos em cada
concentracdo, foram tracadas curvas analiticas que mostraram uma 6tima correlacéo
linear dos pontos em toda a faixa de concentragéo estudada, R = 0,999, como pode ser
visto na Figura 29. E importante ressaltar que todas as medidas foram obtidas em
quintuplicata. No grafico apresentado cada ponto esta representado pela média das

cinco medidas realizadas e seu respectivo desvio padréo.

Figura 29 - Curva analitica para DES sobre superficie de carbono vitreo, obtida a partir dos valores
médios (n = 5) das correntes de pico com concentracdo variando de 1,96 x 107 mol L™ a 1,67 x 10° mol

L™, com suas respectivas barras de desvio padrdo, em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™.
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R =0.999
Ip = -1.61x10" + 0.478 [DES]

Fonte: O préprio autor.

Outra caracteristica importante € o coeficiente angular da curva de trabalho.
Este parametro expressa a sensibilidade da metodologia analitica e ainda pode dar
indicios de interferéncia quando comparamos com outras curvas obtidas. Na
metodologia estudada foi obtido um coeficiente angular de 0,48, 0 que mostra uma boa
sensibilidade para metodologias eletroanaliticas, visto que os valores de concentracdo

e corrente apresentaram-se na mesma ordem de grandeza. A equacao da reta para a
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curva analitica, com os respectivos intervalos de confianca de 95%, para os valores dos

coeficientes linear e angular sdo dadas por:
lpico (WA) = -1,61x107° + 0,48 [DES] (7)

Observando o coeficiente linear da curva analitica notou-se que este
apresentou um valor negativo, o que pode ser interpretado como evidéncia de erro
sistematico na metodologia, sendo assim, foi feito um teste t de significancia para 95%
de confianca, que pode descartar a presenca deste tipo de erro.®*

O teste t correlaciona o valor estatisticamente real com valor obtido
experimentalmente dentro de um limite de confianca pré-estabelecido. Para o
coeficiente linear da curva analitica o valor ideal seria zero, j& que o sinal esperado
guando a concentracao do analito tende a zero seria uma corrente nula.

Porém, desvios positivos e negativos podem ser verificados e um valor
aceitavel para esta flutuacéo pode ser avaliado de acordo com valores tabelados para o

teste t.°* O calculo do valor de t foi obtido de acordo com a equac&o 8.
>
t=X-w— 8)

onde X é a média dos valores de coeficiente linear obtidos, n o nimero de
experimentos e S o desvio padrdo para a média dos valores de coeficiente linear.

De acordo com este teste, o valor de t calculado foi de 1,27, sendo o valor de
t tabelado de 2,78, mostrando n&o haver diferenga significativa entre o valor do
coeficiente linear e o valor zero, valor esperado. sendo assim, a hipotese de erro
sistematico na metodologia apresentada pode ser descartada.

A partir das curvas analiticas construidas foi possivel calcular os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Para tanto, foi utilizado o desvio padrédo do

coeficiente linear das curvas analiticas, método diferente do recomendado pela IUPAC,
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mas que permite obter valores mais proximos ao que a metodologia realmente permite
quantificar e detectar.®*

A Tabela 5 apresenta a equacao da reta, o coeficiente de correlacdo (R) da
curva analitica, o desvio padréo do coeficiente linear de cinco curvas (Sb), a inclinacao
da curva analitica (s), bem como o valor do limite de deteccdo (LD), do limite de

quantificacdo (LQ), a repetibilidade e reprodutibilidade.

Tabela 5 - Resultados obtidos a partir das curvas analiticas para DES sobre superficie de carbono vitreo
em tampéao BR 0,04 mol L™. A varredura foi feita na faixa de potencial de 0,2 a 0,8 V. f =80 s', a=30
mV, AEs =4 mV.

Pardmetro Valor
Linearidade 1,96 x 10" a 1,67 x 10°
Equacgdo da reta lpb=-1,61 x10" + 0,478[DES]
R 0,999
Se (A) 8,91 x 10°
S (A/mol L™) 0,478
LD (mol L™ 5,58 x 10 (14,9 ppb)

LQ (mol L™ 1,89 x 10 (49,9 ppb)
Repetibilidade (%) 1,65 (n = 10)
Reprodutibilidade (%) 3,47 (n=5)

Fonte: O préprio autor.

Os valores de LD e LQ foram de 5,58x10® mol L™ (14,9 ppb) e 1,89x10”" mol
L™ (49,9 ppb), respectivamente. E interessante ressaltar que os valores obtidos foram
da mesma ordem de grandeza que os obtidos por Bin et al,*® apesar deste utilizar o
desvio padrdo dos brancos, que permite obter valores de LD e LQ bem inferiores,
porém, que nao refletem a realidade quanto a capacidade do método desenvolvido. Os
valores mostram um meétodo que permite quantificar quantidades traco do analito,
apesar das dificuldades esperadas devido a adsorcdo do produto da reacdo redox do

DES a superficie do eletrodo, mostrando que a adsorcao desta molécula no substrato é
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fraca, ndo prejudicando sensivelmente o desenvolvimento da metodologia de

determinacao.

4.1.5.2 Avaliacéo da precisdo da metodologia

Em métodos analiticos é de fundamental importancia que se possa
reproduzir a metologia sem haver diferenca significativa de resultados. Para avaliar se a
metodologia proposta segue este requisito, foi feito uma avaliacdo de repetibilidade e

reprodutibilidade das analises feitas.

Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada considerando-se 10 medidas sucessivas da
amostra, em uma mesma solucdo de DES contendo 5,66 x 107 mol L. A Tabela 6
mostra os valores de corrente de pico obtidos para cada leitura feita. Feito isto, foram
calculadas as médias e o0 desvio padrao dos resultados obtidos e a partir destes
calculado o RSD de 1,65%, (n=10).

Tabela 6 - Estudos de repetibilidade das analises de DES 5,66x10” mol L™ sobre carbono vitreo em
eletrélito de suporte (Tampao BR 0,04 mol L™). f=80s™, a=30 mV, AEs =4 mV.

Replicatas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ip/10" A 225 223 (223 |1223 (227 |225 |219 (217 |218 |217

Fonte: O préprio autor.

Repetibilidade intermediaria

A reprodutibilidade foi avaliada considerando-se 5 medidas de uma solugao
contendo 5,66 x 107 mol L' de DES. Essas medidas foram realizadas em solucées
diferentes e em dias diferentes, sendo tomado o cuidado de reproduzir ao maximo a

metodologia proposta. A Tabela 7 mostra os valores de corrente de pico obtidos para
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cada leitura. De posse dos dados experimentais foi calculada a média e desvio padréo

dos resultados e a partir destes foi calculado um RSD de 3,47% (n=5).

Tabela 7 - Estudos de reprodutibilidade das analises de DES 5,66x107 mol L™ sobre carbono vitreo em
eletrélito suporte (Tamp&o BR 0,04 mol L ). f=80s™, a=30 mV, AEs = 4 mV.

Replicatas 1 2 3 4 5
Ip /10" A 223 | 243 | 2,28 | 2,27 | 2,25

Fonte: O préprio autor.

A repetibilidade e repetibilidade intermediaria foram avaliadas em termos de
desvio padao relativo (RSD). Os valores obtidos foram 1,64% e 3,47%, repectivamente,
sendo os valores limite para estes parametros de 2% e 5%.%* O resultado mostra uma
metodologia confidvel em termos estatisticos, para andalises de rotina deste composto.

4.1.5.3 Avaliagéo da exatidao da metodologia

O método de avaliacdo da exatidao foi o de adicdo e recuperacgao realizado
por meio da construcdo de uma curva de recuperacdo, que neste caso consistiu em se
fazer uma contaminacéo inicial do eletrdlito puro, com padrdo ou amostra comercial, e
em seguida sucessivas adi¢cdes de padrdo. O estudo de recuperacédo do DES foi feito
em eletrdlito suporte, urina sintética e em agua natural. As solucdes foram preparadas
como descrito na metodologia.

Em todas as determinacbes foram feitas dopagens da matriz com uma
solucéo padrédo de DES ou do farmaco. A concentracéo teodrica das solu¢des problema
foi de 5,66 x 107 mol L™ de DES, referente ao terceiro ponto da curva analitica. Em
seguida, foram feitas sucessivas adi¢ées de aliquotas de 100 uL de DES 1,0 x 10 mol
L. Ap6s a contaminacdo e a cada adicdo de aliquota padrdo a solucdo foi analisada
por voltametria de onda quadrada.
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Determinacgdo em eletrolito de suporte

A Figura 30 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e a correlacéo
entre a corrente de pico das medidas voltamétricas e a concentracdo do analito em
meio de eletrdlito suporte.

Foi possivel observar uma 6tima correlacdo dos pontos medidos, com um R
= 0,999, mostrando que na faixa estudada o método pode ser utilizado para quantificar
este composto, uma vez que apresenta uma resposta linear da corrente com a
concentragao.

Figura 30 - A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a recuperacéo de DES sobre superficie de
carbono vitreo em meio de tamp&do BR 0,04 mol L. B) Curva de recuperacdo para o DES sobre
superficie de carbono vitreo, obtida a partir da média e respectivo desvio padrdo das correntes de pico
voltamétrico (n = 5). =80 s™, a=30 mV, AEs =4 mV.
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. ——7,41x 107 mol L Z 04l
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2 0.34 ——1,07x10°mol L™ 0,3
= 1,22 x 10° mol L™
0.2 Valor Recuperado
| =2,43x10" +0,46 [DES]
0.1 /
0.0+ T T T T T r T T T T T 1
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E/V [DES] / pmol L™

Fonte: O préprio autor.

As analises foram realizadas em quintuplicata para cada ponto e a partir dos
resultados obtidos um tratamento estatistico adequado foi feito, na Figura 30B
encontra-se o grafico de corrente de pico versus concentracdo do padrédo DES, os
valores de corrente de pico no grafico sdo uma média das cinco analises feitas para

cada concentracdo, com seu respectivo desvio padrédo. Os resultados tratados



91

estatisticamente mostraram uma recuperacdo média de 91,70% * 2,08 em eletrélito
suporte.

O resultado mostra que apesar da adsor¢cédo do produto reacional sobre a
superficie do eletrodo, o procedimento de limpeza por borbulhamento de gas permite
uma boa limpeza da superficie permitindo o acesso ao analito mesmo apds serem

realizadas sucessivas medidas.

Determinacdo em formulacéo farmacéutica

As formulacbes farmacéuticas, além do principio ativo de interesse
fitoterpico possui uma gama de excipientes que, em sua maioria, ndo sao eletroativos.
Apesar disto, a aglomeracdo da pastilha do medicamento pode dificultar a dissolugéao
deste em solucéo, e assim, promover um menor valor de recuperacao.

Na determinacdo do DES em formulacdo farmacéutica foi feita uma
cuidadosa etapa de extracdo do principio ativo, que constou da maceracdo dos
comprimidos, dissolucdo prévia da massa adequada e agitacdo vigorosa em banho
ultrassoénico. Desta forma, buscou-se uma completa dissolucéo do principio ativo, DES,
do farmaco.

Utilizando esta solucdo foi feita uma contaminacdo de uma aliquota de
eletrdlito e posterior adicdo de padrdo de uma solucdo padréo DES 1,0 x 10° mol L™. A
Figura 31 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e a correlacdo entre a
corrente de pico das medidas voltamétricas e a concentracdo de analito para a
determinacao do DES em formulagéo farmacéutica.

A presenca de excipientes na amostra nao revelou distorgdes nos
voltamogramas de onda quadrada, sendo visualizado apenas um unico pico referente a
oxidacdo do DES, Figura 31A, portanto mostrando que n&o hé interferentes na amostra
comercial que possam responder eletroquimicamente na regido de estudo do DES. A
partir dos resultados voltamétricos foi grafada uma curva de recuperacdo que
apresentou uma Otima correlacdo linear dos pontos, com um R de 0,999. Apés o

tratamento estatistico foi obtido um valor de recuperagédo de 94,32 + 0,79. O baixo erro
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estatistico associado ao percentual de recuperacdo mais uma vez confirma a boa

repetibilidade das medidas eletrodicas.

Figura 31 - A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a recuperagéo de DES sobre superficie de
carbono vitreo em formulagao farmacéutica. B) Curva de recuperacao para o DES sobre superficie de
carbono vitreo, obtida a partir da média e respectivo desvio padréo das correntes de pico voltamétrico (n
=5).f=80s", a=30mV, AEs =4 mV.
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Fonte: O préprio autor.

Determinagdo em urina sintética

Uma solucdo de urina sintética foi preparada e utilizada para avaliar a
recuperacdo do DES em uma matriz real. A importancia desta determinacdo esta no
fato de que 50% a 90% da dosagem ingerida de um farmaco ser expelida pelo corpo
humano sem sofrer modificacdo.” Sendo assim, uma boa metodologia analitica precisa
ser capaz de detectar a presenca de farmacos em urina.

Voltamogramas de onda quadrada e a respectiva curva de recuperagcao em
urina sintética foram obtidos, Figura 32. Mais uma vez ndo pode ser observada
qualquer alteracdo mais significativa nos voltamogramas de onda quadrada, Figura
32A. A curva de recuperacdo apresentou boa relacédo linear como um R de 0,998 e

baixo valor de dispersdo para cada ponto, indicando uma boa reprodutibilidade das
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medidas. Por fim, o valor calculado para a recuperacdo do farmaco em urina sintética a
partir desta curva foi de 89,00% + 3,99.

Figura 32 - A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a recuperagdo de DES sobre superficie de
carbono vitreo em meio de urina sintética. B) Curva de recuperagdo para o DES sobre superficie de
carbono vitreo, obtida a partir da média e respectivo desvio padrdo das correntes de pico voltamétrico (n
=5).f=80s", a=30mV, AEs =4 mV.
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Fonte: O préprio autor.

Para a curva de recuperacdo do padrdo de DES, Figura 30, obtida a partir
dos valores de corrente das analises realizadas em eletrdlito suporte, o coeficiente
angular foi de 0,46, enquanto para a curva de recuperacdo obtida a partir das analises
de DES realizadas em urina sintética o coeficiente angular foi de 0,41. Os valores de
inclinagdo da reta estdo muito proximos mostrando que ndo ha uma influéncia da matriz

desta amostra na detec¢éo do composto.

Determinacdo em agua natural

Dos bens naturais mais preciosos para a vida, a agua se destaca por ser
essencial e se tornar mais escassa a cada dia. Um dos motivos para isto seria a
poluicdo das grandes cidades, principalmente, os poluentes industriais que apenas nos

altimos anos se tornaram um alvo de pesquisa. Dentre estes, os farmacos sdo uma
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grave ameaca aos efluentes, pois mesmo em niveis traco fornecem alto risco a vida e
ao ambiente.

Metodologias capazes de detectar baixas concentracdes destes poluentes
sdo raras e de alto custo, e a eletroanalitica pode ser uma alternativa viavel.

Este tdpico apresenta a determinacdo do DES em agua natural. Uma
amostra de agua proveniente do acude de Baturité foi utilizada como objeto de estudo.
Desta forma, a robustez do método pode ser avaliada frente & complexidade da matriz.

A Figura 33 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e respectiva
curva de recuperacdo em agua natural.

Analisando os voltamogramas, Figura 33A, ndo se observa alteracdo em seu
perfil, entretanto, a curva de recuperacdo obtida a partir das correntes de pico
voltameétrico apresentaram valores abaixo dos obtidos nos outros eletrolitos estudados,
como pode ser visto na Figura 33B, com uma inclinacdo em torno de 3 vezes menor.

Uma amostra de agua natural apresenta uma complexa matriz que pode
interferir na resposta eletroquimica. Sendo assim, uma reducdo das correntes de pico
possivelmente esta associada a matéria organica e o alto nivel e variedade de ions em
solucéo que podem se adsorver a superficie eletrodica diminuindo o sinal do analito.

Apesar deste problema observou-se uma boa proporcionalidade entre a
corrente de pico e a concentracdo, obtendo-se um R de 0,997, dentro do especificado
pela ANVISA.®?

A partir da curva de recuperacao foi calculada uma recuperacdo média de
77,85% + 5,74. Este valor levando em consideracdo a variacdo, estd dentro do
especificado para determinacées traco.’? Os resultados obidos mostraram que a
metodologia apresenta niveis de recuperacdo dentro dos apresentados por outros

métodos apresentados na literatura.'®?3
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Figura 33 - A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a recuperacao de DES sobre superficie de
carbono vitreo em meio de tampdo BR 0,04 mol L. B) Curva de recuperacdo para o DES sobre
superficie de carbono vitreo, obtida a partir da média e respectivo desvio padrdo das correntes de pico
voltamétrico (n = 5). f =80 s™, a = 30 mV, AEs = 4 mV.
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Fonte: O préprio autor.

Os resultados obtidos em todas as matrizes estudadas estdo apresentados
na Tabela 8 para fins comparativos. As recuperacbes em eletrélito e formulacdo
farmacéutica apresentaram o0s maiores valores recuperados e menores variagoes,
mostrando que nestes meios houve uma melhor reprodutibilidade das medidas. Ja em
urina sintética e agua de natural, devido a uma maior complexidade das matrizes,
houve uma reduacdo nos valores recuperados, além de uma maior “flutuacdo” dos
resultados.

Tabela 8 - Resultados obtidos para curvas de recuperacéo do DES sobre superficie de carbono vitreo em

eletrélito de suporte, formulacdo comercial e aguas de rio. f =80 s™, a = 30 mV, AE; = 4 mV.

Recuperac&o [(%EOSI ]Le}‘ii)c‘ [ I(DWI]E()Sl ]Ii'?ﬁ;p' % Rec.
Eletrélito 5,19 x 10’ 91,70% + 2,08
Formulacdo farmacéutica 5 66 x 107 5,34 x 10" 94,32% £ 0,79
Urina sintética ’ 5,04 x 10”7 89,00% =+ 3,99
Agua natural 4,41 x 10" 77,85% + 5,74

Fonte: O proprio autor.
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4.1.5.4 Comparagado com a técnica de UV-vis

Para fins de comparacdo dos resultados obtidos por eletroquimica, foi feito
um estudo de determinacdo do DES utilizando a técnica de UV-Vis, técnica padrédo
recomendado pela Farmacopéia Britanica®®. Assim como nas medidas voltamétricas as
analises espectroscopicas foram feitas eletrélito suporte (tampédo BR pH 7,0) e agua
natural.

Inicialmente, foram feitas varreduras de comprimento de onda na faixa de
200 a 450 nm, utilizando como amostra solu¢cdes de concentracdo conhecida de DES
na faixa de 3,0 x 107 a 9,0 x 10° mol L™*. A Figura 34A mostra os espectros de
absorcao obtidos para cada amostra de DES utilizada. Observou-se que o espectro de
absorcdo do DES apresenta dois sinais, sendo, um mais intenso, com intensidade
maxima em um comprimento de onda de 240 nm, e o segundo de menor intensidade,
com intensidade maxima em aproximadamente 285 nm. Para fins analiticos foi utilizado

o sinal de absorc¢é&o obtido em 240 nm.

Figura 34 - A) Espectros de UV-Vis para o padrdo de DES em meio aquoso no intervalo de concentracdo
de:3,0x 107 a 9,0 x 10° mol L™ B) Curva analitica do DES obtida a partir dos experimentos de UV-Vis.
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Fonte: O proprio autor.
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A partir dos espectros obtidos, para a analise das amostras de DES foram
construidas curvas analiticas a partir da intensidade maxima de absorcdo no
comprimento de onda de 240 nm para cada concentragdo estudada. Os respectivos
espectros e curva analitica séo exibidos na Figura 34. O resultado segue expresso pela
meédia e barras de erro dos respectivos pontos de concentracdes analisadas.

A curva obtida apresentou-se linear em toda a faixa de concentracéo
estudada, de acordo com a lei de Beer.®® Por fim, foi feito um tratamento estatistico
semelhante ao aplicado para a metodologia eletroquimica e obtidos os parametros
analiticos expressos na Tabela 9.

Analisando os parametros de validacdo calculados pode-se notar que 0s
valores de LD e LQ apresentados para as medidas por UV-Vis mostraram-se em uma
ordem de grandeza cerca de mais de 10 vezes maior que os valores obtidos pela
metodologia eletroquimica, sendo esta uma vantagem da técnica eletroquimica em
relacdo a técnica recomendada pela Farmacopéia Britanica para determinacdo deste

farmaco.

Tabela 9 - Resultados obtidos a partir das curvas de UV-Vis para o DES em tampéo BR.

Parametro Valor

Linearidade 30x107a9,0x10°

Equacao dareta ABS =1,22 x 10° + 1,52 x 10" [DES]
R 0,999

Se (A) 2,98 x 10°

S (A/mol L™ 1,52 x 10*

LD (mol L™) 5,88 x 10

LQ (mol L™ 1,96 x 10°®

Repetibilidade (%) 1,41

Repetibildiade intemediéaria (%) | 2,57

Fonte: O préprio autor.
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Apoés a determinacdo das figuras de mérito foi avaliada, também, a exatidao
do método por meio da adicdo de padrdo para a recuperacdo do DES em eletrdlito
suporte, formulagdo farmacéutica e amostra de agua natural. A Tabela 10 mostra os
valores de recuperacdo obtidos por UV-Vis e seus respectivos percentuais de
recuperacao.

Os resultados em eletrolito apresentaram valores de 93,44 e 89,63 %, para a
recuperacdo do padrdo DES em eletrdlito e formulagdo comercial, respectivamente.
Estes valores estdo muito proximos aos apresentados para a metodologia
eletroquimica. Ja para a recuperacdo de DES em amostra de agua natural foi
observado um percentual superior a 100%, o que pode indicar interferéncia de outra
espécie da matriz estudada, que esta absorvendo na mesma faixa do analito. Na
andlise voltamétrica o0 mesmo ndo ocorreu, mostrando que a técnica eletroquimica é
mais seletiva que a espectroscépica para a determinacao deste farmaco. Além disso, o
erro estatistico também se apresentou alto. Esse resultado mostra a viabilidade do
metodo eletroquimico em relacdo ao método espectroscopico, visto que mesmo sem
utilizar nenhuma metodologia de extracdo de amostra ou tratamento complexo de pré-

tratamento foi possivel se obter bons resultados de recuparacao do analito investigado.

Tabela 10 - Resultados obtidos para curvas de recuperacao do DES utilizando a técnica de UV-Vis.

. [DES]adic. [DES]recilp. %
Recuperacéo (mol L™) (mol L™) Recuperagéo
Eletrolito 8,41 x 107 93,44% + 2,26
Formulagdo comercial 9,00 x 10”7 8,06 x 10” 89,63% + 0,084
Agua natural 1,05 x 10° 116,7 % * 6,81

Fonte: O préprio autor.
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4.2 Metildopa

4.2.1. Caracterizacdo eletroquimica
4.2.1.1. Estudo de pH

A metildopa apresenta em sua estrutura um grupo catecol representado por
um anel aromético e duas hidroxilas conjugadas. Estas hidroxilas, em meio aquoso, se
comportam como acidos liberando um hidrogénio, e a extencdo da desprotonacao da
molécula depende do pH do meio eletrolitico.

Para verificar a influéncia que a concentracdo hidrogenidnica tem sobre o
processo redox da metildopa foi feito um estudo do pH do meio. Para tando, foi utilizado
o tamp&o BR 0,04 mol L™ em diferentes pHs, variando de 2 a 12, para este estudo foi
empregada a técnica de voltametria ciclica.

A Figura 35 apresenta os voltamogramas ciclicos para a oxireducado da MDP
1 x 10®° mol L™ em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™, em diferentes pHs. A superficie

utilizada foi o carbono vitreo em uma faixa de potencial de -0,3a 1,0 V.

Figura 35 - Voltamogramas ciclicos referente a oxirredugdo da metildopa em meio de Tampédo BR 0,04
mol L™ (pHs 2 a 9) sobre superficie de carbono vitreo.
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Fonte: O préprio autor.
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Observou-se a presenca de um par redox nos voltamogramas obtidos nos
diferentes valores de pH, diferindo no valor de potencial em cada pH. Em pH 2 o
processo foi registrado em aproximadamente 0,5 V. Possivelmente, este processo
redox esta associado a oxiredugdo do grupo catecol da molécula de MDP. Além deste,
foi registrado também um processo independente em potenciais mais positivos em pHs
maiores que 3.

O aumento do pH do meio deslocou o Ep, referente ao par redox, para
valores mais negativos, indicando um aumento da nucleofilicidade da molécula de
MDP.%4% Além disto, houve uma diminuicdo da reversibilidade do processo redox da
molécula com o aumento de pH, possivelmente, devido a formacdo de uma nova
espécie em altos potenciais, que desfavoreceu a reducdo da espécie formada na
primeira oxidag&o, diminuindo assim sua corrente de pico de redugao.

A partir dos voltamogramas ciclicos da MDP obtidos no estudo anterior foi
feito um estudo da relacéo entre o pH do meio e os parametros de potencial e corrente
de pico.

A Figura 36 apresenta a relacéo entre o pH e o potencial de pico (E,) de
oxidacdo e reducdo para a metildopa. Foi possivel observar uma relacéo linear (R =
0,999) entre E, e pH do meio para toda a faixa de pH estudada. O coeficiente angular
das curvas obtidas mostraram um valor de -0,058 V / pH, este valor d& indicios de que a
reacdo ocorre com uma transferéncia de elétrons seguida por desprotonacéo.®® As

relacdes lineares estao representadas pelas equacgdes 9 e 10.

Epico(V) = 0,61 — 0,058 pH 9)
Epico(V) = 0,58 — 0,058 pH (10)

Utilizando o valor da inclinacéo da reta de Ep vs. pH (equagbes 9 e 10) foi
possivel calcular o niumeros de protons envolvidos na reacao utilizando a Equacéo 6, ja
apresentada no sub tépico 4.1.1.2 deste trabalho.

O valor da inclinacéo de 0,058 V / pH, utilizado na equacéo citada, mostrou

uma relacdo entre o numero de prétons e elétrons que participam da reacdo de
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aproximadamente 1. Este valor permite concluir que o mecanismo redox do MDP

depende de uma etapa de desprotonacéo da molécula.*®

Figura 36 - Relag&o entre o potencial de pico versus o pH para a oxidacdo do MDP 1,0 x 10° mol L em

tampao BR 0,04 mol L™ sobre superficie de carbono vitreo.

Epa =0,61 - 0,058 pH
Epc =0,58 - 0,058 pH

Fonte: O préprio autor.

A fim de definir a melhor condicdo de pH para a determinacao eletroandlitica
da MDP, um estudo da relacdo entre o pH do meio e a corrente de pico voltamétrico da
MDP foi feito e est4 apresentado na Figura 37.

Observou-se um aumento da corrente de oxidacdo da MDP com o aumento
de pH até o valor 7. Neste mesmo intervalo a corrente de reducao da molécula reduziu
proporcionalmente a corrente de oxidacdo, mostrando uma relacdo ente o pH e a
reversibilidade do processo estudado. Além disto, com o aumento do pH ha o
favorecimento da oxidagdo do produto principal que se mostrou mais adsortivo e

irreversivel.
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Figura 37 - Relacdo entre a corrente de pico contra o pH para a oxidacdo do MDP 1,9x10°mol L™ em

tamp&o BR 0,04 mol L™ sobre superficie de carbono vitreo.
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Fonte: o proprio autor.

Apesar de apresentar o melhor valor de corrente de pico em pH 7, a
adsorcdo das espécies geradas ndo proporcionou uma boa repetibilidade das medidas,
0 que para fins analiticos € muito prejudicial. Entdo, mesmo perdendo um pouco de
sensibilidade optou-se pelo valor de pH 2, onde obteve-se uma melhor repetibilidade

nas medidas.

4.2.2. Caracterizacao voltamétrica

4.2.2.1 Estudo do potencial de inverséo e estabilidade voltamétrica

O estudo de pH feito anteriormente mostrou um deslocamento de potencial
de pico para valores mais negativos com o aumento do pH, seguido de um aumento da
corrente de pico anodico. Entretanto, em pH superior a 4 observou-se um segundo
processo de oxidacdo em potenciais mais positivos, que se mostrou adsortivo e de
dificil remocao da superficie eletrddica.

Um estudo comparativo da estabilidade dos processos apresentados em pH

2 e 7 foi feito afim de caracterizar a estabilidade do processo redox e, assim, fornecer



103

critérios para a selecdo de pH do meio mais adequado ao estudo eletroanalitico da
MDP.

A Figura 38 apresenta o0 estudo da estabilidade voltamétrica quando
registrados 15 ciclos voltamétricos consecutivos em uma solugéo de MDP 1,9 x 10 mol

L. O estudo foi feito a uma velocidade de 0,1 V s™ em superficie de carbono vitreo.

Figura 38 - Voltamogramas ciclicos para 15 ciclos consecutivos de oxiredu¢édo do MDP 1,9 x 10®° mol L™

em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 2 (A) e 7 (B) sobre superficie de carbono vitreo.
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Fonte: O préprio autor.

A Figura 38A apresenta os voltamogramas ciclicos em pH 2. O primeiro ciclo
voltamétrico neste pH apresentou o maior valor de corrente, como esperado, sendo
seguido de uma diminui¢do gradativa deste valor que se estabilizou no décimo ciclo.

A reducgéo da corrente de pico mostra a adsor¢cdo do produto reacional da
MDP sobre a superficie de carbono. Esta adsorcdo reduz a area ativa do eletrodo e na
mesma proporcao a corrente do processo, entretanto, esta adsorcdo ndo se mostrou
efetiva o suficiente para passivar completamente a superficie eletrodica.

J& o resultado obtido em pH 7, apresentado na Figura 38B, mostra que a
adsorcao foi bem mais forte, reduzindo a corrente de pico a cerca de 30% do seu valor
no primeiro ciclo, considerando o processo principal, pico anédico 1 ( Pal) em 0,18 V.
Este fato deve estar relacionado ao segundo processo de oxidacdo gerado em 0,55 V,



104

proveniente da oxidacdo completa da MDP a sua respectiva quinona. Neste caso, a
quinona adsorve fortemente a superficie eletrodica passivando-a, 0 que causa a
reducdo drastica da corrente do processo, afetando mais expressivamente a reducao
do composto.®’

Ainda em pH 7 foram feitos experimentos em uma janela de potencial
reduzida, -0,4 a 0,3 V, Figura 39, regido onde ndo é possivel evidenciar o segundo
processo anddico discutido anteriormente. O experimento foi feito também na
velocidade de varredura de 0,1 V s™ e concentracéo de 1,9 x 10 mol L™.

Figura 39 - Voltamogramas ciclicos para 15 ciclos consecutivos de oxiredugdo do MDP 1,9 x 10° mol L*

em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH 7) sobre superficie de carbono vitreo.
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Fonte: O préprio autor.

Com a diminuicdo da faixa de potencial do experimento observou-se o
aparecimento de outros processos redox a medida que os ciclos voltamétricos
evoluiram. No primeiro ciclo (linha em vermelho) apenas um processo anodico em 0,18
V (Pal) foi evidenciado. No sentido catddico foi possivel observar dois processos, um
em -0,02 V (Pcll) e outro em -0,27 V (Pclll). A partir do segundo ciclo, surgiram os

processos anodicos, Palll e Pall em -0,24 V e 0,01V, respectivamente.
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O par redox Pall-Pcll apresentou um aumento da corrente com o aumento do
namero de ciclos se estabilizando no décimo ciclo. Este comportamento € caracteristico
de reacdo de eletropolimerizacdo da molécula sobre a superficie eletrodica onde o
polimero formado é condutor.>*

O Figura 40 apresenta uma proposta mecanistica para a oxirreducdo da
metildopa sobre superficie de carbono vitreo em meio de tampé&o BR pH 7. A proposta

é baseada nos voltamogramas ciclicos da MDP neste valor de pH.

Figura - 40 Proposta de mecanismo redox para a MDP sobre superficie de carbono vitreo em meio de
tampé&o BR (pH 7).

on  Oxidacdo completa

% Reacéo de polimerizacédo

Fonte: O préprio autor.
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4.2.2.2 Estudo da velocidade de varredura e avaliagcéo de critérios de diagnosticos

Em virtude da forte adsor¢cdo e mudanca de mecanismo observada quando
se utilizou o pH 7 no estudo da metildopa, foi selecionado para um estudo analitico o
pH 2. Neste pH se observou uma adsor¢cdo mais fraca sobre a superficie eletrodica,
sendo mais facilmente removida. Sendo assim, os estudos de velocidade de varredura
e a aplicacdo dos critérios de diagndstico visdo caracterizar melhor o processo redox da
MDP nesta condicao.

Um estudo de velocidade de varredura foi feito para avaliar parametros
relacionados a cinética e controle reacional no processo redox do DES sobre carbono
vitreo. A Figura 41A apresenta os voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de
varredura para a oxireducdo da MDP em meio de tampé&o BR (pH 2) sobre a superficie
de carbono vitreo. O estudo foi feito na faixa de potencial de 0,25 a 0,65 V, utilizando
uma solucdo 1,0 x 10™° mol L™* de MDP, e a variacéo da velocidade de varredura se deu
no intervalo de 0,01 a 0,5 Vs™.

Figura 41 - (A) Voltamogramas ciclicos referentes a variagédo da velocidade de varredura de 10 a 500 mV
s™ para a oxireducdo do MDP 1,0 x 10° mol L™ em meio de tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 7) sobre
superficie de carbono vitreo. (B) Relacdo ente a corrente de pico e a velocidade de varredura para o
MDP em meio de tamp&o BR pH7.
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Fonte o proprio autor.
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Os voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades varredura
apresentaram um perfil aproximadamente simétrico, com deslocamento de potencial
redox que aumentou com a velocidade, fendmeno caracteristico de um processo quase
reversivel.®

A partir das correntes de pico em cada velocidade estudada foi grafada a
relacdo entre a corrente de pico (l,) e a velocidade de varredura, observando-se um
comportamento linear nas curvas obtidas, sugerindo que o processo redox € controlado
por adsorcao.*®°

Adicionalmente, a partir dos dados obtidos no estudo de velocidade foi
grafada a relacao entre o logaritmo da corrente de pico e o logaritmo da velocidade de
varredura apresentado na Figura 42. Este parametro fornece um dado quantitativo em
relacao ao controle reacional do processo, como foi explicado no subtépico 4.1.2.2.

A curva apresentou uma correlacdo linear (R = 0,998) e um valor de
inclinacdo de aproximadamente de 0,95 e 1,02 para as relagcdes anddica e catddica,
respectivamente, o que confirma a influéncia da adsor¢cdo no processo de oxirreducao

da MDP.%¢

Figura 42 - Relacdo entre o logaritmo da corrente de pico e o logaritmo da velocidade de varredura, para
o DES em tampéo BR pH 7, sobre superficie de carbono vitreo.
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Fonte: O préprio autor.
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Por dltimo, ainda utilizando os dados de velocidade de varredura, foram
avaliados os critérios de Nicholson-Shain para caracterizar o tipo de mecanismo
presente no processo redox estudado. O perfil da curva de funcdo corrente (Ip / v'/?)
versus a velocidade de varredura (v) permite que se faca um diagnostico comparativo
de casos, previstos por Nicholson-Shain.>’

A Figura 43 apresenta o perfil da funcdo corrente versus velocidade de
varredura para a MDP sobre superficie de carbono vitreo. O grafico apresentou um
perfil simétrico em parabola para os parametros anodicos e catodicos. Relacionando o
perfil do gréafico experimental com os critérios estabelecidos na literatura, observou-se
gue o mecanismo descrito no caso VIl dos critérios de Nicholson-Shain € o que melhor
descreve o processo de oxirreducdo da MDP, um processo catalitico com transferéncia

reversivel de carga.”’

Figura 43 - Correlagéo entre a funcéo corrente (Ip/v”z) e a velocidade de varredura (v) para a oxirreducao

da MDP sobre superficie de carbono vitreo.
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Fonte: O préprio autor.
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4.2.3 Estudo computacional do mecanismo redox da metildopa

Os estudos voltamétricos feitos para a MDP mostraram uma mudanca
consideravel do mecanismo redox em fung¢do do pH . Portanto, os pHs 2 e 7 foram
selecionados para os estudos quéanticos, assim como nos estudos eletroquimicos.

Primeiramente foi feito o calculo das estruturas em funcdo do pH do meio
para definir qual a estrutura predominante em cada meio.

A Figura 44 apresenta os graficos de a versos pH (percentual de espécies
em funcdo do pH) obtido pelo programa Marvin-Beans. 5.3.2*° e as respectivas
estruturas estaveis em cada pH para a molécula de MDP.

Foi possivel observar pela correlacdo do gréafico de distribuicdo das espécies
com as possiveis estruturas, que em pH 7 ha uma predominancia da estrutura “D”, e
para o pH 2 haveria uma mistura, com percentuais proximos, das estruturas C e D no
meio reacional.

Estas duas estruturas foram consideradas para os posteriores calculos das

propriedades moleculares e mecanismo redox da MDP.

Figura 44 - A) Gréfico de a versus pH para a molécula de MDP, obtidos a partir de experimentos tedricos.

B) Estruturas da MDP em funcao do pH do meio.
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CH

NH,

Fonte: O préprio autor

A Figura 45 apresenta a distribuicdo de densidade eletrbnica para o orbital

HOMO na molécula de MDP. Observando a distribuicio de cores e a escala

representativa de energia pode-se ver que os sitios com maior volume de densidade

eletrbnica estéo sobre os oxigénios e sobre o anel aromatico, sendo estes 0s provaveis

pontos de oxidacao.

A densidade de carga sobre o anel aromatico relativamente alta, em um

primeiro momento, pode dar indicios de um possivel sitio anddico, porém, a

estabilidade proporcionada pela aromaticidade

inviabiliza a oxidacdo do anel.

Entretanto, a probabilidade de oxida¢do dos oxigénios fendlicos pode ser explicada por

apresentar a formagdo de um intermediario com maior numero de hiperconjugag(”aes,6

gerando uma maior niimero de estruturas de ressonancia, sendo entéo mais estavel.”

9
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Figura 45 - Distribuicdo de densidade eletrdnica para o orbital HOMO da molécula de MDP em duas

perspectivas .
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Fonte: O préprio autor.

O orbital LUMO caracteriza os possiveis sitios de redugdo da molécula,
sendo assim, um calculo da densidade eletrénica do orbital LUMO foi feita e esta
apresentada na Figura 46.

Como pode ser observado na Figura 46 uma maior densidade eletrbnica se
concentra sobre os oxigénios das hidroxilas, levando a conclusdo de que estes seriam
o provavel sitio de redugéo da molécula.

Este resultado concorda com os dados voltamétricos que dao indicios de um
par redox na oxirreducdo da MDP, ja que os potenciais de oxidacao e reducdo sdo bem

proximos.
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Figura 46 - Distribuicdo de densidade eletrdnica para o orbital HOMO da molécula de MDP em duas

perspectivas.
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Fonte: O préprio autor.

Como dado complementar ao calculo de densidade eletrbnica dos orbitais
foram calculadas as cargas de Mulliken para a MDP.

A Figura 47 apresenta a estrutura tridimensional geometrizada em duas
perspectivas e a Tabela 5 apresenta os dados calculados para as cargas de Mulliken da
molécula de MDP.

Observa-se que o0s oxigénios da molécula (oxigénios 7, 8, 12 e 13)
apresentam as maiores densidades de carga, sendo estes 0s sitios mais propicios a
sofrerem oxidagdo. Entretanto, observou-se anteriormente que os orbitais HOMO e
LUMO encontram-se localizados principalmente sobre os oxigénios 7 e 8 e nao foram
observados sobre os oxigénios 12 e 13.

Dados da literatura mostram que os orbitais HOMO e LUMO em moléculas

fendlicas localizam-se preferencialmente sobre o grupo fendlico. Desta forma, pode-se
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concluir que os dados de carga de Mulliken mostram os oxigénios fenélicos como os

possivel sitio de oxirreducdo da molécula de MDP."*

Figura 47 - Representacdo da estrutura Tabela 11: Valores das cargas de Mulliken
tridimensional geometrizada da molécula de calculadas para os &tomos numerados na
MDP em duas perspectivas diferentes. estrutura.
Cargas atébmicas de
Mulliken

C1 0.300

C2 0.290

C3 -0.140

C4 -0.102

C5 0.058

C6 -0.171

o7 -0.504

08 -0.513

C9 -0.137

C10 -0.032

C11 0.500

012 -0.640

013 -0.609

N14 -0.159

C15 -0.167

Fonte o proprio autor.

Apéds o estudo dos parametros moleculares e cargas de Mulliken, foi feito o
calculo das energias das moléculas em cada etapa do mecanismo proposto no tépico
4.2.2.1. Além disto, foram propostas rotas alternativas de suposta competicdo com o
mecanismo proposto para validar o célculo.

A Figura 48 apresenta um grafico da variacdo de energia para o0s
intermediarios reacionais e produtos gerados em cada etapa do mecanismo.

Na primeira etapa dos calculos computacionais foi proposta a retirada do
H19 e H20 resultando em um ganho de energia para a molécula gerada, 562,458 kcal
mol™ e 561,624 kcal mol™. Desta forma, foi visto que a saida do “H’» Seria a rota mais
provavel seguida da perda do primeiro elétron, o que geraria um radical indicado como
“Rad O” no grafico com energia de 561,968 Kcal mol™. A etapa de formac&o de radical

€ uma etapa menos energética como pode ser visto, tanto nos dados eletroquimicos
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como nos calculos quanticos. Apos a formacdo do radical hA uma combinacdo de
formas radicalares obtidas pela ressonancia do radical inicial e possivel polimerizacéo

na superficie eletrodica.

Figura 48 - Variag&o de energia das estruturas da MDP em cada etapa do mecanismo redox.
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Uma rota reacional alternativa sugere a formacdo de um composto
conhecido como “metideo” e ndo a dimerizacdo. Sendo assim, a fim de verificar a rota
reacional mais favoravel, os cdalculos para a formacdo desta espécie foram feitos e
mostraram uma energia alta para a formacdo do “metideo”, 1453,34 Kcal mol™, o que
inviabiliza este produto frente a mais baixa energia necessaria para a dimerizacao.
Além disto, o resultado ja era esperado devido a obtencdo do produto em ambas as
rotas. Na formacdo do “metideo” ha uma perda total da ressonancia, o que nao
acontece na dimerizagdo como mostrado na Figura 48.

Ja a oxidacao total da molécula de MDP apresentou uma alta energia, em
torno de 1461,64 Kcal mol™, como esperado, visto o alto potencial necessario para a

oxidacéao total da mesma.
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4.2.4. Estudo de voltametria de onda quadrada

Assim como para a molécula de DES, um estudo da influéncia dos
parametros de aplicacdo de pulso voltamétrico sobre a oxidagdo da metildopa foi feito.
O estudo teve como objetivo determinar os melhores parametros para o estudo

eletroanalitico da MDP.

4.2.3.1 Frequéncia de aplicacdo de pulso de potencial

O primeiro parametro estudado foi a frequéncia de pulso, o principal
parametro da resposta voltamétrica.

A Figura 49 mostra os voltamogramas de onda quadrada para a oxidacéo do
MDP 1,0 x 10> mol L™ em tampdo BR pH 2, com frequéncia de aplicacdo de pulso
variando de 8 a 70 s™. Para tanto, os valores de amplitude e incremento de potencial
foram fixados em 50 mV e 2 mV respectivamente, valores tomados de acordo com
Lovric.*?

Os voltamogramas apresentados na Figura 49A revelaram um perfil
voltamétrico bem definido em todos os valores de frequéncia estudados. Um pequeno
deslocamento de potencial de pico para valores mais positivos foi observado com o
aumento da frequéncia. N&o foi visualizado um aumento significativo da largura de meia
altura dos voltamogramas.

Os valores de corrente de pico obtidos em cada voltamograma foram
grafados em relacéo a frequéncia aplicada, e o resultado segue apresentado na Figura
49B. A relacéo estudada mostrou um aumento significativo da corrente de pico para os
primeiros valores de pulso aplicado, com um maximo de corrente em 20 s™. Apés este
valor foi observada uma diminui¢cdo de forma linear das correntes de pico até o ultimo
valor de frequéncia estudada.

O comportamento peculiar que este parametro apresentou na oxidacao da
metildopa deve estar associado a uma cinética de reacéo relativamente lenta, j& que os

maiores valores de corrente foram obtidos em valores intermediarios, dentro da faixa de
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frequéncia aplicada. Em altas frequéncias a velocidade de aplicacdo do pulso é muito
mais rapida que a cinética reacional do composto, entdo, 0 que se observa é uma
gueda de corrente.

Figura 49 - Voltamogramas de onda quadrada para a oxidacdo do MDP 1,0 x 10 mol L™ sobre carbono
vitreo, em meio de tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 2), em diferentes frequéncias de pulso de potencial na
faixa de 8 a 70 s™ .(B): Relacédo entre a corrente de pico e a frequéncia de pulso de potencial. a = 50 s?,
AEs =2 mV.
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Fonte: O préprio autor.

Para fins analiticos, o valor de frequéncia selecionado como ideal foi o de 20
s uma vez que neste valor de frequéncia a técnica apresentou uma maior

sensibilidade.

4.2.3.2 Amplitude de pulso

Um outro fator bastante importante para determinagfes eletroanaliticas é a
amplitude de pulso, uma vez que influencia na definicdo e sensibilidade do sinal
analitico. Assim, foi feito um estudo para definir o melhor valor de amplitude para a
determinacao da MDP.
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A Figura 50 apresenta o estudo da amplitude de pulso para a oxidag¢do da
MDP em meio de tamp&o BR pH 2. O parametro foi avaliado na faixa de 10 a 60 mV,
para isto foi utilizada uma solugdo de MDP 1,0 x 10® mol L. A frequéncia e o
incremento de varredura foram mantidos constantes, 20 s™ para a frequéncia, valor
otimizado anteriormente, e 2 mV para o incremento de varredura, valor padrdo segundo

a literatura.*?

Figura 50 - Voltamogramas de onda quadrada para a oxida¢do do MDP 1,0 x 10 mol L™ sobre carbono
vitreo, em meio de tampao BR 0,04 mol L™ (pH 2), em diferentes amplitudes de pulso de potencial na

faixa de 10 a 60 mV .(B): Relacdo entre a corrente de pico e a amplitude de pulso. f = 20 s, AEs=2mV.
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Fonte: proprio autor.

Os voltamogramas de onda quadrada em diferentes amplitudes mostraram
uma consideravel influéncia deste parametro no sinal analitico da MDP, Figura 50A.
Observou-se que o0s voltamogramas apresentaram uma melhora significativa da sua
resolucado quando se variou a amplitude de 1 a 30 mV e em valores maiores que 30 mV
houve uma reducéo na intensidade da resposta.

A partir dos valores de corrente de pico foi grafada a relagcdo entre a corrente
de pico do processo e a amplitude aplicada, como esta mostrada Figura 50B.
Observou-se um aumento linear da corrente de pico até a amplitude de 20 mV, a partir

de 30 mV nao se verificou um crescimento de corrente, mas sim uma estabilizacao
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desta até 40 mV e, em seguida, decréscimo consideravel da corrente de pico do
processo.

Visando uma melhor sensibilidade, pelos dados apresentados foi
selecionada a amplitude de 20 mV como amplitude 6tima para a determinagéo

eletroanalitica da MDP.

4.2.3.3 Incremento de varredura

Por ultimo, foi feito um estudo do incremento de varredura mais adequado a
determinacdo da MDP. A Figura 51 apresenta os resultados para este estudo. Foi
utilizada uma solucdo de MDP 1,0 x 10™ mol L™* em meio de tamp&o BR 0,04 mol L?,
pH 2, e os parametros anteriormente determinados foram fixados em seus valores
escolhidos, frequéncia de 20 s™ e amplitude 20 mV.

Nos voltamogramas foi possivel observar um pequeno aumento de corrente
entre os valores de 1 e 2 mV de incremento, e a partir deste valor houve um decréscimo
de corrente, comportamento semelhante ao obtido no estudo de frequéncia, entretanto,
de forma néo linear, Figura 51B.

Este comportamento se deve, possivelmente, devido a cinética de
transferéncia de carga relativamente lenta da oxidacdo da MDP, como ja discutido
anteriormente. O aumento do valor de incremento de varredura confere maior
velocidade na aplicacdo do pulso de potencial. No caso da MDP, altos valores de
incremento sdo inadequados a sua oxidacdo, o que proporciona uma reducao drastica
da corrente visualizada, ums vez que com altas velocidades ndo é dado tempo

suficiente para que a reacgao redox ocorra.
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Figura 51 - (A) Voltamogramas de onda quadrada para oxidacao da MDP 1,0 x 10”> mol L™ sobre carbono
vitreo em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH 2), em diferentes incrementos de varredura. (B): Relacéo

entre Ip e o incremento de varredura. f =20 st a=20mV.
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Fonte: O préprio autor.

Com base no comportamento apresentado, para fins analiticos, foi escolhido
o valor de 2 mV como incremento mais adequado a determinacdo eletroanalitica da
MDP.

4.2.3.4 Estudo das componentes de corrente

Apoés a definicdo dos parametros da voltametria de onda quadrada foi feito
um estudo das componentes de corrente a fim de definir a melhor condigdo para
aplicacao da técnica como método analitico.

A Figura 52 apresenta as componentes direta, inversa e resultante para a
voltametria de onda quadrada da MDP em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH 2). Os
parametros utilizados foram: f = 20 st a=20mV e AE; =2 mV.

Foi possivel observar um comportamento tipico de sistema quase reversivel
para a oxidacdo da MDP, ja que as componentes direta e reversa apresentaram valores
de corrente proximos, sendo a componente direta com o maior valor de corrente, e um

pequeno deslocamento de potencial de pico entre as componentes.



120

Para aplicacdo em uma metodologia analitica foi escolhido trabalhar com a
componente resultante, visto que esta apresenta um aumento significativo de corrente,

inerente da quase reversibilidade do processo redox da MDP.

Figura 52 - Componentes de corrente para o MDP 1,0 x 10° mol L™ sobre carbono vitreo em meio de
tamp&o BR 0,04 mol L. f=20s™, a=20 mV, AEs = 2 mV.

40

30 —— Direta
—— Reversa
201 —— Resultante

0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
E/V

Fonte: O préprio autor.

4.2.5. Determinagdo Eletroanalitica

4.2.5.1 Construcdo das curvas analiticas

Apoés a otimizagdo dos parametros da voltametria de onda quadrada foram
construidas curvas analiticas, etapa fundamental no desenvolvimento de uma
metodologia analitica.

Os parametros voltameétricos utilizados para esta etapa foram os otimizados
no subtépico anterior: f = 20 s, a =20 mV, AEs = 2 mV e o0 meio eletrolitico selecionado
para o estudo analitico foi o tampdo BR 0,04 mol L™ pH 2. A metodologia analitica
empregada foi semelhante a utilizada para a determinacdo do DES (subtopico 4.1.5.1),
entretanto, as adi¢des feitas foram de 25 pL da solugéo padrdo de MDP 1,0 x 10 mol

L™ totalizado 10 adi¢ées ao final.
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A Figura 53 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos, para
cada adicdo de MDP, na faixa de potencial de 0,4 a 0,6 V. A faixa de concentracéo

estudada para a construcéo das curvas analiticas foi de 4,97x10® a 4,76x10" mol L™,

Figura 53 - Voltamogramas de onda quadrada para a oxidacdo de MDP sobre superficie de carbono
vitreo em meio de tampao BR 0,04 mol L™, em concentra¢des variando de 4,97 x 10® mol L™ a 4,76 x 10°
"molL™. f=20s", a=20mV, AEs=2 mV.

244 [ MDP] /mol L™
. —— 4,97x10°
2.0+ 9,90x10°®
T —— 1,47x10”
1.64 1,96x10”
< 1 2_' — 2,44x107
=~ 7 —— 2,99x107
0.84 —— 3,38x10”
] —— 3,84x10”
0.4 —— 4,.31x10”
; —— 4,76x10”
0.0
0.4 0.5 0.6 0.7 0.8

Fonte: O préprio autor.

Foi possivel observar um crescimento proporcional na corrente de pico dos
voltamogramas, notando-se uma pequena diminuicdo dos incrementos de corrente a
partir nas ultimas adi¢cdes. O potencial redox se manteve constante em todas as
concentracfes, mostrando que nessas condi¢cdes ndo se teve um efeito significativo da
adsorcao dos produtos da oxidacdo da MDP.

A partir das correntes de pico dos voltamogramas obtidos em cada
concentracdo foram tracadas curvas analiticas, Figura 54. Observou-se uma 6tima
correlacdo linear, R = 0,999, na faixa de 4,97 x 10® a 3,38 x10 mol L™, a partir deste
valor houve uma mudanca de inclinacéo, justificando a diminuicdo dos incrementos
visualizados nos voltamogramas, possivelmente devido a adsorcdo de produtos da
reacdo de oxidacdo da MDP sobre a superficie do eletrodo. E importante ressaltar que

todas as medidas foram obtidas em quintuplicata e o resultado apresentado no grafico
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corresponde a curva analitica média onde cada ponto representa a média e desvio

padrao das medidas.

Figura 54 - Curva analitica para MDP sobre superficie de carbono vitreo, obtida a partir dos valores
médios (n = 5) das correntes de pico com concentracdo variando de 4,97x10° a 4,76x10” mol L™, com
suas respectivas barras de desvio padrdo, em meio de tampao BR 0,04 mol L™ pH 2.
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Fonte: O préprio autor.

Para fins de determinacdo analitica a faixa utilizada como regido de trabalho
foi a primeira regido linear de 4,97 x 10°® a 3,38 x10” mol L™. Nesta faixa, é importante
ressaltar que o coeficiente angular da curva de trabalho foi de 5,85. Este valor mostra
uma 6tima sensibilidade para metodologias eletroanaliticas, visto que os valores de
corrente de pico apresentaram valores com ordem de grandeza 10 vezes maiores que
0s respectivos valores de concentracdo, mostrando uma sensibilidade alta da superficie
do eletrodo pelo analito e que os parametros otimizados quando combinados
proporcionam uma boa metodologia analitica.

A equacao da reta para a curva analitica com os respectivos intervalos de

confianca de 95% para os valores dos coeficientes linear e angular sdo dadas por:

lpico (WA) = -5,31 + 5,85 [MDP] (11)



123

A partir das curvas analiticas construidas foram calculados os limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ). Para tanto, foi utilizado o desvio padrédo do
intercepto das curvas analiticas de acordo como o método recomendado pela
ANVISA.*

A Tabela 12 apresenta as figuras de mérito para a determinagédo
eletroanalitca da metildopa com a metodologia proposta, onde sdo apresentadas a
equacdao da reta, o coeficiente de correlacéo (r) da curva analitica, o desvio padrdo do
intercepto de cinco curvas (Sb), a inclinacdo da curva analitica (s), bem como o valor do
limite de deteccdo (LD), do limite de quantificacdo (LQ), a repetibilidade e a

reprodutibilidade.

Tabela 12 - Resultados obtidos a partir das curvas analiticas para MDP sobre superficie de
carbono vitreo em tampao BR 0,04 mol Lt pH 2. A varredura foi feita na faixa de potencial de 0,4 a 0,6 V.
f=20s" a=20mV, AEs = 2mV.

Parametro Valor

Linearidade 4,97x10° a 3,38x10”
Equacéo dareta l, = 1,62 x10™ + 5,66[MDP]
R 0,999

Se (A) 11,9 x 10”

S (A/mol L) 5,66

LD (mol L™ 6,32 x 10 (1,33 ppb)

LQ (mol L™ 2,10 x 10 (4,43 ppb)
Repetibilidade (%) 3,01 (n =10)
Reprodutibilidade (%) 4,96 (n =5)

Fonte: O préprio autor.

4.2.5.2 Avaliagao da precisdo da metodologia

A avaliacdo da preciséo foi feita investigando os parametros de repetibilidade

e reprodutibilidade como avaliados no topico 4.1.5.2.
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Repetibilidade

A Tabela 13 apresenta os valores de corrente de pico para 10 medidas
sucessivas da oxidacdo da MDP 9,90x10® mol L™ sobre superficie de carbono vitreo
em meio de tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 2.

Os valores obtidos mostraram uma boa repetibilidade dos dados analiticos,
visto que ndo apresentaram uma variagdo significativa. A partir dos dados tabelados foi
feito um tratamento estatistico e calculados os valores de média e desvio padrao, sendo
5,85 + 0.176 (107 A). Estes valores foram empregados no céalculo de RSD que
apresentou um valor de 3,01% (n = 10), considerado adequado de acordo com a

literatura.®*

Tabela 13 - Estudos de repetibilidade das analises de MDP 9,90x10® mol L™ sobre carbono vitreo em
eletrélito de suporte (Tampao BR 0,04 mol L™). f=20s™, a=20 mV, AEs =2 mV.

Replicatas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Ip/10" A 593 | 6.08 [598 |584 (557 |59 |[|562 |[583 |567 |[6,02

Fonte: O préprio autor.

Repetibilidade intermediéria

A Tabela 14 apresenta os valores de corrente de pico para 5 medidas
voltamétricas da MDP 9,90 x 10® mol L. Os voltamogramas avaliados foram
registrados em dias, solucdo estoque e tampdo diferentes. De posse dos dados
experimentais foi obtida a média e desvio padrdo de 5,69 + 0,282 (10”7 A), e a partir
deste resultado foi calculado um RSD de 4,96% (n = 5).

Tabela 14 - Estudos de repetibilidade intermediaria das analises de MDP 5,66 x 107 mol L™ sobre

carbono vitreo em eletrélito de suporte (Tampao BR 0,04 mol L ). f=20 s, a =20 mV, AEs =2 mV.

Replicatas | 1 2 3 4 5
p/10"A | 6,04 5,37 5,45 5,69 5,88

Fonte: O préprio autor.
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Os dados mostraram uma boa reprodutibilidade das medidas, demostrando
que o procedimento apresentado para a determinacdo da MDP ¢é considerado

adequado e dentro dos requisitos estabelecidos pela ANVISA.%?
4.2.5.3 Curvas de Recuperacao

De acordo com o procedimento aplicado no topico 4.1.5.3 foram feitas curvas
de recuperacgéo para a MDP em eletrdlito, farmaco, agua natural e urina sintética, sendo
o valor da contaminacdo de MDP (padrdo) 9,90 x 10® mol L* referente ao segundo

ponto da curva analitica previamente determinada.
Determinacéo em eletrdlito suporte

A Figura 55 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e a respectiva
curva de recuperacdo para a MDP em eletrélito de suporte.

Foi possivel observar na Figura 55A que ndo houve deslocamento dos
potenciais de pico mais uma vez demostrando que o produto ndo adere fortemente, se
desprendendo da superficie eletrddica por agitacao intensa.

A Figura 55B mostra a curva de recuperacdo da MDP em eletrélito
apresentando 6tima correlacao dos pontos medidos, com um R = 0,999, mostrando que
na faixa estudada o método tem boa linearidade. A equacéo da reta para correlacdo da

corrente de pico em funcao da concentracdo esta apresentada na equacao 12.
I, =579 x 1077 + 5,54 [MDP] (12)
A partir da equacdo da curva de recuperacao foi calculado o valor da

concentracdo correspondente a contaminacdo com MDP e utilizando o valor foi

calculado um valor de 105,06 + 5,26 % de recuperacao.
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Figura 55 - A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a recuperacédo de MDP sobre superficie de
carbono vitreo em meio de tampdo BR 0,04 mol L™. B) Curva de recuperacio para o MDP sobre
superficie de carbono vitreo, obtida a partir da média e respectivo desvio padrdo das correntes de pico
voltamétrico (n = 5). f =20 st a=20mV, AEs =2 mV.
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Fonte: O préprio autor.

Determinacdo em formulacéo farmacéutica

A determinacdo em formulacdo farmacéutica foi feita de acordo com o
procedimento descrito no topico 3.4.2.

A Figura 56 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e respectiva
curva de recuperacéao para determinacdo de MDP em formulacao farmacéutica.

Na determinacdo em amostra farmacéutica, apesar de apresentar uma
formulacdo complexa, n&o proporcionou anomalia nos voltamogramas de onda
quadrada, referentes aos componentes da formulagéo, Figura 56A.

Na Figura 56B observa-se a curva de recuperagédo. Esta apresentou Otima
correlacao linear, R = 0,999, indicando boa linearidade dos resultados e baixo nivel de

interfrentes.
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Figura 56 - A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a recuperacédo de MDP sobre superficie de
carbono vitreo em meio de tampdo BR 0,04 mol L™. B) Curva de recuperacio para o MDP sobre
superficie de carbono vitreo, obtida a partir da média e respectivo desvio padrdo das correntes de pico
voltamétrico (n = 3). f =20 st a=20mV, AEs =2 mV.
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Fonte: O proprio autor.

A equacao da reta para correlacdo da corrente de pico em funcédo da
concentracdo esta apresentada na equacdo 13, e a partir desta foi calculada a
quantidade de analito recuperada pela técnica.

I, = 3,80 x 107 + 5,84[MDP] (13)

A recuperacdo obtida para a formulacdo farmacéutica foi de 93,97% + 3,2. A
recuperacdo menor que 100% pode estar associada a incompleta extracdo do principio

ativo por ultrassom, levando a néao dissolugcdo completa do mesmo.

Recuperagéo em urina sintética

Um medicamento mesmo depois de ingerido pode retornar ao ambiente sem
ter sido metabolizado. Dados cientificos mostram que até 90% da dose terapéutica

pode ser expelida pela urina sem sofrer alteracéo.” Sendo assim, é fundamentalmente
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importante que se possa determinar qual o teor de farmaco estd sendo expelido
juntamente com a urina.

Para tanto, neste estudo de determinacdo em urina fez-se uso de uma
solucdo sintética, preparada de acordo com a literatura.”> A metodologia de
determinacao esta descrita no tépico 3.4.7.2.

A Figura 57 apresenta os voltamogramas de onda quadrada tipicos e a

respectiva curva de recuperacdo em urina sintética.

Figura 57 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a recuperacdo de MDP sobre superficie de
carbono vitreo em urina sintética. B) Curva de recuperag¢do para o MDP sobre superficie de carbono
vitreo, obtida a partir da média e respectivo desvio padrao das correntes de pico voltamétrico (n = 3). f =
20st,a=20mV, AEs =2 mV.
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Fonte: O préprio autor.

A complexidade da amostra de urina sintética proporcionou uma maior
dificuldade na reprodutibilidade dos dados, além de um maior nivel ruido nos
voltamogramas, Figura 57A. Apesar disto, foi possivel obter uma relacéo linear entre a
corrente de pico e a concentragdo de MDP com um R = 0,998, demonstrando uma boa

linearidade. A equacao da reta referente a correlacdo entre a corrente de pico e a

concentracdo de MDP esta apresentada na equacao 14.
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I, =780x10"7 + 7,56 [ MDP] (14)

A partir da curva obtida foi calculada a concentracdo de analito recuperada,
possibilitando o célculo da porcentagem de recuperacdo em urina sintética, sendo o
valor de 97,03% + 8,04. Como foi discutido anteriormente, o alto valor de variacdo na
recuperacdo obtida neste eletrélito possivelmente esta relacionado a maior
complexidade da matriz utilizada. Entretanto, o valor de recuperacdo apresenta-se
dentro do estabelecido pela ANVISA para medicamento e farmacos, segundo o érgao

estes valores tem que estar entre 80% e 120%.%?

Recuperacdo em agua natural

A Figura 58 apresenta os voltamogramas de onda quadrada tipicos e a

respectiva curva de recuperacao em agua natural.

Figura 58 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para a recuperacdo de MDP sobre superficie de
carbono vitreo em agua natural. B) Curva de recuperacao para o MDP sobre superficie de carbono vitreo,
obtida a partir da média e respectivo desvio padréo das correntes de pico voltamétrico (n = 3). f=20s™, a
=20 mV, AEs =2 mV.

A B
1.6
1,8+
< 161
1.2 [MDP] / mol L* 3 141
< contaminagéo 1,2
2 os ——49%x10° 101
= 9,8 x 10" 051
——1,46x 10" 06.
4 :
0.273
0.0 et i : s 0,0
04 05 06 0.7 006 000 006 012 018
[MDP] / umol L™ [MDP] / umol L

Fonte: O proprio autor.
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A amostra de agua natural utilizada foi coletada do acude Santo Anastacio,
localizado no campus do Pici da univercidade Federal do Ceara. Uma caracteristica do
acude é receber esgoto doméstico oriundo das comuidades que vivem as margens do
acude. As amostras foram coletadas no periodo de julho de 2011, proximo ao lado
oposto a barragem do acude.

O procedimento executado para determinacdo na amostra de agua foi
detalhado no subtépico 3.2.4. O resultado apresentou uma boa proporcionalidade entre
os valores de corrente e a concentragéo, apesar da maior complexidade da amostra. A
curva de recuperacdo, Figura 58B, forneceu um coeficiente de correlacdo de 0,995,
considerado um ajuste 6timo para dados de correlacao linear.®?

A equacdo da reta referente a correlacdo entre a corrente de pico e a
concentracdo de MDP esta apresentada na equacgéo 15.

I, = 3,27 x 1077 + 5,68 [ MDP] (15)

A partir da curva de recuperacao foi possivel calcular o valor recuperado e a
partir deste, o percentual de recuperacdo médio de 91,29% + 3,9, um valor alto de
recuperacao se considerarmos a hatureza da matriz estudada.

A Tabela 15 apresenta um resumo dos resultados das recuperacdes em
diferentes eletrolitos. Em todos os meios estudados a metodologia apresentou valores
de quantificacdo dentro do estabelecido na literatura, desta forma, pode-se apresentar

como uma alternativa viavel para este fim.

Tabela 15 - Resultados obtidos para a recuperacdo do MDP sobre superficie de carbono vitreo em

eletrdlito suporte, formulacdo comercial, urina sintética e agua de rio. f = 20 s*, a=20mV, AEs =2 mV.

~ [ MDP ]adic. [ MDP ]rec. 0
Recuperacao 4 4 % Rec.
(mol L™) (mol L™)
Eletrdlito 1,08 x 10" 105,06% + 5,26
Farmaco 9.0 x 10° 8,46 x107° 93,97% + 3,2
,0 X
Urina Sintética 8,73x 10° 97.03% + 8,04
Agua natural 8,43 x 10° 91,29+3,9

Fonte: O préprio autor.
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4.2.5.4 Comparagdo com a técnica de UV-vis

Como comparacéo, foi feita a determinacdo da metildopa utilizando a técnica
de UV-vis, de acordo com o método descrito na farmacopéia portuguesa.” A Figura 59
mostra os espectros de absor¢cao obtidos para cada amostra de MDP utilizada.

As medidas apresentaram um maximo de absorbéancia em 280 nm, de
acordo como os valores fornecidos pela literatura, Figura 59A. A partir dos valores de

absorbéancia para cada concentracédo foi obtida a curva de calibracdo, Figura 59B.

Figura 59 - A) Espectros de UV-Vis para o padrdo de MDP em meio aquoso no intervalo de
concentracdo de: 7,40 x 107 a 3,70 x 10° mol L™ B) Curva analitica do DES obtida a partir dos

experimentos de UV-Vis.

0,12 A 0,12 B
-1
0101 [MDP] / mol L_7
——7,40x 10
0,08+ ——148x10° 0,08+
-6
0,06 3,70 x 10_6 g
——7,40x 10 <
0,04 1,85x 107 0,044
0,02 A 3,70x107°
0,00 = 0,001
200 250 300 350 0 8 16 24 1 32 40
Al nm [ MDP] / pmol L

Fonte: O préprio autor.

Amostras de concentracdo conhecida foram preparadas em diferentes
matrizes e determinadas a partir da curva de calibragéo obtida, Tabela 16.

Observando-se os valores de recuperacdo pode-se notar uma maior variagao
nas percentagens recuperadas em formulagdo comercial e urina sintética, sendo estes
95,70% + 7,3 e 108,10% + 6,90, respectivamente. Este resultado possivelmente esta
relacionado a natureza da matriz, uma vez que a menor seltividade das medidas de UV-
Vis favorece uma maior interferéncia da matriz. Neste aspecto, as técnicas

voltamétricas apresentam a vantegem de serem bem mais seletivas.
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Tabela 16 - A) Resultados obtidos para a recuperacdo da MDP utilizando espectroscopia Uv-Vis, em

formulacdo farmacéutica, agua natural e urina sintética. Kmax, =280 nm.

~ [DES]adic. [DES]recup. %
Recuperagéo 1 1 .
(mol L™) (mol L™) Recuperacéo
Formulacdo comercial 7,08 x 10° 95,70% £ 7,3
Agua de natural 7.4x10° 8,54 x 10° 115,50 % + 1,34
Urina sintética 7,99 x 10° 108,10% + 6,90

Fonte: O préprio autor.

Na recuperacdo em agua natural o resultado obtido foi de 115,5% * 1,34. O
alto valor também esté relacionado a interferentes da matriz, possivelmente compostos

organicos dissolvidos que absorvem em comprimento de onda proximo ao da MDP.
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5 CONCLUSOES

Para a molécula DES o estudo do pH mostrou uma dependéncia do
processo redox com a concentragéo hidrogenidnica do meio, deslocando o potencial de
pico anddico para valores mais negativos com o aumento do pH. Foi observada uma
relacdo linear entre pH vs potencial de pico anddico na faixa de pH 2 e 8, com um
coeficiente angular de 0,047 V/pH. A partir do pH 8 observou-se uma perda de
linearidade, sendo este ponto de mudanca da inclinagcdo correlacionado ao pKa da
molécula de DES, calculado entre 9 e 10. Célculos quanticos foram feitos e
possibilitaram a obtencdo de dois valores de pKa, sendo estes de 9,13 e 9,73, 0 que
confirmou os dados eletroquimicos.

Em relacdo a corrente do processo redox do DES foi observado nos
voltamogramas ciclicos um maximo de corrente em pH 7, sendo este o valor utilizado
para estudos analiticos e eletroquimicos posteriores, devido a maior sensibilidade da
técnica neste pH. Estudos de voltametria ciclica mostraram que em pH 7 o potencial de
oxidacdo e reducdo do DES foi de 0,450 V e 0,021 V, respectivamente. Além disto,
estudos do numero de ciclos voltamétricos mostraram que existe uma perda
consideravel de corrente do processo quando se faz ciclos consecutivos, ou seja,
provavelmente ocorre adsor¢cdo do produto reacional a superficie eletrodica.

Estudos de velocidade de varredura mostraram um deslocamento do
potencial anddico e catodico (AE,) com aumento da velocidade de varredura, o que
indica que o processo redox do DES é quase reversivel. A partir destes dados foi
grafada a relagéo log I, versus log v para o processo anodico e catodico, obtendo-se
valores de coeficiente angular de 0,81 e 0,73, respectivamente. Estes valores, proximos
de 1, sugerem que existe uma etapa de adsorcdo predominante no mecanismo redox
do DES. Analisando em relagdo aos critérios de Nicholson-Shain foi possivel
caracterizar o processo como catalitico com transferéncia irreversivel de carga.

Os dados eletroquimicos aliados a célculos quéanticos permitiram que uma

proposta de mecanismo fosse feita . Os dados quanticos de energia dos orbitais HOMO
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e LUMO mostraram que a oxidacdo completa do DES gera uma molécula de quinona,
como previsto na proposta de mecanismo baseada nos dados experimentais.

A metodologia eletroanalitica foi desenvolvida utilizando a VOQ como técnica
eletroquimica e o meio eletrolitico utilizado foi o tampdo BR pH 7. Os parametros da
VOQ otimizados foram f = 80 Hz, a = 30 mV, 4E = 4 mV. As Curvas analiticas
mostraram uma boa correlacdo, possibilitando célculos de LD e LQ de, 5,58 x 10 mol
L(14,9 ppb) e 1,89 x 107 mol L™ (49,9 ppb), respectivamente. A repetibilidade e
reprodutibilidade foram avaliadas através do RSD, obtendo-se valores de 1,64% e
3,47%, respectivamente. A metodologia foi aplicada em formulacdo farmacéutica, agua
natural e urina sintética, obtendo-se recuperacbes de 94,32%, 77,85%, 89,00%,
respectivamente. Estes valores mostraram que a metodologia segue valores de
parametros especificados pela ANVISA.

Para a MDP os estudos voltamétricos, em pH 2 e 3, foram registrados
apenas um processo anodico e um catédico, e em pH maior que 3 apresentaram dois
picos anddicos e um catddico. Este dado mostrou uma sensivel influéncia do pH do
meio no processo redox da MDP.

Foi observada uma dependéncia dos potencias de pico que se deslocaram
para valores mais negativos com aumento do pH, sugerindo uma etapa de
desprotonacdo no mecanismo redox.

Assim como para a DES, foi estudada a influéncia da velocidade de
varredura, e a partir destes dados foi grafada a relagéo log I, vs log v para o processo
anodico e catodico obtendo-se inclinacées de 0,95 e 1,02, respectivamente, indicando
a ocorréncia de adsorcéo das espécies. Em pHs acima de 3 foi observado um processo
irreversivel com formacdo de filme polimérico na superficie do eletrodo, evidenciado
pela drastica reducao da corrente de pico do processo com o numero de ciclos. Em pH
abaixo de 3 o0 processo apresentou um carater reversivel.

Célculos quéanticos e de carga de Mulliken juntamente com os dados
eletroquimicos foram utilizados para elaborar uma proposta de mecanismo para a MDP.
Os calculos mostraram que a densidade eletrénica dos orbitais HOMO e LUMO estéo,

principalmente, sobre os oxigénios fendlicos e uma possivel rota reacional com
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formacéo de dimeros, e possivel polimerizacédo, é energeticamente viavel, confirmando
0 mecanismo proposto a partir dos dados eletroquimicos.

A metodologia eletroanalitica foi desenvolvida também utilizando VOQ em
meio de tampéao BR pH 2 e os parametros otimizados foram: f = 20 Hz, a = 20 mV, 4E =
2 mV. Curvas analiticas foram obtidas e a partir destas calculados o LD e LQ de 6,32 x
10 mol L™(1,33 ppb) e 2,10 x 10®mol L™ (4,43 ppb), respectivamente. A repetibilidade
e reprodutibilidade foram avaliadas através do RSD, obtendo-se valores de 3,01% e
4,96%, respectivamente. A metodologia foi aplicada em formulacdo farmacéutica, agua
natural e urina sintética, obtendo-se recuperacdes de 93,32%, 97,03%, 91,29%,
respectivamente.

O estudo apresentado possibilitou a compreensdo de aspectos
eletroquimicos das reacdes redox envolvidas nas moléculas de DES e MDP, além de
possibilitar o desenvolvimento de metodologias para a determinacdo destes compostos
em meios como urina sintética e agua natural, com um nivel de certeza respeitando os

padrdes analiticos vigentes.
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